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TOPRAKTAN iZOLE EDILEN BAKTERILERDEN PHB URETIMIi

HAKAN BAHAR

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Merih KIVANC
2003, 69 sayfa

Polihidroksialkanoatlar (PHA) ailesinin en iyi bilinen iiyesi olan Poly
3-hidroksibiitirat (PHB) farkh mikroorganizmalar tarafindan intraselular
olarak sentez edilerek biriktirilen karbon ve enerji depo materyali olarak
kullamlir. Ham materyallerden biyoindirgenebilir ve biyouyumlu plastik
materyalin iiretilebilmesi son derece verimli olabilmesi nedeni ile son
zamanlarda ¢ok fazla ilgiyi iizerine cekmektedir. PHB yi iceren olasi
uygulamalar; paketleme elemanlari, biyoindirgenebilir tastyicilar (kontrollii
ila¢ salinimi), tek kullanimhik malzemeler, cerrahi uygulama materyalleri
(iplik,igne), cerrahi tamponlar ve kemik kaplamalar olarak siralanabilir.

Bu ¢ahsmada farkh bolgelerden alinan toprak orneklerinden izole
edilen bakterilerin PHB iiretim yetenekleri incelenmistir. PHB iiretimi icin
melas, peyniralt: suyu, seftali pulbu gibi farkl: substratlarin kullanilabilirligi
arastinllmistir. Temel mineral ortamda calkalamah Kkiiltiirde %72.2 PHB

verimi elde edilirken fermentorde elde edilen verimler ¢ok diisiik olmustur.

Anahtar Kelimeler: Polihidroksibiitirik asit (PHB), Biyoplastik
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

PHB PRODUCTION BY BACTERIA ISOLATED FROM SOIL
HAKAN BAHAR

Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Program

Supervisior: Prof. Merih KIVANC
2003, 69 pages

Poly 3-hydroxybutyrate (PHB), the best known member of the
Polyhydroxyalkanoates (PHA), is an energy and /or carbon storage material
synthesized and intracellulary accumulated by numerous microorganisms.

It has been drawing much attention as a good candidate for
biodegradable and biocompatible plastic material which can be produced
from renewable raw materials. Possible applications of PHB include the
following: packaging films and containers, biodegradablé' carriers for
controlled chemical and drug release, disposable items, surgical pins and
sutures, wound dressings and bone replacements.

In this study , production capability of different bacteria which were
isolated from various areas in Turkey was examined.

Availability of different substrates (molasses, whey, peach pulp) to
produce PHB production were exanﬁned. In shaking culture by using basal
mineral media, 72.2% yield was obtained. On the other hand, less yield was

obtained when the fermentor was used for the production of PHB.

Keywords: Polyhydroxybutryic acid (PHB), Bioplastic
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1. Giris:

Son 50 y1l igerisinde petrol kokenli plastikler en ¢cok kullanilan materyaller
haline gelmislerdir. Plastiklerin ¢ok yonlii olarak neredeyse her alanda
~kullamlabilmeleri, mitkemmel sayilabilecek teknik &zellikleri ve nispeten diisiik
olan degerleri (1 kg propilenin piyasa degeri 0.70 $) bu noktaya gelmelerindeki en
onemli nedenlerdir. Giiniimiizde plastikler otomobillerdeki parcalarda, ev alet ve
gereglerinde, bilgisayar ekipmanlarinda, yap1 endiistrisinde, spor ve eZlence
ekipmanlarinda, paketleme elemanlar1 ve medikal uygulamalarda olduk¢a yaygin
bir gekilde kullamilmaktadirlar ki bu yiizden de nerdeyse vazgegilemez bir
konuma gelmislerdir. Ancak bu plastiklerin pargalanmalar1 zor oldugundan
¢evrede birikmekte ve ¢evre kirliligine neden olmaktadirlar [1].

Plastik tiretiminin ve tiiketiminin hizli bir artiy gdstermesinden dolay1
ciddi bir plastik kirliligi (White pollution) ve arazi israfi gerceklesmektedir [2].

Plastikler dogal olarak doganin hiicumuna kars1 olduke¢a direnglidir. Hem
karada hem de denizde yabani yasam tarafindan plastiklerin yutulmasi bazen
6limle sonuglanmaktadir (3).

Bu plastikler dogada indirgenmeye karsi direngli olduklar igin ¢evrede
yiiksek miktarlarda birikmektedir. Plastik filmlerin toprakta birikmesi {iriin
miktarinda 6énemli derecede bir diislise sebep olmaktadir. Nehirlerde ve géllerde
yizen plastik atiklar; balikeilikta, denizcilikte hidroelektrik santrallerinde,
sulamada ve diger kamu islerinde artan bir tehdit haline gelmeye baglamigtir [2].

1970’lerin ortalarindan itibaren ham petrol fiyatlar; petrol rezervlerinin
sonlarina gelindiginin samlmasi ve petrol tireten iilkelerin yapay bir kithk
olusturmalar1 nedeniyle artmistir. Bu nedenlerden dolay: petrol kokenli plastiklere
alternatif materyaller aranmis ve ¢ogu polimer endiistriyel uygulamélar ve
biyopargalanabilirlik dereceleri bakimindan denenmistir. Bunlar seliiloz, nisasta,
bunlarin sentetik polimerlerle karisimlan, polilaktat, polyester-amid ve
polihidroksialkanoat (PHA) gibi polimerlerden olusmaktadir [1].

Bunlar arasinda PHA biyoparcalanabilirlik ve biyouyumluluk gdstermesi

nedeniyle digerlerinden farkli olarak olduk¢a dikkat ¢ekmis ve fizerinde



durulmaya baglanmistir. PHB (poli-B-hidroksibiitirat) ise en yaygin olan ve en iyi
bilinen PHA dir [1,4,5].

Ancak PHA’larin  biyoindirgenebilir plastiklerin {retim maliyeti
petrokimyasal kdokenli plastiklere oranla oldukca yiiksektir (1 kg
polihidroksibiitirat ~ 15-308), bu yiizden bu yliksek kaliteli materyallerin
petrokimyasal kékenli jplastikler kadar genis alanda kullanimi yakin gelecekt‘e pek
beklenmese de zorunlu hale geldigi su gotiirmez bir gergektir [1].

Zeneca Bio Products Sirketi (Billingham, UK) yilda 1000 ton kadar
PHB/V kopolimeri iiretmekte ve BIOPOL ticari adi altinda kilosunu 16 $ gibi bir
fiyata satisa sunmaktadir. Oysaki polietilen yada polipropilen gibi petrokimyasal
kokenli plastiklerin kg fiyati daha 6nce bahsedildigi gibi 1 $’ in bile altindadir
ancak biyoindirgenebilir degillerdir. Bu yiizden fiyat bakimindan herhangi bir
kiyaslama diger biyoindirgenebilir plastiklerle yapilmahdir. Oregin polylaktid,
diol-diasit temelli alifatik polyesterler, nisasta temelli polimerler kg basina 5-12 §

civari bir degerdedir [6].

Polihidroksialkaonatlar (PHA), hidroksialkanoat polimerleri karbon ve
enerji depo materyali olarak gesitli mikroorganizmalarda genellikle N, P, S, O
yada Mg gibi besinsel elementlerin limitasyonuyla ve karbon kaynaginin ortamda

asir1 derecede bulunmasiyla biriktirilmektedirler [7-11].

1926 yilinda Bacillus megaterium da Poly(3-hidroksibiitirat) (P
(3HB))kesfedilmesinden sonra PHA gruplarinin farkli tipleri ve degisik
sayilardaki ana zincir karbon atomlarina sahip olan genis varyeteleri bildirilmistir
[7]-

Biyopolimerlerin petrol kdkenli polimerlerle rekabet edebilmeleri hatta
onlarin yerlerini alabilmeleri i¢in endiistriyel ¢apta iiretimini simrlayan faktdrlerin
ortadan kalkmast gerekmektedir ki burada en biiyiik faktér biyopolimer
saflagtirma islemlerinin yiiksek maliyetidir. Bu maliyet ucuz ham materyallerle ve
uygun yontemlerle indirgenebilir [12,13].

Her alanda oldugu gibi bu alanda da bilim adamlar bu yiiksek maliyeti
ortadan kaldirmak igin ¢esitli yollara basvurmuglardir. Ornegin karbon
kaynaklarim1  degistirmigler ve bunlar1 biyopolimer iiretim proseslerinde

kullanmuglardir. Bizde ¢alijmamizda melas, seftali pulbu, peyniralti suyu gibi



ucuz maliyetli farkli karbon kaynaklarimi kullanarak topraktan izole ettigimiz

bakteriler ile PHB iiretmeyi amagcladik.
1.1. PHB’nin Kesfi

Poly(3-hidroksibiitirat) (poly(3HB)) ilk olarak 1926’da Lemoigne
tarafindan Paris’teki Pasteur enstitiisiinde izole ve karakterize edilmistir. O
zamandan beri (poly(3HB)) vé diger PHA’ lar bilim adamlan tarafindan genis
Olgide c¢alisilmis ve sonu¢ olarak (poly(3HB))’nin bakterilerde enerji depo
materyali olarak saklandigi ayni yolla memelilerde de yag olarak depolandig:
ortaya c¢ikmugtir. Bununla birlikte (poly(3HB)) PHA’min en yaygin olarak
gorilenidir ve bu smuftaki ¢ok cesitli polimerler ve kopolimerler c¢esitli
organizmalar tarafindan tiretilmistir [14].

Biyolojik olarak merak uyandirmalarn ve dikkat ¢ekmelerinin Gtesinde
¢ogu PHA’lar fonksiyonel 6zelliklere sahiptir ve ticari uygulamalar i¢in oldukga
kullanighdirlar. Oysa (poly(3HB)) biraz kirilgan bir yapiya sahiptir bu yiizden
ticari kapsami simrhidir. Onunla yakindan iligkili kopolimer, poly (3
hidroksibiitirat_co_3 hidroksi valerat) poly (3HB_co 3HV) daha esnek bir yapiya
sahiptir. Ciinkt kristalinitesi indirgenmistir ve ticari uygulamalar i¢in daha
uygundur [14].

PHB, Mikrobiyoloji alaninda mikroskoplarin kullanilmasindan itibaren
¢ogu bakteriyel hiicrelerde diizenli olarak gozlenebilen kiiciik yag damlaciklar
olarak tammlanmustir. Lemoigne (1927) PHB’yi kimyasal olarak nitelendirmis ve
Bacillus spp.’nin sporulasyonunda bulundugunu belirlemistir [15].

Lemoigne Bacillus subtilis kiiltiirlerini distile suda otoliz ettiginde
bilinmeyen bir asidin olugmasi ile pH’1n azaldigini gézlemistir. - hidroksibiitirik
asidin diabetli hastalar tarafindan salgilanan ve idrardan izole edilen keton
bilesiklerinden biri oldugu onceden bilinmesine ragmen aym oldugu sonradan
bulunmustur [16].

Forsythe ve ardindan gelen arastirmacilar (1958) c¢ogu gram negatif
bakterinin PHB yi sentezleme yetenegine sahip oldugu ve yetenegin varlifi ya da

yoklugunun taksonomik bir belirleyici olarak kullanilabilecegini gostermislerdir.
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Aym yillarda, Williamson ve Wilkinson (1958) bakteriyal biyomasin PHB
iceriginin kantitatif olarak belirlenmesi i¢in ilk pratik metotlardan birini
gelistirmistir. Oncelikle bu metotta hiicreler, PHB disindaki hiicresel bilesikleri
¢6zen optimum kosullar altinda alkali bir hipoklorit ¢dzeltisi ile muamele edilmis,
bu sekilde elde edilen graniillerin yogunlugu hiicre i¢i PHB miktarina karsilik
gelen bulaniklik seklinde kantitatif olarak belirlenmistir [16].

1960’larn basinda ise PHB ’nin bakteriler tarafindan sentezlenmesi ve bu
sentezin fizyolojik dnemine dair deneysel sonuglarin yayinlanmasinda biiyiik artis
goriilmiistiir. Mulder ve ark. (1962) kanalizasyon ¢amurundan izole ettikleri
Sphaerotilis natans ve Sphaerotilis leptothrix grubunun diger kilif igeren
boliimiintin biiyiik miktarlarda PHB depolama yeteneginde oldugunu kesin olarak
gostermislerdir. Buna ek olarak yiiksek C:N oram gibi dengesiz biiyiime kosullan
altinda bu gruptaki mikroorganizmalar tarafindan PHB sentezinin desteklendigini
ortaya koymuslardir [16].

PHB’yi sentezleme yetenegine sahip olan bircok bakteri genusu vardir ve
cesitli bakteri genuslarindaki PHB infrared absorpsiyon ve X-ismi difraksiyonu
gibi fiziksel 6zellikler bakimindan benzerliklere sahiptif. Buradan yola ¢ikarak,
nispeten kisa bir calisma siiresi i¢inde, prokaryotik organizmalarda PHB’nin
ozmotik inert bir depo materyali olarak sentezlenebilme kapasitesinin ¢ok yaygin

oldugu bulunmustur [16].
1.2. PHB Sentezleyen Mikroorganizmalar:

Organizmalarin yaygin bir sinifinin PHB veya PHB benzeri materyalleri
depo ettikleri saptanmigstir. Bu organizmalar c¢ok ¢esitli olabilmektedirler,
bakteriler  arasinda gram-pozitif‘ ve gram-negatif tirler ve ayrica
Cyanobacteria’ninda arasinda bulundugu bir grup PHB ve PHB benzeri
materyalleri sentezleyebilme kabiliyetine sahiptir. PHB ve PHB benzeri maddeler
genellikle bir enerji ve depo materyali olarak kullanmilir. PHB sentezleyebilme
yetenegine sahip prokaryotik organizmalar bir liste halinde Cizelge 1.1°de
g(’is‘;erilmistir [17].



Cizelge 1.1 PHB treten mikrorganizmalar [17].

Alcaligenes Micrococcus
Azotobacter v Nocardia
Azospirillum Methylobacterium
Bacillus Pseudomonas
Beijerinckia Rhizobium
Chlorogloea Rhodopseudomonas
Chromatium Rhodospirillum
Chrobacterium Sphaerotilus
Derxia Spirillum
Ferrobacillus Streptomyces
Hyphomicrobium Vibrio
Lampropaedia Zoogloe

1.3. Prokaryotik Hiicre Inkliizyonlar:

Prokaryotlant ve okaryotlar: kapsayan ¢ok sayida mikroorganizma karbon
iceren intrasellular depo materyallerini sentezlemek igin enzimatik yapiya sahiptir.
Bu depo materyalleri, dengesiz biiylime sartlar1 gibi 6zel durumlarda organizma
tarafindan sentézlenen maddeler olarak bilinmektedirler. Derigesiz biiylime
kosullar1 6zel bir makro elementin (C, H, N, O) ya da bir mikro elementin (P, Mg,
‘vs.) bulunmadig1 veya sadece optimumun altindaki seviyelerde bulunmas: halinde
olusmaktadir .(Sekil 1.1) [16].

Intraselular depo materyallerinin sentezi ayrica karbon gibi 6zel bir
elementin son derece yiiksek yogunlukta bulundugu dengesiz biiyiime kogullar ile

desteklenebilmektedir. Ortamdaki yiiksek bir C/N orani, karbon igeren intraselular
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depo materyallerinin sentezlenme oranini genis 6lgiide arttirmaktadir [16].

Glikoz (C ve enerji kaynagi)

Oksijen > Normal hiicresel bilesikler
> Niikleik asitler
Azot kaynag \ ' — > Proteinler
Lipidler

Normal kosullar

Diizenli biiylime

AN
\gnormal kosullar
engesiz bliylime

O, siirlamasi
N smirlamasi s— Poly-B-hdroxyalkonate
PO?, smirlamas: 7 Poly-B-hydroxybutyrate
SO, sinirlamasi 1 Poly-p-hydroxyvalerate
Yiiksek C/N orani S<

Normal hiicresel bilegikler

Sekil 1.1 Anormal biiyiime kosullarn ve PHA (Poly-B-hdroxyalkonate), PHB (Poly-B-
hydroxybutyrate), PHV (Poly-B-hydroxyvalerate) gibi depo materyallerinin mikrobiyal sentezi.
[16].

Prokaryotik hiicrelerde bir ¢esit hiicre i¢i inkliizyonu olan depo
materyallerinin meydana gelmesi Okaryotik hiicrelerden oldukga farklidir.
Prokaryotik hiicre i¢i depo materyalleri diger besinlerin yoklugunda organizma
tarafindan bir ¢esit karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. PHB’nin
ayrica, hiicrelerin oksijenin diigiik basincina maruz kaldigi zamanlarda asin

rediiksiyonu esitlemek i¢in bir elektron eksiltici gérevi gordiigii saptanmustir [16].
1.4. PHB’nin Genel Ozellikleri

PHB  birgok Dbakteriden ekstre edilebilen biyoparcalanabilir bir
termoplastiktir. Bakterilerde PHB karbon ve enerji kaynagidir. Ortamda fazla
karbon bulundugunda yada C, H, N, O gibi bazi elementler simirlandigr zaman

intraselliilar graniil olarak biriktirilirler [11-16].
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n=1 R=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 yapist [6].

Saf PHB’ nin su ve neme kars1 %100 direngli olmasi nedeniyle propilen
gibi biiyilkk hacimli plastiklere benzerlik gostermektedir. PHB; termoplastik
islenebilirligi, suya %100 direngliligi, %100 biyoparcalanabilirlii gibi 3 6nemli
ozelligi birlestiren dogal bir polimerdir. Bu 6zellikleri nedeniyle essiz bir materyal
olup, yaygin olarak kullanilan plastiklere benzer uygulamalarda kullanilabilir
[17].

Depo materyali olarak PHB biriktiren bakterilerin ¢ogu toprakta, deniz
suyunda, sulu ¢amur (lagim pisligi) veya kompostta bulunabilir. Bu nedenle PHB
genellikle bir ¢ok ortamda bulunan bir maddedir ve kolayca dogada pargalanabilir.
Mikroorganizmalar PHB yi seker gibi bir karbon kaynag: olarak kullanabilir. PHB

hiicrelerden ekstre edilebilir ve polipropilen gibi islenebilir [18].
1.4.1 PHB Graniillerinin Morfolojisi

PHA’ lar morfolojik olarak 2 grup altinda simiflandirilmaktadirlar. Kisa
zincirli (SCL) PHA lar 3-5 karbon atomu i¢ermektedir, orta zincirli (MCL) PHA
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lar ise 6-14 karbon atomu icermektedirler. Ayrica (SCL) ve (MCL) monomer
linitelerinin ikisini birden i¢eren ¢esitli bakteriler de tanimlanmgtir [19].

P(3HB) ve diger PHA’ lar birbirinden ayn kiiresel graniiller olarak hiicre
sitoplazmasi i¢inde birikmektedir. Graniillerin biiyiikliigii ¢ap olarak 100 nm’den
800 nm’ye kadar degismekte ve 2-4 nm’ lik kalinlikta bir membranla kapli
haldedir. Graniillerin igerigi % 98 oraninda polimer, % 2 oraminda ise protein ve
fosfolipittir. Canli hiicreler iizerindeki *C_NMR ¢alismalari P(3HB)’ nin
predofninant olarak graniillerin i¢inde hareketli durumda oldugunu fakat ¢6zelti
icinde durumun tersi oldugunu gostermistir [14].

Dunlop ve Robards (1973) Bacillus cereus’tan izole ettikleri PHB
graniillerinin ultrayapisim arastirmiglardir. Freeze-etching (dondurup kahp
seklinde ¢ikarma) metodunu kullanarak her bir PHB graniiliiniin, graniil hacminin
yaklasik %50’sini .olugturan bir merkezi ¢ekirdege sahip oldugunu saptamiglardir.
Bu ¢ekirdek, en dista PHB tarafindan bir membranla tekrar g¢evrelenmistir.
Freeze-etching islemi sirasinda ¢ekirdegin gerilebildigi ortaya ¢ikmugtir [16].

'PHB graniillerinin preparasyonlan freeze-etching teknigi kullanilarak iki
ayn bolgenin yani merkezi gekirdek ve dis ¢eperin degisik yogunluklarda oldugu
kesin olarak gésfex‘ilmistir. Bagka bir ¢alismada Ellar ve ark. (1968) Onceki
aragtirmalarinda her bir graniiliin fibriler yapiya sahip oldugunu ve bunlarin 10-15
nm uzunluktaki, uzamis polimerik PHB zincirlerinden olustugunu saptamislardir
[16].

PHB, optik olarak aktif D(-)-3-hidroksibiitirik asitin makromolekiiler bir
polimeridir ve primer yapiya sahiptir [16].

PHB lineer bir polimerdir ve polimer zincirinin uzunlugu boyunca
degisken karbonil ve metil gruplariyla alifatik bir polyesterdir. PHB normal
kosullarda reaktif olmayan bir bilesiktir. Kimyasal reaksiyonlara girme olasili:
stmirhdir. Bununla birlikte ¢esitli metotlarla indirgenerek elde edilen iirlin
cesitliligiyle birlikte saf bilesiklerin elde edilmesi i¢in uygundur [16].

Yapilan g¢aligmalarda PHB’nin yogunlugunun 1,171 - 1,260 gem™
arasinda degistigi ortaya konmustur. Sekilsiz yogunlugu diisik olmasina kargin
kristal yogunlugu yiiksektir. PHB’nin erime noktas1 157°C’den 188°C’ ye kadar

degismektedir. PHB termoplastik 6zellige sahiptir ve preslenerek sekil verilebilir.



Bununla birlikte, 283°C’den yiiksek sicakliklarda havada hizli bir bozulma
(parcalanma) gostermektedir [16].

1.4.2 PHB’nin Fiziksel Ozellikleri

PHB, gerilme direnci ve kirilganlia kars1 polietilen ve polistiren gibi baz1
ticari plastiklere benzerlikler gosterir (Cizelge 1.2). PHB nin fiziksel 6zellikleri
molekiiler agirligina ve test edilen numunenin saflifina baghdir. PHB’nin
biitlinliyle sekilsiz  6rnegi, eritilmis Orneklerin  hizla oda sicakliina
diistiriilmesiyle elde edilir. Kesin bir kantitatif bilgi olmamasina ragmen,

ultraviyole 1sikta PHB nin kararliliginin iyi oldugu saptanmastir [16].

Cizelge 1.2 PHB ve diger polimerlerin fiziksel degerlerinin kargilagtiriimas1. [16].

Materyal Gerilmeye Kirilganhk Modulus (hareketlilik)
dayaniklilig1 B (%) M (N em?x 10°
Ts(N cm’ )

Poli-HB 1500-2500 8 800-1000

Polietilen 800-3500 400-800 200-1400

Poliprdpilen 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

PHB sogutuldugu zaman agir bir sekilde kristalize olur. Maksimum
kristalizasyon hizi 110-120°C arasindadir. PHB’nin kesinlikle saf olmamasi
durumunda niikleasyon (gekirdeklesme) bélgelerinin eksikligi mekanik dzellikler
tizerinde negatif etkilere sahiptir [16].

PHB nin fiziksel 6zellikleri, kullamlan 6zel bakteri strainine bagl olarak
molekiiler agirliktan etkilenir. Ek olarak mikroorganizma iginde molekiiler agirhik

dagilimi daima siurhidir [16].
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Mikrobiyal biyomasin ekstraksiyonu sirasinda molekiiler agirlikta bir
miktar azalma meydana gelebilir. Bununla birlikte, genellikle molekiiler agirlik
substrattan ve diger fermentasyon kosullarindan biiyiik oranda etkilenmez [16].

Su ana kadar in-vivo kosullarda PHB’nin molekiiler agirlig: 6l¢iilemese de
fermantasyonun uzatilmasiyla elde edilen polimerin molekiill agirhiginda

genellikle 6nemli bir azalma olmustur [16].

1.4.3 PHB’nin Cozelti Ozellikleri

Comibert ve Yokouchi (1972-1973) yaptiklar1 arastirmalar sonucunda
PHB molekiillerinin kristal durumdayken soldan saga kivrilan 2, spiral formunda

oldugunu tahmin etmislerdir [16].

Cizelge 1.3. PHB’nin gesitli ¢oziiciilerde ¢dziniirliik 6zellikleri [16].

YUKSEK COZUNURLUK

Kloroform Etilen karbonat Dimetil formamid

Diklorometan Propilen karbonat Etilasetoasetat

Di-, tri-, tetra-kloroefan Trifloroetanol Triolein

Dikloroasetat Asetik anhidrat 1 N sodyum Asetik asit
hidroksit Alkoller(3 C atomundan fazla)

YETERLI COZUNURLUK

Dioksan Toluen

COZUNMEZ

H,O Dilute mineral asitler Etilasetat

Metanol Alkalin hipoklorit : Etilmetil keton

Etanol : Dietileter Tetrahidrofuran

1-Propanol Hekzan Etilformiat

2-Propanol Benzen Biitilasetat

Siklohekzanol Siklohekzanon Valerik asit

Karbontetraklorid Tribiitil sitrat

\ .
nadplu Universitag!
taz KUtinhane
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Akita ve ark. (1976, 1977) PHB’nin akiskanlidi, ozmotik basinci, 11k
sagilmas1 ve optik ¢evirme dagilumi gibi ¢dzelti 6zelliklerini detayli bir sekilde
incelemisler ve PHB’nin kloroform, trifloroetanol, dikloroasetik asit, etilen
diklorit ve dimetilformamid gibi bir¢ok ¢6ziicii i¢inde fiziksel dzellikleri arasinda
benzerlikler saptam1§lard1r. Cizelge 1.3 ‘’de c¢esitli ¢oziiclilerde PHB’nin
coziniirlik 6zellikleri verilmistir [16]. |

Solventlerle yapilan caligmalarla PHB’ nin diizensiz halka bigimindeki
yapist genis hacimlerdeki transplantasyonlarla genisletilmistir. Organik solvenﬂ’ér
icinde PHB’ nin ¢6ziintirligl, deneysel Olgiilerde kuru yada 1slak biomastan
polimeri ekstre etmek i¢in kullanilmigtir. Bugiine kadar PHB nin ¢6ziiniirliigii yig:in
etilen karbonat ve propilen karbonat gibi halkasal karbonatlar, kloroform, pridin,
metilen klorid, etilen kangimlann ve 1-2 dikloroetan gibi temel solventler
denenmistir [16].

Sicakligin PHB nin ¢6ziiniirligii tizerindeki etkisini belirlemek i¢in, PHB
yi jel formunda ¢6ktiirmek amaciyla diisiik sicakliklarda solventler sikca
kullamlmustir. Bununla birlikte yiksek sicakliklarda molekiller agirhfm
diismesininde miimkiin oldugu bildirilmistir [16].

PHB’nin termal parg¢alanmasi genis Olg¢lide detayli olarak arastirilmuistir.
Vakum altinda ve 338°C ye kadar temel pargalanma lriinleri dimerler, trimerler,
tetramerler, izokrotonik asit ve krotonik asit oldugu belirlenmistir.. En sonuncusu
esas reaksiyon tirlinii olup baslangi¢ta kullanilan PHB nin kuru kiitlesinin %35’ini

gecmektedir [16].
1.4.4 PHB’nin Piezoelektrik Ozellikleri

Optik olarak aktivite gosteren dogal materyallerin ¢ogu kesikli
piezoelektrik  ozellige sahiptir. Sentetik  polipeptidlerde  oldugu gibi
polisakkaridler ve proteinler gibi biyopolimerler de “piezoelektrik polimer” olarak
bilinen biyomateryal grubuna aittir. PHB den yapilmis bir filme dis basing
uygulandiginda  6lgiilebilir bir piezoelektrik etki olusur, bu tiirdeki
biyopolimerlerin piezoelektrik sabiti yaklagik 0.1 PC/N (Picocurie/Newton) dur.
Film formundaki PHB’ nin 165 °C de tavlandiktan sonra piezoelektrik 6zellikleri
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kristallenme derecesine baglidir [16].
1.4.5 PHB’ nin Spektroskopik Ozellikleri

PHB kloroform gibi bir ¢ozgende ¢ozilldiigiinde 5.75 um’ de v-c = 0
olarak ifade edilen bir absorbsiydn gosterir. Bu yiizden Juttner kloroform
cozeltisindeki PHB’ yi kantitatif olarak belirleyebilmek igin direkt olarak infra-
red (IR)-fotometrik absorbsiyonu 6l¢iilmiistiir. Nichols PHB igeren drneklerde IR-
analizinin ~ kullanilmasimin =~ dezavantajlarim1i  Fourier  transform-infrared

spektroskobunun kullanilmasiyla giderdiklerini belirtmistir [16].
1.4.6 PHB’ nin Kristalinitesi ve Erime Sicakhigi

PHA’ mnmn kristal yapis1 diferansiyel (ayirici), scanning (tarama)
kalorimetrisi ile X ray (X 1sim1) kirinimu yada termal analizle calisilmistir. X ray
ayrraci ¢ahismalart P(3HB_co_3HYV) igin Philips PW 1050/81 le ¢alisilmus, giig
difraktomeri; PW 1710 tinitesiyle kontrol edilmigtir, Cu Ka radyasyonu i¢in nikel
filtre kullanilmistir (A=0.1542 nm ;40 KV30 mA). Lattice sabitleri en yogun
yansimalarin yada 1simalarin goriildiigii 8-10 pozisyonlarinda least-square
saflagtirmasi ile hesaplanmigtir. Kristal boyutu 020 yansimasindan Sherner
denklemi ile saptanmugtir [7].

Kristalinite’ tepe noktasimn altindaki relatif bolgeyle, sekilsiz
sa¢ilmalarin  karsilastirilmas: ‘yard1m1y1a isinlant saptirma ve  kirma
yogunlugundan yararlanilarak yapilmistir. In vivo P(3HB) graniillerinin
morfolojik durumunun belirlenmesi igin liyolifize hiicre tozu igeren P(3HB) nin
entalpisi ve erime noktasi diferansiyel tarama kalorimetresi ile Olgiilebilir.
Omekler oda sicakhginda 200 °C ye kadar yiikseltilebilen bir ortamda
tutulmustur. Erime noktasi erime endotermisi ile saptanmustir, 1 dk sonra 6rnekler
hizl1 bir sekilde likid (s1v1) nitrojenle muamele edilmis ve 1s1 200 °C ye tekrar
yiikseltilmistir. Cam gegirgenligi sicaklig 2. taramadan sonra belirlenmistir. Son

olarak P(3HB) kristalinitesi fiizyon entalpisi ile belirlenmistir [7].
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Bagka bir calismada Fengyusu ve ark. eskenar doértgen seklindeki poly (4
hidroksibiitirat ) tekli kristallerinin sulandirilmis etanol soliisyonuyla sarmal bir
gelisme gosterdiklerini g6zlemlemislerdir. Bu kristaller en iyi ¢ozgen elektron
difraksiyon émeklerini resiprokal lattice parametrelerinde a* = 1.305 nm™, b* =
2.085 nm™, y* = 90° vermistir. Ote yandan P(4HB) elektron difraksiyon 6rmekleri
2 boyutlu P2gg simetriyle uyum gésfermektedir [20].

1.4.7. PHB Uzerinde Niikleer Manyetik Rezonans Cahsmalar1 (NMR)

In vivo P(3HB)’ nin fiziksel durumunu gostermek icin canli hiicrelerin
yiiksek coziniirlikte *C NMR spektrometresi kullamlmigtir. Hiicrelerin pelet
hale gegmesi 15 dk 4000 g de 4 °C santriflij islemiyle gergeklestirilmis ve NMR
i¢in (% 20 D,0 ) isotonik tuzda bekletilmis daha sonra 10 mm ¢apinda 6rnek tiipe
aktarilmis ve NMR spektrumu Bruker 400 Mhz spektrometrisi {izerinde 100.6
Mhz de elde edilmigtir [7].

Waltz ayiraci 6rnek tizerindeki buharlasmis likid nitrojenin akisiyla
korunan sicaklik derecelerinde kullanilmustir. P.oleovorans tarafindan iiretilmis
olan MCL PHA karakterizasyonu i¢in sonuglar HNMR spektrumu Varian VXR
300 NMR spektrofotometrisinde 300 Mhz de kaydedilmistir. Ornek 30 mg/ml de
20 ml kloroform olucak sekilde hazirlanmistir. Spektrum 20 °C de 240 us sinyal
genigliginde ve 2.0_s relaksasyon(dinlenme) periyodunda kaydedimektedir. 75
Mhz *C NMR spektrumu 20 °C de 20-30 mg/ml CDCl; soliisyonunda
kaydedilmistir. °C NMR c¢alismalar1 aynica PHA biyosentezindeki metabolik
yollarin arastirilmast i¢in de kullanilabilecegi bildirilmigtir [7].

NMR ¢aligmalarindan ayrica PHB macromerinin bakteriyal otjininin
karakterizasyonunda faydalanmilmistir. Bakteriyal poly (3 hidroksibiitirat) m
prepolimer igine alkolizisi bagarili bir gekilde gergeklestirilmis bunu sonlandirict
zincirin segiciligi izlemistir. Boylece ¢ift bagdan olusmus bir makromer elde
edilmis ek olarak hidroksil grubuna eklenmesiyle zincir son bulmustur. Boylece
PHB segmentleriyle biyomedikal uygulamalarin birlesmesinden temel alan

kullamigh yeni yapisal molekiillerin olusumu miimkiin olmusgtur [21].

Anadoly {jnj
vemt.@
Merkez Kamph‘ne Q
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1.5. PHB’nin Boyanma Reaksiyonu

PHB’nin bazi 6zellikleri lipidlerle ilgilidir. Bu onun hidrofobisitesi ile
ifade edilmektedir. Etanol ile defalarca yikandiktan sonra bile PHB iceren
hiicrelerden ¢ikmayan Sudan Siyahi B gibi lipofilik boyalarla kolayca boyanabilir.
Biiyiik miktarda PHB igeren hiicreler koyu mavi-siyah ile boyamr ve tekrarlanan
etanol yikamasindan sonra bile bu boya kalicidir [16].

Az miktarda PHB igeren hiicreler ise ya renksizdir ya da belirsiz gri olarak
goriiliir. Sonug olarak, Sudan Siyahi B kullanilmasi, PHB agisindan zengin ya da
fakir olan bakteri kolonilerinin agar plaklar tizerinde ayirt edilmesi igin basit bir
yontem olarak 6nerilmektedir [16].

Bakteriyal hiicrelerin Sudan Siyahit B ile boyanmasi PHB graniillerinin
varhgim geleneksel olarak ortaya koymasina karsilik, Ostle ve Holt, PHB igin
Sudan Siyahindan daha biiyiik bir affinite ve daha biiyiik bir spesifiteye sahip olan
suda eriyen esas oxazin boya olan Nile Blue A’nin kullanimin tavsiye etmislerdir.

Bu boya 460 nm. dalga boyunda parlak turuncu florasan vermektedir [22].
1.6. PHB ve PHA’ nin Biyosentezi

Ara bilesiklerin varlifn ilk defa 1950 yilinda Lemoigne tarafindan
tantmlanmistir, Lemoigne Bacillus megaterium’u kullanarak PHB nin intraselular
sentezinde olusan ara iiriinleri ve basamaklari belirlemigtir [16].

Deneylerin sonucunda baglangigta substrat olarak glikoz ve son iiriin
olarak PHB arasindaki ara basamaklarda priivat, asetat, asetoasetat ve [-
hidroksibutirat oldugu saptanmugstir. Diger deneysel c¢aligmalarin sonunda da
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen PHB’ nin ara basamaklarinda asetatin,
meydana gelen ara iiriinler arasinda oldugu vurgulanmigtir [16].

Rhodosiprillum rubrum ve Bacillus megaterium da PHB sentezinde
asetatin Onemli bir ara basamak oldugu '*C- p-hidroksibiitiril-koenzim A
kullamilarak gésterilmistir. Ayrica Alcagines eutrophus’ ta PHB sentezinin
kesinlikle asetil-CoA icerdigi 1964 de Gottschalk tarafindan da ispatlanmistir.

Bagka bir c¢alismada asetil-CoA’ min 2 mol’liniin asetoasetil-CoA ya
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konsendasyonu ve B-hidroksibutiril-Co’nin olusumununun Alcagines eutrophus’ta
PHB sentezi i¢in kilit rol oynadig1 gosterilmistir [16].

Prokaryotik hiicrelerde PHB nin intraselliilar sentezi i¢in baslangi¢ bilesigi
asetil-CoA dir. Substrat ve asetil-CoA’nin intraselular konsantrasyonun artistyla
olusan kosullar PHB sentezinde pozitif rol oynamaktadir ki bu ayn zamanda PHB
sentezini de basitlestirmektedir , Bu enzimatik olarak katalizlenen reaksiyonun
diizenleyici mekanizmanin etkisi altinda oldugu i¢in gerceklesmektedir [16].

Kemoorganotrofik olarak c¢ogalan mikroorganizmalarda asetil-CoA nin
hiicre i¢indeki konsantrasyonunu etkileyen tiim ara metabolik yol izleri PHB
sentez oranim etkilemektedir. Bunun sebebi glikoliziz, pentoz ve Entner-
Doudoroff yollart gibi heksoz pargalama basamaklarindan dolay:
gergeklesmektedir. TCA (sitrik asit dongiisii) 6zellikle asetil-CoA min intraselular
konsantrasyonuyla yakindan ilgilidir ve bundan dolay1 TCA déngiisiinii etkileyen
tiim kosullar PHB sentezini de etkilemektedir. Omek olarak yiiksek NADH,
diizeyi TCA dongiisiiniin ilk enzimi olan sitrat sentetazi engellemeye meyillidir
ayrica bu diizeyde NADH, izositrat dehidrogenaz enziminin aktivitesini de
engellemektedir. NADH,’nin yiiksek diizeyde olmasi hiicrelere yetersiz O,
gelmesiyle meydana gelebilir. Boylelikle bu 2 enzim aktivitesi engellendigi icin
asetil-CoA diizeyi artar bu da PHB sentezini arttirmaktadir [16].

Intraselliilar NAD/NADH, orami ve ardindan PHB sentezlenme oranina
etki eden faktér ekstraselular oksijenin kismi basincidir. Oksijenin bu etkisi
Alcagines eutrophus H16 da, Azotobacter beijerinckii de en son olarak da
Azospirillum tirlerinde saptanmistir. Bu 3 mikroorganizmada da oksijen
sinirlandirilmasi1 PHB sentezini stimiile etmigtir [16].

PHB sentetaz ve D(-)3 hidroksi -butiril-CoA polimeraz enzimi PHB

graniiliinii gevreleyen tek tabakali membranda saptanmustir. Bacillus megaterium
protéin fraksiyonundan izole edilen PHB ile birlikte protein fraksiyonunun in vitro
kosullar altinda PHB sentezini katalizledigi saptanmistir. Bununla beraber PHB
sentetazin Zooglea ramigera’da hem partikulat hem de ¢oziinebilir formda oldugu

bulunmusgtur [16].
Ayrica bu enzimlerin optimum pH ve substrat spesifiteleri aymdir.

Enzimin hiicre iginde bulunma bi¢imi organizmanin biiylime kosullarina baghdir.
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Ortamda glikozun fazla oldugu durumlarda PHB sentetaz aktivitesi PHB
graniilleriyle baglantili olarak partikiil fraksiyonlarda bulunur, ancak glikozun
kisith oldugu durumlarda PHB sentetaz aktivitesinin yarisindan fazla bir kismi
¢oziinlir fraksiyondadir. PHB sentezi arttifinda ise bu polimeraz aktivitesi PHB
granilleri i¢inde artarak lokalize olur [16].

Poli-B-hidroksibiitirik asit, mikroorganizmalarin sentezleyebildigi poli-B-
hidroksi-alkanoatlarin yalnizca bir tanesidir. Atik isletmelerinden elde edilen aktif
camur bir ¢ok arastirmaci tarafindan gaz kromatografisi, kimyasal ve fiziksel
analiz, IR analizi NMR (Nikleer Manyetik Rezonans), kiitle spektrometrisi gibi
analitik islemlerle incelendiginde PHA’ larin PHB ve PHV (poli-f-hidroksivalerik
asit) yi 1/5 oraninda igerdigi bulunmustur. Ayrica C4 ve Cs tipi PHA larin az
miktarda gortilen Cg ve C; tipi PHA” larla birlikte bulundugu belirlenmistir [16].

PHA lara olan ticari ilgi Holmes et al (1981) tarafindan yayinlanan
patentlere dayanarak daha da artmugtir. Bu ilgi PHB/PHV kopolimerlerinin PHB
ye nazaran daha tUstiin fiziksel 6zelliklerinin olmasindandir. Ayrica kimyasal
olarak sentezlenen Kklorosiilfanat, polietilen, polivinilklorit ve butilakrilat gibi
polimerlerin PHB ile karigimlan ilging fiziksel 6zellikler gostermistir [16].

Basit bir rﬁikrobiyolojik islemle Poli-B-hidroksialkanoat kopolimeri elde
etmek mimkiindiir. Farkli prekiirsorlerin kullanilmasiyla bunlarin biyoproses
sirasinda ortama ilave edilmesiyle PHB igeren bir kopolimer elde edilebilmistir
[16].

Alcaligenes eutrophus ve mutant strainleri ile termoplastiklerin mikrobiyal
senteziyle ilgili olarak yapilan bir arastimada PHA larn ¢ogunun baslangic
anahtar enzimi olan PB-ketotiolazin spesifitesinin eksikliginden dolay1 bir c¢ok
prekiirsoriin  yardimiyla mikroorganizmalardan enzimatik olarak meydana
getirilmistir. Bu sekilde polimer olusumu hiicrelerde var olan agil-koenzim A nin
derivatlartyla iligkilidir [16].

Alcaligenes eutrophus yalmzca karbon kaynag: olarak propiyonat ile PHB
ve PHV sentezlemektedir. °C isaretli asetat kullanarak PHB ve PHV olusum
mekanizmas1 sadece propiyonatin varlifinda belirlenmistir. Burada NMR
sonuglar1 dikkate alinmistir. Karbon kayna@ olarak sadece propiyonat oldugu

zaman 2 propiyonat molekiiliiniin her birinin BCO, molekiil kaybiyla olusan 2
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asetatin kondensasyonuyla d(-)-3- hidroksi biitirat olusur Ayrica Cy(asetat) in
propiyonat pargasiyla birlesmesiyle hidroksivalerat olusmaktadir [16].

Bu c¢aligmalar enzimatik olmayan tlirde olsa da C-atomlarinin
konumundan yada bi¢iminden ulasilan sonuglara gore B-ketotiolazin spesifik
olmadif1 saptanmistir. Bu ylizden PHB/PHV tesadiif olarak olusan bir polimerdir
denilebilir [16].

Kessler ve ark. vyaptiklan g¢alismada PHA  metobolizmasinin
diizenlenmesinde etkin olan faktorleri tespit etmeye ¢alismislardir. Calismalarimin
sonucunda regiilasyonunun transkripsiyon seviyesinde, enzimatik diizeyde yada
her ikisinin kombinasyonu seklinde meydana gelebildigini belirtmislerdir [23].

Timm ve ark. Pseudomonas tlirlerini kullanarak yaptiklar1 calismada P
facilis ve P flourescens disinda diger tlim strainlerin P (3HB) yada oktanat
varliginda 3 hidroksi oktonat temelli polimerleri biriktirdiklerini ancak karbon
kaynagi olarak glukonat kullamildiginda polyester birikimi yapmadiklarini
gostermislerdir. Yaptiklar1 galismalarin sonucu olarak PHA formasyonunun (
olusumunun) bilinen diger biitiin PHA biyosentetik yollarindan farkli bir yola
bagh oldugunu gostermektedir [24].

Findlay ve White (1983) deniz sedimentlerinde mikrobial biyomastan 11
farkli PHA elde etmistirlerdir. Ayrica Bacillus megaterium’un 4-8 karbon atomlu
monomerlerinin bulundugu PHA’ larin kompleks karigimini sentezledigini
belirlemiglerdir. De Smet et al (1983) Pseudomonas oleovorans’in karbon kaynag:
olarak oktan kullanildiginda morfolojik olarak PHB ye benzeyen bir PHA olan C8
polyesterini sentezledigini saptamistir. Buradan yola ¢ikarak PHA gibi
polyesterlerin sentezlenme yeteneginin sadece Alcagines sp ile ile simirh olmadif

bir ¢ok bakterinin de bu 6zellige sahip oldugu anlasilmistir [16].

1.7. PHB ve Diger PHA’larin Uygulama Alanlan ile Endiistriyel

Kullanimlar:
1.7.1 Medikal Uygulamalar:

PHB ve diger PHA’ lar giiniimiizde tip ve eczaciik uygulamalarinda

A n a dO’ u 0 n H N
niversite:
Merkez Utnphanes
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kullamimi maliyeti ve biyolojik uygunluk géstermesinden dolay1 ilgi gekmektedir.
PHB’ nin hayvan dokularina girisi herhangi bir toksik etkiye neden olmamaktadir.
Bunun 15181nda absorbe edilebilen protez aletleri ve cerrahi dikislerin insanlarda
kullamlmasi gergeklesmistir [9-25].

PHB iki oOnemli ozelliginden dolayr tibbi uygulamalar bakimindan
onemlidir. Bunlardan biri PHB’ nin biyouyumlu olmas:t digeri de viicut i¢inde
biyolojik par¢alanmasinin yavas olmasidir. PHB monomerleri insan viicudunda
bulunan dogal bir metabolit olmasindan dolay: viicutta sadece ¢ok hafif bir
immiinolojik cevap olusmasina neden olur ve bu o&zelliginden dolay1 PHB
insanlarda ilaglarin kontrollii salinimui i¢in kullamlmistir. Ornegin, ilag PHB ile
mikroenkapsiile edilmis ve deri altina enjekte edilmistir yada ilag PHB den
yapilmus bir hap i¢ine sikistirilmis ve agiz yoluyla hastalara verilmigtir. PHB’ nin
viicut igersinde biyolojik pargalanmast yavastir ¢ilinkii insan viicudu PHB
depolimeraz enzimi icermez bu ytizden PHB cerrahi dikisler, protezler ve igneler

gibi cerrahi malzemelerin yapiminda kullanilmaktadir [26-28].

Cizelge 1.4 : Tipta ve eczacilikta potansiyel PHB uygulamalari [28].

UYGULAMATIPI  |URUNLER

Yara Yo6netimi Cerrahi dikigler, cilt bilesenleri, sinir kollar1, cerrahi aglar, lifler,
pansuman bezleri
Vaskuler sistem Kalp kapake¢iklari, kardiovaskular dokular, perikardial yamalar,

vascular dokular

Ortopedi Kikirdak miihendisligi uygulamalari i¢in yap iskelesi, spinal kafesler,
| 'kemik yerini alan yapilar, meniskiis rejenerasyonlari, internal

yerlestirme cihazlari

Ilag iletimi Antikanser tedavisi i¢in mikro ve nanokiireler

Uroloji Urolojik materyaller

Dis Periodontitis teki doku rejenerasyonu i¢in bariyer materyaller
Bilgisayar destekli | Kontrast ajanlan

tomogrofi ve ultrason
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PHB ve kopolimerleri ayrica polipeptidler polisakkaritler yada proteinler
gibi piezoelektrik polimer 6zelligi gosterir. Kesikli piezoelektrisite 6zelliklerinden
dolay: Poliviniliden florit polimer filmleri, kemigi elektriksel stimiilasyon ile
kuvvetlendirmektedir. PHB’ de bu durumda bir kemik kirigim sabitleyen levhalar
gorevi gorebilir ?e bdylece stimiile edilen kemik biiyliyerek geligebilir. Bu sekilde
bir kemik kingindaki plaka biyolojik olarak pargalanabilir ve viicut tarafindan
bulundugu yerde yavas yavas resorbe edilebilir. Bu esnada kemik kaynar ve

plakay1 uzaklastirmak i¢in ikinci bir cerrahi miidahale kalmaz [26].
1.7.2 Paketleme ve Tek Kullanimhk Malzemelerde PHB

Plastik film ve plastik paketleme elemanlarinin paketleme materyali olarak
kullaniminin artmasi ve atik yiginlarinin ¢ogalmasindan dolayi biyoindirgenebilir
plastik posetlerin kullanimi artmistir. Polietilen-nisasta karisim: paketler
marketlerde basariyla kullamlmistir. Diger degeri diisiik bol miktarda bulunan
polipropilen ve poli (etilen tereplat) ise biyoindirgenebilir degildir. Bu gibi
materyalleri biyoindirgenebilir dolgu elemanlanyla yada diger ilavelerle
karigtirmak yeterli derecede sonug vermemistir [3].

PHB kopolimerleri iyi bir sekilde preslenebilir, bigimlendirilebilir, lif
haline déniistiiriilebilir, ayrica filmleri yapilabilir ve klorine edilmis polietilen gibi
diger sentetik polimerlerle heteropolimer yapiminda kullanilabilir. PHA mnin
akrilonitril gibi baz ticari polimerlere ilavesiyle erime vizkozitesi azaltilabilir
[16].

PHB biyolojik olarak parcalanabilme 6zelliginden dolay: tek kullanimlik
tirlinlerin {iretiminde kullamlabilir. Ingiltere’de bulunan ICI ve Marlborough
Biopolimers gibi sirketlerin bu alanda galigmalar: bulunmaktadir [16].

Biyolojik kokenli paketlemede en 6nemli parametreler su aktivitesi, pH,
oksijenin depolanma zamani, besinler ve sicakhiktir. Kuru iirlinler uzun siire
glvenli olarak depolanabilse de diger tiriinler yada nem kapabilen diiriinlerin
depolanma siiresi kisitlidir. Bu yiizden oncelikli olarak biyolojik kokenli
paketleme elemanlarinin paketlemede kullanilabilmesi i¢in besin kalitesi ve

giivenligi lizerine etkilerinin gdzden gegirilmesi gerekmektedir [28].
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Cizelge 1.5 : Biyolojik kokenli polimerlerle poliatilen, poliestrenin karsitagtirilmas: [28].

Nem Oksijen Mekanik |Oneril
gecirgenligi |gecirgenligi | 6zellikleri |en
Fiyat(
ECU/
Kg)
Polyhidroksialkanoatlar Diisiik Diisiik Iyi Gegerli
(polyhidroksibiitirat/valerat) 10-12
Planlan
an 3-5
Seliiloz Yiiksek-Orta | Yiiksek Iyi 1.5-3
(tabakalrysa
diisiik)
Seliiloz asetat Orta Yiiksek Orta 3-5
Nisasta/polivinil alkol Yiiksek Diisiik Iyi 2-4
Proteinler Yiiksek-orta | Diisiik: Orta 1-8
Polilaktat Orta Yiiksek-orta | lyi Planlan
an 2-4
Diisiik yogunlukta polietilen | Diisiik Yiiksek Orta-lyi 0.7-2
Poliestren Yiiksek Yitksek Zayif-Orta |1-2

1.7.3 Tarimsal Uygulamalar

PHB ve kopolimerleri bakteriler funguslar ve algler tarafindan belirli ¢cevre

- kosullarinda olduk¢a kisa bir periyot igersinde tamamen CO, ve enerjiye

doniigtiiriilerek pargalanabilir. Tam bir pargalanma icin gereken zaman yiizey ve
kalinlik 6zelliklerine baghdir [16].

Biyopargalanabilir konteynirlarin yada muhafaza elemanlarinm, agag

fidelerinin, yillik ¢igeklerin, siis ¢alilarinin, sebzelerin bagka bir yere nakli i¢in

cok genis bir potansiyele sahip olduguna inamlmaktadir. Bu yolla {iriin

yetristiricilerinin otomasyon ve nakliyat maliyetlerinin diisecegi ve daha yiiksek

oranda bir verimin ve kazamimin olacagi diisiiniilmektedir. Eger bu tip

Anadoly

ﬁniversites

Werkez Kitdphane
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konteynirlar biyopargalanabilir olmasaydi, bu muhafaza elamanlarinin koklerin
gelismesi icin ortadan kaldirilmas: gerekirdi, oysa biyopargalanabilir konteynirlar
icin bu sekilde ekstra bir isleme gerek yoktur [3]. )

Bununla birlikte ¢iplak kokler oldukea kirilgan ve nazik bir yapiya sahiptir
ve ‘bu gibi kokleri makineyle dikmek olduk¢a zordur; biyopargalanabilir
konteynirlar yada muhafaza elemanlari koklerin makineyle dikilmesi sirasinda
kokleri dikim esnasindaki soktan korur boylece kok kazanimu artar [3].

Burada biyopar¢alanma yada indirgenme orani ¢evresel sartlara ve sera
gelisim faz1 periyoduna gore ayarlanmalidir [3].

Biyopargalanabilir polimerler ayrica pestisidlerin ve giibrelerin kontrollii

salinimu i¢in plastik kiliflar gibi kullamlabilirler [3].
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. MATERYAL
2.1.1. Bakteri Strainleri
Calismamizda, Tiirkiye’nin ¢esitli  bolgelerinden alinan  toprak
orneklerinden izole edilen bakteriler kullamlmistir . PHB iiretimi igin segilen

bakterilerin izole edildigi yer, derinlik, topragin tipi ve Cizelge 2.1 de verilmistir.

Cizelge 2.1. Izole edilen mikroorganizmalar ve alindiklan yerler

Izole Almnan yer Toprak tipi Toprak derinligi
Edilen Bakteriler
Izolat 1 Emirdag  daghk|Daglik kesim | 20-30 cm

kesimi Afyon topragi

Izolat 2 Hasan  Polatkan|Lahana ekili tarla|0-15cm

semti  Eskisehir |toprag:

Izolat 3 Kizildag ge¢idi Seker pancan ekili|0-10 cm

Erzincan |tarla toprag

Izolat 4 Hasan  Polatkan |Reyhan ekili tarla|0-10 cm

semti  Eskigehir |toprag:

2.1.2. Besiyerleri, Kimyasallar ve Tampon Céozeltiler

2.1.2.1. Nutrient Agar

Yeast agar 3g
Pepton 5¢g
Sodyum klorid 8g
Agar 20g

Distile su 1000 ml
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Maddeler distile suda ¢ozdiiriilerek tiiplere dagitilmis ve 121°C’ de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir [29].

2.1.2.2. Sudan Black B Boyasi

Sudan siyahi boyasi 03g
%95 lik etanol 75 ml
Distile su 25 ml

0.3 g sudan siyah1 boyast 75 ml (%95 lik ) etanolde ¢éziinerek {izerine 25

2.1.2.3. Temel Mineral Ortam

ml distile su ilave edilir ve iyice kanstirilarak hazirlanir [7].

Sakkaroz 200¢g
Na;HPO,2H,0 45¢
KH,PO, 158
(NH,),S04 1.0g
MgS0, 7H,0 02g
Fe(IlI)-NH; —Sitrat 0.05¢g
CaCl,2H,0 0.02 g
Iz element soliisyonu 1.0 ml.

Distile Su

Iz Element Soliisyonu (10 ml’de)

1000 m! [26].

ZnSo47H,0 100 mg
MnCl 4H,0 30 mg
H3;BO; 300 mg
CoClL6H,0 200 mg
CuSQ45H,0 70 mg
NiCl,6H,0 20 mg
Anadolu Gniversites

Merkez Katdphane
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NaMOO42H20 30 mg
Distile su 1000 ml

Ortam igerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra PH 7 ye ayarlanarak

121°C’ de 1.5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [26].
2.1.2.4. Melas Icerigi

Caligmamizda kullanilan melas Eskisehir seker fabrikasindan temin
edilmis ve igerigi Bilecik Meslek Yiiksek Okulu, Gida Teknolojisi Béliimii’nde,

tespit edilmistir.

Cizelge 2.2 Deneylerde kullanilan melasin baz: 6zellikleri

Kuru madde (%) 78.4
Polarizasyon (%) 45.5
Seker (%) 58.0
Rutubet diizeyi (%) 21.07
Kiil miktar (%) 8.58
Refraktometre indisi: 1.4875
Kirilma indisi:(Brix) 78.85
2.1.2.5. Seftali Pulbu

Calismamizda kullanilan seftali pulbu Tamek Meyve Suyu ve Konsantre
Fabrikasi’ndan temin edilmistir. Seker icerigi, Bilecik Meslek Yiiksek Okulu,
Gida Teknolojisi Bolimii’'nde, % 32 olarak tespit edilmis ve bu substrat

¢alismamizda PHB iiretimi i¢in denenmistir.
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2.2.2.6. Peynir Alt1 Suyu

Cahismamizda kullanilan peynir alti suyu, Bilecik’te bulunan bir
mandiradan temin edilmistir. Peynir alti suyunun laktoz igerigi Bilecik Meslek
Yiksek Okulu, Gida Teknolojisi Boliimii’nde tespit edilmis ve yaklasik %5

oraninda laktoz igerdigi saptanmustir.

2.1.2.7. Egg Yolk Reaksiyon Ortami

Triptoz 10g
Na,HPO, S5g
KH,PO4 lg
MgS0O,47H,;0 0lg
Glukoz 2g
Sodyum klorid 2g
Distile su 1000 ml

Maddeler distile suda ¢oziindiiriilerek test tiiplerine aktarilmig 121°C’ de
15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [30].

2.1.2.8. Egg Yolk Emiilsiyonu
Aseptik sartlarda yumurtanin saris1 beyazindan ayrilarak 1:1 oraninda %85
lik NaCl ile kanstinlmus ve yiiksek devirli par¢alayicida homojen hale getirilerek

kullanilmugtir [29].

2.1.2. 9, Hareketlilik Test Ortam:

Beef extract 3g
Pepton 5g
Sodyum nitrat lg
Gliserol 5 ml

Anadoly Universi
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Galaktoz 5¢
Agar 8 g
Distile su 995 ml

Maddeler distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra pH 7.0’ a ayarlanmis, 121°C’
de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [29].

2.1.2.10. Pepton Broth

Pepton 100 g
Sodyum klorid 50g
Distile su 1000 ml

Maddeler distile suda ¢dzdiiriilerek tiiplere dagitilmis ve 121°C’ de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir [29].

2.1.2.11. Kazein Milk Agar

Skim milk powder 50¢g
Agar 10g
Distile su 50 ml

Maddeler distile suda ¢ozdiiriilerek tiiplere dagitilmig ve 121°C’ de 15
dakika otoklavlanarak steril edilmistir [29].

2.1.2. 12. MR-VP Broth

Pepton 7.0g
K>,HPO, 50¢g
Glukoz 50g

Distile su 1000 ml
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Maddeler distile suda ¢ozdirilerek, 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir [29].

2.1.2. 13. Nisastali Agar

Patates nisastasi 10g

Nutrient agar 100 ml

1 gr patates nigastasi 10 ml distile suda eritilmis toplam 100 ml olacak

sekilde nutrient agar ilave edilerek 121 °C de 15 dk otoklavlanmustir [29].

2.1.2.14. Nutrient Broth

Yeast agar 30g
Pepton 50g
Sodyum klorid 80g

Distile su ~ 1000 ml

Maddeler distile suda ¢oziindiiriilerek, 121°C” de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir [29].

2.1.2.15. Nutrient Jelatin
Jelatin 120 g
Distile Su ’ 1000 ml
121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir [29].

2.1.2.16. %’ 3 liik H,0,

3 ml H,O, soliisyonu 97 ml distile su ile tamamlanmis ve iyice

kanstirilarak kullanilmistir [29].
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2.1.2.17. Iyot Soliisyonu

Iyot 1.0g
Potasyum iyodiir 20g
Distile su » 300 ml

Maddeler distile su iginde ¢ozlindiiriilerek kullanilmastir [29].

2.1.2.18. Kiristal Viyole Soliisyonu

Kiristal viyole 20g
Etil alkol 20 ml
Amonyum oksalat 0.8g
Distile su 80 ml

Maddeler distile su i¢inde ¢oziilerek kullanilmigtir [29].

2.1.2.19. Safranin Soliisyonu

Safranin 025¢g
Etanol 10 ml
Distile su 100 ml

Maddeler distile su iginde ¢dziindiiriilerek kullanilmistir [29].

2.1.2.20. a — Naftol Soliisyonu

Naftol 50g
%95 lik etil alkol 100 ml (29).

2.1.2.21. 1N H,SOq4

2.7 ml H,SO4 100 ml distile su iginde kanistirilmigtir [29].



2.1.2.22. 0.4 N KOH

2.24 gr KOH 100 ml distile su i¢inde ¢6zdiirtilerek karistirilmistir [31].

29
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2.2.METOD
2.2.1. Topraktan Mikroorganizma izolasyonu:

Topraktan mikroorganizma izolasyonu amaciyla iglerinde 9.0 ml steril
distile su bulunan 5 adet steril tiip hazirlanmistir. Toprak 6rneklerinin her birinden
1 g alinarak 9 ml steril distile su igeren 1. tlipe aktarilmig ve tlip 3-5 sn vortekste
karigtirllmustir. 10 kez seyrelmis olan bu tiipten steril bir pipet ucu ile 1 ml
alinarak 2. tiipe aktarilmis ve tekrar vorteksle kanstinlmigstir. Bu islemler 5. tiipe
kadar tekrarlanarak 10° kez seyreltme islemi yapilmigtir. Tiiplerin her birinden
steril bir pipet ucu ile 0.1 ml almarak nutrient agar igeren petri ylizeyine
pipetlenmis ve steril bir dragalski spatiilii ile tam olarak ylizeye yayilmigtir.

30 °C de 1-2 giin inkiibasyon siiresi sonunda farkli tipte koloniler secilmis
ve bu koloniler saflagtirilma amaciyla tekrar nutrient agar i¢eren petrilere ekilerek
30 °C de 1-2 giin inkiibasyona birakilmustir. Saflastinlmis olan izolatlar daha
sonra PHB iiretim yetenekleri incelenmek tizere — 80 °C de % 15 gliserol de uzun

siireli, + 4 °C de kisa siireli olarak saklanmigtir.
2.2.2. Sudan Black B boyama

Izole edilen stoklanmis olan mikroorganizmalar Nutrient agar besiyerine
ekilmis 30 °C de 24 saat aktiflestirilmistir. Izolatlardan bir preparat hazirlanarak
% 0.3 (wt/vol) sudan black B nin (etilen glikol de) filtre edilmis sollisyonuna
daldirilmig ve 5-15 dk boyanmugtir. Sonra preparat havada kurutulduktan sonra
bir siire ksilene daldirilip, ¢ikarilarak kurutma kagidi ile suyu alinmistir. Preparat
%0.5 (wt/vol) sulu safranin ile 5-10 sn boyanmig, kurutulmusg ve musluk suyu ile
yikanmigtir Preparat immersiyon objektifinde incelenmis, mikroorganizmanin
stoplazmik kisumlari pembe gériintirken PHA inkiiliizyonlar1 mavi siyah
damlaciklar halinde goriilmiistiir ve sonu¢ pozitif olarak kaydedilmistir. Pozitif

ozellik gosteren izolatlar identifikasyon testlerine alinmagtir [7].
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2.2.3. identifikasyon Testleri

2.2.3.1. Gram boyama

Nutrient agara ¢izgi ekim yapilarak saflagtirilmus olan kolonilerden, 24
saatlik aktif kiiltiir hazirlamak amaciyla, taze Nutrient agar iceren petrilere ¢izgi
ekim yapilarak 30 °C de inkiibe edilmistir. Gram boyama islemi, bu aktif
kiiltiirlerden yararlanilarak yapilmistir [29].

Kat1 besiyerindeki kiiltlirden &ze ile yaklagik bir toplu igne bast
buyiikliigiinde bir kisim alinarak, lam iizerine konulmus bir damla su igerisinde
emiilsifiye edilip ylizeye 6ze ile yayilmugtir. Lam ilk olarak havada kurutulmus,
sonra bek alevinden 3 kez gecirilmis fiksasyon yapilmis ve sogutulmustur.
Preparat ilk 6nce kristal violet ile 1 dk boyanmig ve sonra fazla boya akitilmis,
sonra gram iyodiir (lugol) ¢dzeltisiyle 1 dk muamele edilmistir. Fazla lugol
akitilarak alkol ile 6 sn muamele edilmistir. Distile suyla alkol yikanarak
uzaklastirilmis ve son olarak preparat safranin ile 30 sn boyanmgtir [29].

Preparattaki fazla boya akitilarak suyla yikanmis ve havada iyice
kuruduktan sonra immersiyon objektifinden yararlanilarak incelenmistir. Koyu
mor (menekse) renkli olan mikroorganizmalar Gram (+), agik pembe renkli

olanlar ise Gram (-) olarak degerlendirilmistir [29].

2.2.3.2. Hareketlilik Testi

Hareketlilik testi igin hazirlanan besiyerine aktiflestirilmis kolonilerden
saplama ekim yapilarak 30 °C de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Saplama ekim
yapilan bolgeler boyunca yanlara dogru yayilma gosterenler hareketli olarak
degerlendirilmistir [29].
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2.2.3.3. Jelatin Hidrolizi

Nutrient jelatine taze bakteri kolonilerinden saplama ekim yapilarak 30 °C
de 10-20 giin inkiibasyona birakilmistir. Her giin diizenli olarak kontrol edilen

tiiplerde inokiilasyon hatti boyunca sivilasmanin olup olmadigi gézlenmistir [29].
2.2.3.4. Karbonhidratlarin Fermantasyonu

Karbon kaynaklari (Cizelge 3.7) Pepton broth besi ortamina ayr1 ayri son
konsantrasyonlar: % 1 olacak sekilde tiiplere aktarilmig, aktiflestirilmis kiiltiirlerin
bu tiiplere inokiilasyonu yapilmus, tiipler 30 °C de 24-48 saat inkiibe edilmis ve bu
siire sonunda tiiplerdeki asit ve gaz olusumlart g6zlenmistir. Besiyerindeki
indikatériin renginin kimizidan sariya doniismesi asit olusumu, durham

tiiplerindeki kabarcik goriilmesi ise gaz olusumunu gostermistir [29].
2.2.3.5. Katalaz Testi

Nutrient agar besi ortamina bakterilerden 30 °C de 24 saat gelistirilen
kiiltiirler Uizerine H,O, damlatilarak gaz kabarciklari olusumu gézlenmistir. Bu
islem sonucunda kabarcik olusumu katalaz enziminin H,O, yi parcaladifinin

gostergesi oldugundan pozitif sonug olarak degerlendirilmigtir [29].
2.2.3.6. Kazein Hidrolizi
-Kazein Milk agar’a aktiflestirilmis kiiltiirlerden ¢izgi ekimi yapilarak

30 °C de 2-14 giin inkiibasyona birakilmigtir. Bu siire sonunda koloni etrafindaki
seffaf bolgeler pozitif sonug olarak kaydedilmistir [29].
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2.2.3.7. Metil Red (MR) Testi

MR-VP broth igeren tiiplere bakteriler inokiile edilmis, 30 °C de 24-48 saat
inkiibasyona birakilous bu siire sonundaki tiiplere metil red soliisyonu
damlatilmis, kirmizi renk olugumu pozitif olarak kaydedilmistir. Metil kirmizisi
reaksiyonu, sakkarozun fermentatif metabolize olmasi sonucu olusan organik

asitlerin ortamin pH’ 11 diigtirdiigiinii gdstermektedir [29].
2.2.3.8. Nisasta Hidrolizi

Nisastali Agar’a aktiflestirilmis kiltiirlerden tek ¢izgi ekimi yapilarak
30 °C de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda besi ortami tizerine
iyodiir ¢ozeltisi damlatilmigtir. Kolonilerin g¢evresinde besi ortaminin diger
bolgelerinde goriilen koyu mavi rengin gorillmemesi besi ortamindaki nigastanmin
bakteriler tarafindan hidroliz edildigini gostermis ve sonug pozitif olarak

degerlendirilmistir [29].
2.2.3.9. Tuzda Gelisme

Son konsantrasyonu % 2, 5, 7, 10 NaCl igerecek sekilde hazirlanan
Nutrient broth’lu tiiplere aktiflestirilmis kiiltiirler bakteriler inokiile edilmis 30 °C
de 24-48 saat inkiibasyondan sonra bulamiklik gorilen tiiplerde sonug¢ pozitif
olarak degerlendirilmistir [29].

2.2.3.10. Ureaz Testi

Maya ekstrakt (1 gr) oratamina %0.0016 (w/v) cresol red eklenerek 121°C’
de 15 dakika otoklavlandiktan sonra filtre ile steril edilmis tire solusyonundan son
konsantrasyon %2 olacak sekilde eklenmis ve steril tiiplere paylastirilmistir. 24
saat lik aktif kiiltiirden 6ze dolusu kiiltiir agilanarak 27°C de ¢alkalamah etiivde 14
giin inkiibe edilmistir. Uresiz kontrol tiipleri dahil edilmistir. Kirmizi renk
olusumu ile beliren alkalitedeki artig (yaklasik pH 9.0) iireaz aktivitesinin kanitidir
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ve bu sonucu veren mikroorganizmalar iireaz pozitif olarak degerlendirilmistir

[291.
2.2.3.11. Voges-Proskeuer (VP) Testi

MR-VP broth igeren tiiplere,bakteriler inokiile edilmis 30 °C de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda temiz bir tiipe aktarilan 3 ml
kiiltiir tizerine 1.8 ml — a Naftol soliisyonu ve 0.6 ml % 40 lik KOH ¢ozeltisi
damlatilmig pembe renk olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir. Bu reaksiyon
mikroorganizmalarin sakkarozu ayristirdiklar1 zaman nétral driinler olusturdugunu

ortaya koymaktadir [29].
2.2.3.12. Egg Yolk Emiilsiyonu

Aseptik sartlarda yumurtanin saris1 beyazindan ayrilarak 1:1 oraninda %85
lik NaCl ile karigtirtlmug ve yiiksek devirli pargalayicida homojen hale getirilerek
kullanilmagtir [29].

2.2.3.13. Egg Yolk Reaksiyon Ortam

Hazirlanan egg-yolk reaksiyon ortamindan steril tiiplere 2.5 ml konmus ve
her bir steril tiipe (2.2.3.13) hazirlanmug olan egg yolk emiilsiyonu aseptik olarak
aktanilmustir. Kontrol tiipline egg yolk emiilsiyonu konulmamustir. Tiiplerde
goriilen beyaz parcaciklar yada ortam ytizeyindeki bulaniklik pozitif sonug olarak

degerlendirilmistir [30].
2.2.4. PHB’ nin Calkalamah Kiiltiir ile Uretimi
2.2.4.1. Inokulum Hazirlanmasi

PHB boyama yontemiyle PHB {irettigi saptanan saf izolatlar: aktif hale

getirmek igin i¢inde 10 ml temel mineral ortam bulunan tiiplere 1’er 6ze inokulum
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yapilmustir. Bu tiipler 30 °C de 150 rpm de 1 gece inkiibe edilmistir. Aktif hale
getirilen kiiltiirler steril pipetle i¢inde 40 ml temel mineral ortam bulunan 250 ml
lik erlenlere Iml olacak sekilde inokulum edilmistir ve 30 °C de 150 rpm de 24
saat inktibasyona birakilmgtir [26].

2.2.4.2 Mineral Besi Ortaminda PHB Uretimi

PHB iiretimi i¢in kullamilan temel mineral ortam ve iz element soliisyonu
500 ml lik hacimlerde hazirlanmis ve 250 ml lik erlenlere 100 ml olacak sekilde
esit hacimlerde dagitilmistir. Aktiflestirilmis olan kiiltiirlerden bu ortama 2ml
inokiilasyon yapilmig ve 30 °C de 18, 24, 48, ve 72 saat inkiibasyondan sonra
kiiltiir ekstraksiyon ve analitik 6l¢tim islemlerine hazir hale gelmistir. Calismalar

3 paralel olarak gergeklesmistir [26].
2.2.4.3 Islenmis Melasdan PHB Uretimi

Melas, igerdigi bazi kolloidal bilesikler ve agir metalleri (Cu, Fe, Pb, v.b.)
uzaklastirmak amaciyla 6n islemden gegirilmistir. Bunun i¢in, 170 g melas 300 ml
distile su i¢inde karistirilip ¢6ziindiiriilerek, tizerine 50 ml distile suda ¢6ziinen
0.30 gr potasyum ferrisiyonat ¢ozeltisi konulmustur. Tiim ¢6zelti distile su ile 500
ml’ye tamamlanip 5 g diatome topragi ilave edilerek iyice karistirilmistir. Bir gece
+4°C’de tutulan melas ¢ozeltisi, bu siire sonunda filtre kagidindan gegirilerek
stiziilmistiir. Boylece istenmeyen bazi bilesiklerden arindirlmug ve oldukea
berrak bir melas ¢ozeltisi elde edilmigtir [26].

Islenmis melasdan erlende PHB iiretimi igin temel mineral ortamdaki
sakkaroz yerine %2 ve % 4 sakkaroz oranim verecek sekilde melas ¢ozeltisi
eklenmigtir. 30 °C de 18-24-48-72 saat inkubasyondan sonra kiiltiir analitik 6l¢iim

islemlerine hazir hale gelmistir. Calismalar 3 paralel olarak yiirtitiilmistiir.

2 >0 \
kz{]y Unlvorsiae

ey Kﬁwphane




36

2.2.4.4 Seftali Pulb’undan PHB Uretimi

PHB {iretimi i¢in temel mineral ortamdaki sakkaroz yerine %2 ve % 4
sakkaroz oranimi verecek sekilde seftali pulbu eklenmistir. 30 °C de 18-24-48-72
saat inkubasyondan sonra kiiltiir analitik 6l¢tim islemlerine hazir hale gelmistir.

Caligmalar 3 paralel olarak yiiriitilmiistiir.
2.2.4.5. Peynir Alt1 Suyundan PHB Uretimi

Peynir alti suyu icerdigi proteinlerden arindirilmak amaciyla bir &n
islemden gegirilmistir. Bunun i¢in, peynir alt1 suyu 121°C de 15 dk otoklavlanmis
daha sonra filtre kagidi ile siiziilerek berraklastinlmustir. Yaklasik %5 laktoz
icerdigi tespit edilmis olan bu berrak ¢6zeltinin %2 sakkarozu verecek olan
miktarl, standart iretim ortamindaki sakkaroz yerine karbon kaynag olarak
kullanilmistir. Bu sekilde hazirlanmis olan ortam (2.2.4.2) de belirtildigi sekilde
dagitilmig . 30°C, 150 rpm de 18-24-48-72 saat’lik inkiibasyondan sonra PHB
miktarlar §l¢tilmiistiir, Calismalar 3 paralel olacak sekilde gergeklestirilmistir.

2.2.5. Fermentorde PHB Uretimi

Fermantasyon igin c¢alkalamali kiiltiirlerde yiiksek sonuglar aldigimiz
izolat 2 ve izolat 3 kullanilmigtir. Fermantasyonlar 2.5 1t hacimli fermentorde
(NEW BRUNSWICK . SCIENTIFIC marka, BIOFLO 3000 model)
gerceklestirilmis ve aym kosullar altinda, belirlenen farkli substratlarin her biri
icin tekrarlanmastir. Fermentordeki tiretimler i¢in kullanilan hacimler 2 1t’ye gore
ayarlanmistir. Fermantasyonlar 30°C, 250 rpm ve 24-48 saat siire  ile
gerceklestirilmistir. (KH,PO4) ve (NH4)2SO4) miktarlart yarniya indirilerek besin

sinirlandirilmasi yapilmistir. Ayrica havalandirmada yari yariya azaltilmigtir.
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2.2.5.1. Fermentorde Temel Mineral Ortamda PHB Uretimi

Aktiflestirme amaciyla 10 ml lik temel mineral ortam igeren tiiplere
inokiile edilen izolatlar daha sonra temel minéral ortam iceren 40 ml lik erlene
% 10 oraninda inokiile édilmis, 30 °C de 24 saat inkiibasyondan sbnra, 2 1t lik
| (temel mineral ortam) fermantasyon ortamina inokiilasyon oramt % 2 olacak
sekilde aseptik kosullar altinda asilama yapilmigtir. Calismalar 2 1i paralel olacak
sekilde gercgeklestirilmistir.

Ferment6rde temel mineral ortam kullanilarak yapilan PHB iiretiminde
calkalamali kiiltiirde yliksek sonu¢ aldigimiz ve identifikasyon ¢alismalar
sonucunda izolat 2 ve izolat 3 olarak isimlendirdigimiz 2 bakteri kiiltiirii
kullanilmigtar.

Birinci uygulamada fermantasyonda limitasyon yapilmamis, digerinde ise
KH,PO4 (NH4),SO4 miktarlar: % 50 oraninda dustiriilerek limitasyona gidilmistir.

Havalandirma oranlari ise 12 saat sonunda % 50 ye diisiiriilmiis 30°C, 250
ipm de 24 saat’lik fermantasyondan sonra fermantasyona son verilerek diger

islemlere gecilmistir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3 Temel mineral ortam igeren fermentdrde Test bakterileri ve

fermantasyon kosullar.

Temel Aerasyon | Aerasyon |Besin pH

mineral ilk 12 saat | 12 saat | maddeleri

ortam sonunda | limitastonu
KH,PO,
(NH,4),SO,

[zolat2 |% 50 % 25 - 7

fzolat2 (%50 % 25 % 50 7

Izolat 3 |%100 % 50 - 7

Izolat 3 | %100 % 50 % 50 7
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2.2.5.2. Fermentorle Melas’ dan PHB Uretimi

Hazirlanan melas ¢ozeltisinden %2 ve %4  sekeri verecek sekilde
hesaplanarak alinan miktarlar, PHB iiretmek amaciyla, standart iiretim
ortamindaki sékkaroz yerine kullanilmistir. Aktiﬂestirm‘e amactyla 10 ml lik
tiiplere inokiile edilen izolatlar daha sonra 40 ml lik erlene % 10 oraninda inokiile
edilmis fermantasyon icin hazirlanan 2 It lik ortamlara, aseptik kosullar altinda
asillanmigtir. Fermantasyon ortami 2 It olarak hazirlanmis ve %2 olacak sekilde
inokiilasyon yapilmigtir. Fermantasyonlar 30°C, 150 rpm de 24 ve 48 saat siireyle
yapilmustir.

Oncelikle izolat 2 ile yapilan 2 fermantasyondan birincisinde %40
oraninda % 4 seker iceren melas ¢ozeltisi standart besiyerinde sakkaroz yerine
kullanilmis havalandirma orani (aerasyon orani ) 24 saat sonunda % 100 den %50
ye yar1 yarya diisiiriilmiis fermentasyon 48. saat sonunda durdurulmustur. Izolat 2
ile yapilan 2. fermantasyonda ise ilk 24 saatte %20 oranindaki melas orami 24 saat

sonunda % 40 seviyesine ¢ikarilmistir (Cizelge 2.4)

Cizelge 2.4 Melas iceren ortamda PHB iiretiminde fermantasyon kosullar.

Aerasyon | Aerasyon |Melas |Melas 48 |pH
ilk 24 saat |24  saat|ilk 24 |saat
sonunda | saat sonunda
Izolat 2 %100 % 50 % 40 % 40 7
Izolat 2 %100 % 50 % 20 % 40 7
Izolat 3 %100 % 50 % 40 % 40 7
{Izolat 3 %100 % 50 % 20 % 40 7

Yine aym sekilde oncelikle izolat 3 ile yapilan 2 fermantasyondan
birincisinde %40 lik melas ¢ozeltisi standart besiyerinde sakkaroz yerine
kullamlmig havalandirma orani (aerasyon orani ) 24 saat sonunda % 100 den %50
ye yan yariya diigiiriilmiis, 48 saat sonunda fermantasyon sonlandirilmistir

(Cizelge 2.4)
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Izolat 3 le yapilan 2. fermantasyonda ise ilk 24 saatte %20 oranindaki

melas orani 24 saat sonunda % 40 seviyesine ¢ikarilmistir.
2.2.6. PHB’ de Standart Grafigin Hazirlanmasi

2.2.6.1. Standart PHB’ nin Ultraviyole Spektrumu ile Maksimum Absorbans

Gosterdigi Dalga Boyunun Belirlenmesi

Bu amagla Sigma chemical Co (USA)’ dan temin edilen Alcagines sp den
elde edilmis saflastinnilmis ve toz haline getirilmis standart PHB kullanilmustir.
Standart PHB nin molekiiler agirhigi 535.000 dir. Ortam sartlarindan kapmig
olabilecegi nemi gidermek amaciyla toz halindeki PHB nin liyolifilizatér (Christ
Alpha 1-4 Loc-1-M) igersinde 3.75 pg/ml’lik soliisyonu hazirlanmistir [26].

Soliisyon 6l¢iimler igin 100 °C de 10 dk isitilmisg boylece soliisyondaki
PHB krotonik aside doniistiiriilmiistiir. Referans olarak siilflirik asit kullanilmagtir.
Spektrometrede (SHIMADZU UV 2101 P.C) absorbans taramasi yapilmis ve
krotonik aside doniisen standart PHB nin maksimum absorbans gosterdigi dalga

boyu olan 201 nm degeri elde edilmistir [26].
2.2.6.2. Ultraviyole Spektrumu ile Standart Grafigin Elde Edilmesi

1. Iyi temizlenmis asitten gegirilmis, % 96 lik etanolde kaynatilmis ve
distile suyla yikanmig temiz bir erlene 100 ml kloroform konulmus ve {izerine de
liyolifilizatérde tamamen kurutulmus 0.05 g standart PHB (Sigma) ilave
edilmistir. PHB> nin tamamen ¢oziinmesi saglanarak manyetik karistiricida iyice
kanstinlnustir. Bu ¢ozelti tekrar kloroformla 1/100 oraninda seyreltilmis bdylece
5ug/ml PHB iceren kloroform ¢ozeltisi elde edilmistir.

2. Elde edilen ¢dzeltiden ayn ayr her bir erlene sirasiyla 2, 4, 6, 8, 10, 12,
14, 16, 18, 20 ml alinmistir. Sonraki islemde ise bu erlenlerdeki kloroform

kaynayan su banyosunda (100 °C) tamamen buharlagmistir.
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3. Sonraki basamakta erlenlerin her birine 10’ar ml siilfiirik asit ilave
edilmis boylece sirastyla 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 pg/ml PHB igeren soliisyonlar
elde edilmistir. Sonra erlenler kaynayan su banyosunda 10 dk tutularak
soliisyondaki PHB ler krotonik aside doniistiiriilmiistiir.

Sekil 2.1 S5pg/ml PHB igeren ¢ozeltinin 201 nm de absorbans:

4. Son olarak ise maksimum absorbansin 201 nm olarak belirlendigi
spektrometrede kuvartz kiivetler ve siilfiirik asit kullamlarak her bir erlendeki
Ornegin absorbansi alinmig bu absorbansa karsilik gelen PHB miktarina bagli
olarak standart bir grafik elde edilmistir. Elde edilen grafik yardimiyla PHB

miktar1 ve KHA ya gore verimi hesaplanmustir [26].
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2.2.6.3. Analitik Ol¢iim Icin PHB Metodu

Bu metod PHB igeren biyomasin PHB icerigini saptamak igin
kullanilmastir.

Bu amagla inkiibasyondan sonra &ncelikle daraél alinmis santrifiij
tiiplerinin igerisine erlendeki kiiltiir aktarilmis ve 10.000 rpm de 15 dakika siire ile
santrifiij edilmigtir. Supernetant uzaklastirildiktan sonra santrifiyj tiipleri 37-40 °C
de etlivde 24 saat siire ile kurutulmugtur. Daha sonra tiipler tartilarak 100 ml deki
kuru hiicre agirlifi hesaplanmistir. Sonra santrifiij tiiplerine 5 ml distile su
konulmus kansim karistirtlmis ve kiigiik kahverengi siselere (ultrasonikator
tiipleri) bosaltilmigtir. Ultrasonikatérde (Sonics and materials inc Vibra Cell) 1 dk
muamele edilmis olan tiiplerden ince santrifiij tiiplerine 2 ml 6rnek konulmus
tizerine 2ml 2 N HCl konulmus, iizeri tipayla kapatilmis ve beher igine
konulmustur [7].

Beher i¢ine biraz su eklenmis ve su banyosuna konulmustur 95 °C de 2
saat su banyosunda bekletilmis tipalann ¢ikartiip 6000 g de 20 dk santrifij
edilerek (PHB graniilleri ¢oktiirtiliir) stipernatant (sivi kisim) atilmis, geride kalan
pellet (kati kisum) iizerine 5 ml kloroform konulmus, sonra bu tiipler
vortekslenmis tiiplerin agz lastik tipayla kapatilmis bantla sarilmig, 30-35 °C de
calkalamali etiivde 1 gece bekletilmistir [7].

Tiipler tipalan1 ¢ikartilarak 6000 rpm de 30 dk santrifiij edildikten sonra
pipetle santrifiij tiiplerinin kenarna yapisanlarina dokunulmadan 0.1 ml alinmis
etiivde 100 °C de kloroform uguncaya kadar bekletilmistir. Ayr1 bir tiipe sadece
kloroform konarak ugurulmustur. Kloroform tamamen ugtuktan sonra her iki tiip
fizerine 5 ml siilfiirik asit ilave edilmis, bu tiipler 100 °C de 10-20 dk bekletilmis
ve daha sonra 201 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutulmustur (koér
olarak saf siilfiirik asit ) [7].

2.2.7. PHB Ekstraksiyonu

PHB ekstraksiyonu PHB’yi biyomastan kazanmak i¢in ¢ok sik olarak
kullanilmaktadir, ¢esitli tip biomastan direkt olarak ekstraksiyon metodudur,
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ektraksiyonda klorlu hidrokarbonlar, (kloroform ve 1,2-dichloroethane),
azeotropik karigimlar (1,1,2-trichloroethane sulu;kloroform la methanolden etanol,
aseton yada hekzan’dan herhangi biri) yada dongiisel karbonatlardir (etilen

karbonat ve 1,2 propilen karbonat) kullamlmaktadir [7].
2.2.7.1. PHB’ nin Kloroformla Ekstraksiyonu

Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler 6000 devirde 20 dk santrifiijlenmis
ve siipernatant ve pelet kisim birbirinden ayrlmis, pelet kisim alinmus, hiicreler
kurutularak kuru hiicre agirligi bulunmustur. Sonraki islemde Metanol kuru hiicre
lizerine (metanoliin hacmi toplam hiicrelerin 40 kati kadar olacak sekilde)
eklenmis Boylece ortamdaki lipitler uzaklagtiriimaya ¢alisilmistir. 95°C de 1 saat
inkiibe edilmigstir. Methanolii tamamen uzaklastirmak i¢in Vakum filtrasyonu
yapilmus boylece metanol hiicrelerden ayrilmistir daha sonra hiicreler kuru firinda
birkag¢ dakika tutulmugtur.

Sonraki iglem i¢in kuru hiicrenin agirhign 6lciilmiistiir. Bu asamada elde
edilen hiicrelerin lizerine kloroform eklenmis (kloroforni agirhigs kuru hiicre
agirliginin 50 katr olmalidir) ve 95°C de 10 dk tutulduktan sonra ¢dzelti oda
sicakligina kadar sogutulmus ve 1 gece boyunca calkalamali etiiv de tutulmustur.
Sonraki agamada hiicre artiklarinin uzaklagtirilmasi i¢in ¢dzelti filtre edilmistir.

Cozelti filtre isleminden sonra PHB, metanol ve su karigimu eklenerek
cokeltilmis (7:3 orami) (5 hacim kloroform). Cokeltilen PHB filtre edilmis,
asetonla yikanmis ve kurutulmustur [7].
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3. BULGULAR

3.1. PHB Ureten Suslarin Saptanmas

Toprak oOrneklerinden izole edilen bakteriler Sudan black B boyas: ile
boyanmustir. Sudan black B boyasi kullanilarak 51 izolattan 4 tanesi PHB Gretimi
icin secilmistir. Boyama sonucu pozitif sonug veren bakteriler PHB iiretimi igin
kullamimiglardir. Bu bakteriler basta gram pozitif olmalari spor olusturmalart ve
basil bir yapiya sahip olmalarindan dolayt Bacillus olarak degerlendiriimislerdir.
Sekil 3.1 ve 3.4’ de PHB iceren Sudan Siyahi B kullanilarak PHB icerigi

saptanmus hiicreler goriinmektedir.

Sekil 3.1 Sudan Siyahi B kullanilarak PHB icerigi saptanmug hiicreler (izolat 3).
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SEKIL 3.2 Sudan Siyahi B kullanilarak PHB icerigi saptanmus hiicreler (izolat 4)

3.1.1. izelatlarin Tammianmas:
3.1.1.1. Gram Boyama

PHB urettigi saptanan 4 bakteri Gram pozitif basil olarak bulunmustur
(Cizelge 3.1 ).

3.1.1.2. Hareketlilik Testi

Test bakterilerinden 3 @ hareketli iken bir tanesi hareketsiz olarak

bulunmustur.
3.1.1.3. Jelatin Hidrolizi

Test bakterilerinden 3 ii jelatini hidroliz ederken biri hidroliz edememistir.
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3.1.1.4. Karbonhidratlarin Fermantasyonu

Test bakterllerlmn karbonhidratlar1 fermente etmeleri farkli olmustur. Test
bakterilerinden igili laktoz ve ksilozu fermente edemezken mannitol, arabmoz
seliibioz, dekstroz, trehaloz, melibiozu fermente etmislerdir. 4 numarali izolat ise

ksiloz hari¢ diger sekerleri fermente edebilmistir.

3.1.1.5. Metil Red (MR) Testi

MR-VP broth igeren tiiplere bakteriler inokiile edilmis, 30 °C de 24-48 saat
inkiibasyona birakilnug bu siire sonundaki tiiplere metil red soliisyonu
damlatilous, kirmizi renk olusumu pozitif olarak kaydedilmistir. 4 test bakterisi
de metil red olusturmustur (Cizelge 3.1 ).

3.1.1.6. Ni;as_ta Hidrolizi

Nigastali agar’a taze bakteri kolonilerinden tek ¢izgi ekimi yapilarak 30
°C de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda besi ortami iizerine
iyodiir ¢bzeltisi damlatilmigtir. Kolonilerin ¢evresinde besi ortamunin diger
bolgelerinde goriilen koyu mavi rengin goriilmemesi besi ortamindaki nisastanin
bakteriler tarafindan hidroliz edildigini gostermektedir ve 4 bakteride nisastay:
hidroliz edebilmistir (Cizelge 3.1).

3.1.1.6. Tuzda Gelisme

Son konsantrasyonu % 2, 5, 7, 10 NaCl icerecek sekilde hazirlanan
Nutrient Broth’lu tiiplere bakteriler inokiile edilmis 30 °C de 24-48 saat
inkiibasyondan sonra tiiplerde iireme olup olmadig: belirlenmis 4 bakteride %2 ve

%35 NaCl konsantrasyonunda gelisme gostermisler, % 7 NaCl konsantrasyonunda
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sadece izolat 2 gelisme gostermis % 10 NaCl konsantrasyonunda ise sadece izolat

2 gelisme gosterebilmistir.
3.1.1.8. Voges-Proskeuer (VP) Testi

MR-VP Broth igeren tiiplere,bakteriler inokiile edilmis 30 °C de 24 saat
inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonunda temiz bir tiipe aktarilan 3 ml
kiiltiir tizerine 1.8 ml a-Naftol soliisyonu ve 0.6 ml % 40 ik KOH ¢ozeltisi
damlatilmis pembe renk olusumu pozitif olarak degerlendirilmis, izolat 1 pozitif

diger bakteriler ise negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 3.1 ).

3.1.1.9. Egg Yolk Reaksiyon Testi

Egg yolk reaksiyon ortami igeren tiiplere bakteriler inokiile edilmis kontrol
tiipiine ise herhangi bir ekim yapilmamus, 30 °C de 1-3-5 ve 7 giin inkiibasyondan
sonra tiiplerin i¢inde yada iist yiizeyinde beyaz pargaciklar goriilmesi pozitif
sonuc olarak kabul edilmis, Izolat 4 hari¢ tiim bakteriler egg yolk lesitinaz
aktivitesi gostermistirlerdir (Cizelge 3.1 ).

3.1.1.10 Farkh Sicakliklarda Gelisme

Farkl1 sicakliklarda inkiibe edilen kiiltiirlerin tiremelerine bakilmistir. Elde
edilen sonuglar (Cizelge 3.1) de kaydedilmistir.

3.1.1.11. Farklh pH Derecelerinde Gelisme

MR-VP broth’ ta farkli pH’ larda inkiibe edilen kiiltiirlerin gelismeleri

incelenerek pozitif ve negatif sonuclar (Cizelge 3.1) gosterilmigtir.

Izolatlarin tamimlanmasi i¢in yapilan tiim testler Cizelge 3.1 de

gosterilmistir. Yapilan biyokimyasal testler sonucunda 3 nolu izolatimiz
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B.mycoides olarak

isimlendirilmistir.

Diger

izolatlar ise

tanimlanamadigindan Bacillus spl, sp2 ve sp 4 olarak tanimlanmistir.

Cizelge 3.1 Bacillus strainleri identifikasyon test sonuglari.
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tam olarak
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Bacillus spl

Bacillus sp2

Bacillus mycoiedes

Bacillus sp4

Gram boyama

Spor boyama

Hiicre sekli
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Basil

Basil

Basil
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Katalaz
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Jelatin hidrolizi

Nisasta hidrolizi
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+4 ]

+ [+
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5 °C de gelisme

10 °C de gelisme

30 °C de gelisme
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++[+]

50 °C de gelisme
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++[+|+]+]
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+

+

VP broth <6
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Nutrient broth ph 6.8

+ 1

[0

Nutrient broth ph 5.7

NaCl de gelisim %2

NaCl de gelisim %5

+[+]

+[+]+]

+{+[+]

NaCl de geligim %7

NaCl de gelisim %10

Esculin hidrolizi

Metilen blue reduksiyonu
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P[]
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Laktoz
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Mannitol
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Selitbioz

Dekstroz

Trehaloz

++{+]|+[+{+]

][]

++ [+ ]+ ]
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3.2. Calkalamah Etiivde Elde edilen PHB Verimleri

Temel mineral ortamda test bakterileri ile elde edilen PHB miktarlan ve
yiizde verimleri Cizelge 3.2°de verilmistir
Cizelge 3.2. Calkalamali etlivde temel mineral ortam kullanilarak elde

edilen PHB miktarlar1 ve yiizde verimleri.

Mikroorgani | Fermanta | Kuru pH1 pH2 OD PHB %
zma syon hiicre mg/100 | VERIM
siiresi agirhg m} Kurun
(saat) KHA hiicre
mg/100ml agirhigma
gore
Bacillus spl 18 100 7.0 6.1 0.265 5.08 5.08
24 70 7.0 5.3 0.282 5.37 7.67
48 110 7.0 5.0 0.828 15.58 14.16
72 150 7.0 4.9 0.908 17.09 11.39
Bacillussp2 | 18 25 7.0 6.0 0.959 18.05 72.2
24 28 7.2 5.8 1.022 19.24 68.71
48 30 7.0 53 0.971 18.28 60.93
72 40 7.0 5.1 1.441 27.15 67.87
B.mycoides 18 30 7.0 6.5 0.987 18.58 61.93
24 30 7.0 6.0 0.811 15.26 50.86
48 30 7.0 5.8 0.886 16.67 55.56
72 30 - |70 5.7 0.794 14.94 49.8
Bacillus sp4 | 18 320 7.0 6.4 1.136 21.39 6.68
24 480 7.0 6.1 0.712 14.52 3.02
48 110 7.0 6.0 0.356 6.62 6.01
72 130 7.0 5.7 0.680 12.79 9.83

Temel mineral ortamda elde edilen PHB miktarlar1 fermantasyon siiresine
ve izolatlara bagh olarak degisiklik gostermistir, bunlar arasinda diger izolatlara
gore Bacillus sp2 ile en yiiksek miktar olan 27.15 mg/100ml PHB 72 saatte, en
diisiik miktar olan 5.08 mg/100ml PHB Bacillus spl le 18 saatte elde edilmistir.
Diger izolatlara gére en yiiksek kuru hiicre agirligi 480 mg/100 ml ile Bacillus sp4
te 24 saatte elde edilmisgtir. '

Verimler agisindan kuru hﬁcre agirhigima goére en yﬁksek verim %72.2 ile
Bacillus sp2 de 18 saatte, en diisiik verim ise %3.02 ile Bacillus sp4 te 24 saatte

elde edilmistir.
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Fermantasyon ortamina % 20 oraninda melas ilave edildiginde Bacillus
strainleri ile elde edilen PHB miktarlar1 ve ylizde verimleri Cizelge 3.3’de
verilmisgtir

Cizelge 3.3. Calkalamali etiivde fermantasyon ortamina % 20 oraminda

melas ilave edildiginde Test bakterileri ile elde edilen PHB miktarlan ve yiizde

verimleri.
Mikroorganiz | Fermanta | Kuru hiicre [ pH 1 pH 2 OD PHB %
ma syon agirhig mg/100 | VERIM
siiresi KHA ml Kuru
(saat) mg/100ml hiicre
agirh@ma
gore
Bacillus spl 18 160 7.0 6.4 0.262 5.03 3.14
24 440 7.0 6.1 1.354 25.50 |5.79
48 340 7.0 5.9 0.503 9.45 2.77
72 540 7.0 5.7 0.844 15.88 |2.94
Bacillus sp2 18 300 7.0 6.5 0.207 3.86 1.28
24 480 7.0 6.3 0.140 2.61 0.54
48 590 7.0 6.0 0.278 5.31 0.9
72 670 7.0 6.0 0.232 4.40 0.65
B.mycoides 18 270 7.0 6.4 0.901 16.96 |6.28
24 350 7.0 6.1 0.873 1643 [4.69
48 400 7.0 6.2 0.687 12.92 (3.23
: 72 480 7.0 6.0 1.054 19.84 |4.13
Bacillus sp4 18 310 7.0 6.7 0.528 9.92 3.2
24 430 7.0 6.5 0.176 3.24 0.75
48 520 7.0 6.2 0.256 4.89 0.94
72 620 7.0 5.8 0.109 2.08 0.33

Fermantasyon ortamma % 20 oraninda melas ilave edildiginde test
bakterileri  ile elde PHB miktarlar1 2.08-25.50 mg/100 ml arasinda degismistir.
Bu miktarlar izolatlara ve fermantasyon siiresine gore degisiklik gostermistir.
Bacillus spl ile en yiikksek miktar olan 25.50 mg/100 ml PHB 24 saatte elde
edilirken, Bacillus sp4 ile en diisiik miktar olan 2.08 mg/100 ml PHB 18 saatte .
elde edilmistir. En yiiksek kuru hiicre agirliga 72 saat sonunda 670 mg /100 ml ile
Bacillus sp2, en diisiik kuru hiicre agirhg: ise 18 saat sonunda 160 mg/100 ml ile
Bacillus spl de saptaﬁm1§t1r.

% 20 oraninda melas igeren fermantasyon ortaminda kuru hiicre agirlifina
gore en yiiksek verim Bacillus mycoides te % 6.28 ile 18 saatte, en diisiik verim

ise % 0.33 ile Bacillus sp4 ile 72 saatte elde edilmistir.



50

Fermantasyon ortamina % 40 oraminda melas ilave edildiginde Test
bakterileri ile elde edilen PHB miktarlar1 ve yiizde verimleri Cizelge 3.4’de
verilmistir

Cizelge 3.4. Calkalamali etiivde fermantasyon ortamina % 40 oraminda

melas ilave edildiginde test bakterileri ile elde edilen PHB miktarlari ve yiizde

verimleri.
Lrl:’likroorganiz Fermant | Kuru pH1 pH2 OD PHB %
a asyon hiicre mg/100 | VERIM
siiresi agirhg ml Kuru
(saat) KHA hiicre
mg/100ml agirhiina
gore
Bacillus spl 18 420 7.0 6.2 0.413 7.79 1.85
24 720 7.0 5.7 1.368 25.77 3.57
48 750 7.0 5.3 0.796 14.98 1.99
72 800 7.0 5.0 0.354 6.59 0.82
Bacillus sp2 18 350 7.0 6.3 0.893 16.81 4.8
24 610 7.2 6.1 1.158 21.81 3.57
48 710 7.0 5.9 1.390 26.18 0.37
72 760 7.0 5.7 1.161 21.86 2.87
B.mycoides 18 320 7.0 6.5 1.179 22.20 6.93
24 330 7.0 6.1 1.388 26.15 7.92
48 530 7.0 6.1 0.896 16.86 3.18
72 630 7.0 5.8 0.708 13.32 2,11
Bacillus sp4 18 410 7.0 6.6 0.700 13.16 3.20
24 . 580 7.0 6.3 0.844 15.88 2.73
48 730 7.0 6.0 0.418 7.90 1.08
72 730 7.0 5.2 0.305 5.77 0.7

Fermantasyon ortamina % 40 oraninda melas ilave edildigihde test
bakterileri ile elde PHB miktarlar1 5.77-26.18 mg/100 ml arasinda degismistir. Bu
miktarlar izolatlara ve fermantasyon siiresine goére degisiklik gostermistir. Diger
suslara gére Bacillus sp2 ve Bacillus mycoides’in daha yiiksek miktarlarda PHB
biriktirdikleri gozlenmistir. Bacillus mycoides ile  26.15 mg/100 ml PHB 24
saatte elde edilirken, Bacillus sp2 ile 26.18 mg/100 ‘ml PHB 48 saatte elde
edilmigtir. ‘

Diger izolatlarla karsilastirildiginda elde edilen en diisiik PHB miktarn 5.77
mg/100 ml PHB ile 72 saat sonunda Bacillus sp4 te saptanmugtir.

% 40 oraninda melas i¢eren fermantasyon ortaminda kuru hiicre agirhigina

gore en yiiksek verim %7.92 ile Bacillus mycoides’ te elde edilmistir.
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Fermantasyon ortamina % 20 oraninda seftali pulbu ilave edildiginde test
bakterileri ile elde edilen PHB miktarlan ve yiizde verimleri Cizelge 3.5°de
verilmigtir

Cizelge 3.5. Calkalamali etlivde fermantasyon ortamina % 20 oraninda
seftali pulbu ilave edildiginde test bakterileri ile elde edilen PHB miktarlar1 ve

ylizde verimleri.

Mikroorga | Fermantas | Kuru pH1 pH?2 oD PHB %
nizma yon siiresi | hiicre mg/100m! | VERIM
(saat) agirhg Kuru
KHA hiicre
mg/100ml agirhgma
gore
Bacillus spl | 18 850 7.0 6.3 0.863 16.24 1.91
24 390 7.0 6.2 0.962 18.11 4.64
48 540 7.0 6.2 0.625 11.75 2.17
72 410 7.0 6.0 0.564 10.60 2.58
Bacillus sp2 | 18 8§60 7.0 6.4 1.338 25.20 2.93
24 1250 7.0 6.2 0.663 12.47 0.99
48 280 7.0 6.0 1.157 21.79 7.78
72 300 7.0 5.3 1.117 21.03 7.01
B.mycoides | 18 490 7.0 6.9 1.296 24.41 4.98
24 710 7.0 6.5 1.516 28.56 4.02
48 : 1270 7.0 6.0 1.275 24.00 1.88
72 780 7.0 5.7 1.901 35.83 4.59
Bacillus sp4 | 18 1050 7.0 6.7 0.746 14.03 1.33
24 780 7.0 6.6 2442 46.09 5.90
48 820 7.0 6.1 1.887 35.56 4.33
72 740 7.0 5.8 1.354 25.50 3.44

Fermantasyon ortamina % 20 oraminda seftali pulbu ilave edildiginde test
bakterileri ile elde edilen PHB miktarlar1 10.60-46.09 mg/100 ml arasinda
degismistir. Bu miktarlar izolatlara ve fermantasyon siiresine gore degisiklik
gOstermistir. Dider izolatlara gore Bacillus sp4 ve Bacillus mycoides’in daha
yiiksek miktarlarda PHB biriktirdikleri gézlenmistir.  Bacillus sp4 ile 46.09
mg/100 ml PHB 24 saatte elde edilirken, Bacillus mycoides ile 35.83 mg/100 ml
PHB 72 saatte elde edilmistir.

Diger izolatlarla karsilagtinldiginda elde edilen en diisik PHB miktan
10.60 mg/100 ml PHB ile 72 saat sonunda Bacillus spl de saptanmustir. Bu
ortamda en yliksek verim ise % 7.78 le Bacillus sp2 nin 48 saat lik kiiltiiriiyle
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elde edilmistir. En diisiik verim ise olan % 0.99 ile Bacillus sp2 in 24 saatlik
kiltiirtiyle elde edilmistir.

Fermantasyon ortamma % 8 oraninda peyniraltisuyu ilave edildiginde
‘Bacillus strainleri ile elde edilen PHB miktarlar: ve ylizde verimleri Cizelge
3.6’de verilmistir v

Cizelge 3.6. Calkalamali etiivde fermantasyon ortamina % 8 oraninda
peyniraltisuyu ilave edildiginde Bacillus strainleri ile elde edilen PHB miktarlar

ve yiizde verimleri.

Mikroorga | Fermantas | Kuru pH1 pH2 0))) PHB %
nizma yon siiresi | hiicre mg/100 | VERIM
(saat) agirhg ml Kuru
KHA hiicre
mg/100m] agirhgma
gire
Bacillus spl | 18 110 7.0 6.3 0.111 2.11 3.66
24 120 7.0 6.2 0.195 3.62 3.01
48 140 7.0 6.2 0.213 3.98 2.84
72 140 7.0 6.0 0.133 2.49 1.77
Bacillus sp2 | 18 130 - 7.0 6.4 0.410 7.72 5.93
24 150 7.0 6.2 0.529 9.94 6.62
48 . 160 7.0 6.0 0.351 6.54 4.08
72 200 7.0 53 0.301 5.70 2.85
B.mycoides | 18 100 7.0 6.9 0.306 5.79 5.79
' 24 130 7.0 6.5 0.562 10.56 8.12
48 150 7.0 6.0 0.387 7.18 4.78
72 170 7.0 5.7 0.206 3.84 2.25
Bacillus sp4 | 18 150 7.0 6.7 0.610 11.47 7.64
24 170 7.0 6.6 0.512 9.62 5.65
48 180 7.0 6.1 0.408 7.67 4.26
72 190 7.0 5.8 0.303 5.74 3.02

Fermantasyon ortamina % 8 oraminda peyniralt:1 suyu ilave edildiginde
Bacillus strainleri ile elde PHB miktarlar1 2.11-11.47 mg/100 ml arasinda
degismistir. Bu miktarlar izolatlara ve fermantasyon siiresine gore degisiklik
gOstermistir. Bacillus sp4 ve Bacillus mycoides’in Diger suslara oranla seftali
pulbunda oldugu gibi daha yiiksek miktarlarda PHB biriktirdikleri g6zlenmistir.
Bacillus sp4 susu ile 11.47 mg/100 ml PHB 18 saatte elde edilirken, Bacillus
mycoides ile 10.56 mg/100 ml PHB 24 saatte elde edilmistir.

Diger izolatlarla karsilagtirldiginda elde edilen en diigiik PHB miktar1 2.11
mg/100 ml PHB ile 24 saat sonunda Bacillus spl de saptanmistir. Bu ortamda en
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yiksek verim ise % 8.12 le Bacillus mycoides in 24 saat lik kiiltiiriiyle en diisiik
verim ise % 1.77 Bacillus spl in 72 saatlik kiiltiirliyle elde edilmistir.
Fermantasyon ortamina % 16 oraninda peyniraltisuyu ilave edildiginde
test bakterileri ile elde edilen PHB miktarlar1 ve ylizde verimleri Cizelge 3.7’de
verilmistir
Cizelge 3.7. Calkalamali etiivde fermantasyon ortamima % 16 oraninda
peyniraltisuyu ilave edildiginde test bakterileri ile elde edilen PHB miktarlar ve

yiizde verimleri.

Mikroorga | Fermantas | Kuru pH1 pH?2 oD PHB %
nizma yon siiresi | hiicre mg/100 | VERIM
(saat) agirhg ml Kuru
KHA hiicre
mg/100ml agirhgina
gore
Bacillus spl | 18 340 7.0 6.3 0.21 3.92 1.15
24 380 7.0 6.2 0.320 6.03 1.58
48 410 7.0 6.2 0.2 3.72 0.90
72 420 7.0 6.0 0.195 3.62 0.86
Bacillus sp2 | 18 280 7.0 6.4 0.603 11.33 4.04
24 320 7.0 6.2 0.684 12.86 4.01
48 330 7.0 6.0 0.313 591 1.79
: 72 340 7.0 5.3 0.290 5.51 0.01
B.mycoides | 18 : 320 7.0 6.9 0.312 5.89 1.84
24 360 7.0 6.5 0.413 7.79 2.16
48 360 7.0 6.0 0.209 3.9 0.01
72 370 7.0 5.7 0.123 2.32 0.62
Bacillus sp4 | 18 400 7.0 6.7 0.282 5.37 1.34
24 420 7.0 6.6 0.408 7.67 1.82
48 430 7.0 6.1 0.590 11.08 2.57
72 450 7.0 5.8 0.351 6.54 1.45

Fermantasyon ortammna % 16 oraninda peyniralt: suyu ilave edildiginde
test bakterileri ile elde edilen PHB miktarlar1 2.32-12.86 mg/100 ml arasinda
degismistir. Bu miktarlar izolatlara ve fermantasyon siiresine gore degisiklik
gostermigtir. Bacillus sp2 ve Bacillus sp4 lin diger izolatlara oranla daha yiiksek
miktarlarda PHB biriktirdikleri g6zlenmistir. ile Bacillus sp2 ile 12.86 mg/100
ml PHB 24 saatte elde edilirken, Bacillus sp4 ile 11.08 mg/100 ml PHB 48 saatte
elde edilmistir.

Diger izolatlarla kargilastirildiginda elde edilen en diisiik PHB miktar1 2.32
mg/100 ml PHB ile 72 saat sonunda Bacillus mycoides de saptanmigtir. Bu
ortamda en ylksek verim ise % 4.04 le Bacillus sp2 nin in 18 saat lik kiiltliriyle
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en diistik verim ise % 0.01 ile Bacillus mycoides 48 saatlik ve Bacillus sp2 in 72
saatlik kiiltiiriiyle elde edilmistir.

3.3. Fermentorde Elde Edilen PHB Verimleri

Erlén kiilttirlerinde melas kullanilarak elde edilen en yﬁksek PHB verimi
saptanan Bacillus mycoides ve Bacillus sp2 strainlerinin 48 saatlik inkiibasyonlar
g6z Oniine alinarak fermentasyon islemleri fermentdrde yapilmistir. Calismalar
cift paralel olarak uygulanmustir.

Fermantasyon uygulamalarinda ilk asamada melas miktart 48 saat boyunca
sabit kalirken difer uygulamada melas oran: ilk 24 saatte %20 iken 24 saat
sonunda % 40 a ¢ikanlmistir. Boylece seker igerigi % 2 den % 4 e ¢ikarilmagtir.
melas ilave edildiginde fermantasyon ortaminda geligtirilen Bacillus sp2 ve
Bacillus mycoides izolatlarindan elde edilen PHB miktarlar1 ve verimleri ¢izelge

3.8 de gosterilmistir.

Cizelge 3.8 Melas igeren fermantasyon ortamunda Bacillus sp2, Bacillus mycoides

PHB verimleri ve lmiktarlan

m.o Fermantasy [ KHA |Melas |pHI1 pH2 PHB Elde
on siiresi{gr/2 it |igerigi mg/100 ;ﬁgn
(saat) % ml (gr)

Bacillus 48 454 |40 7 59 0.123 2.32 -

sp2

Bacillus 48 5.04 120 7 6.1 0.17 3.12 0.05

sp2

Bacillus 48 9.12 |40 7 5.8 0.160 1.92 -

mycoides |

Bacillus 48 23 20 7 5.6 0.145 2.69

mycoides

Fermantasyon ortaminda elde edilen miktarlar melas igerigine gore
cesitlilik gostermistir. % 40 oraminda melas igeren ortamda elde edilen PHB
miktarlar1 1.92-3.12 mg/100 ml arasinda degismistir. En yiiksek PHB miktar1 48

saatlik fermantasyon sonunda 3.12 mg/100 ml ile Bacillus sp2 den elde

Anadoly Universites
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edilmistir. Aym1 zamanda ekstraksiyon sonucunda 0.05 gr PHB elde edilmistir.
Kuru hiicre agirligina gére en yliksek verim ise yine 48 saatlik fermantasyon
sonucunda Bacillus sp2 ile elde edilmistir.

Temel mineral ortam igeren fermantasyon ortaminda gelistirilen Bacillus
sp2 , ve Bacillus mycoides suslarmin PHB verimleri ¢izelge 3.9 de gosterilmistir.

Calismalar ¢ift paralel olarak uygulanmaistir.

Cizelge 3.9 Temel mineral ortam iceren fermantasyon ortaminda gelistirilen

Bacillus sp2 ve Bacillus mycoides PHB verimleri ve miktarlar

m.o Fermantasy | KHA |pHI1 pH2 oD PHB Elde edilen
on siiresi|gr/2 1t mg/100 fgI;I)B
(saat) ml

Bacillus |24 4.44 |7 6.2 0.356 |[6.62

sp2

Bacillus |24 504 |7 54 0.059 |1.11

sp2 .

Bacillus |24 1.26 |7 5.9 1259 |23.71 |-

mycoides ’

Bacillus |24 4.78 |7 5.7 0.250 |4.78 0.02

mycoides

Temel mineral ortamda elde edilen PHB miktarlart 1.11-23.71 mg/100 ml
arasinda degismistir. Bacillus mycoides ve Bacillus sp2’de KH,POy4 (NH4),SO4
miktarlar1 yari1 yanya diigiiriilerek limitasyon uygulanmustir. En yliksek PHB
miktar1 23.71 mg/100 ml ile Bacillus mycoides te saptanmigtir.

Ayni zamanda temel mineral ortamda ekstraksiyon metodu ile sadece
Bacillus mycoides ten PHB elde edilmistir. Bacillus sp2’ de en yiiksek kuru hiicre
agirhgina ulasilmasma ragmen ekstraksiyonla PHB firetiminde olumlu sonug
almamamustir. Bacillus sp2 de Bacillus mycoides gibi limitasyon uygulanmasina

ragmen ekstraksiyon sonucu PHB elde edilememistir.
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TARTISMA VE SONUC

PHA’ larin kullamim alanlar olduk¢a genistir. Bu bakteriyal materyallerin
dogasinda varolan biyouyumluluk 6zelligi ¢esitli tibbi uygulamalar i¢in yararlar
saglayabilir. Ornegin kontrollii ilag Sallnlml, cerrahi dikisler, kemik kaplamalar,
yara tedavileri ayrica kisisel hijyen iirtinleri ve paketleme uygulamalan bunlar.
arasinda sayilabilir [11].

Son 5 il icinde Biyopolimerlerin PHA ailesinin biyosentezi,
fermentasyonu ve saflastirilmasi ile ilgili ¢alismalarin sayis1 oldukga artmistir.
Gelecekte bu polimerlerin plastik iirlinlerle rekabetinin kaginilmaz oldugu bir
gercektir [11].

Calismamizda topraktan izole ettifimiz 51 bakteriden 4 iiniin sudan siyahi
B kullanmilarak PHB {iretimi i¢in uygun oldugu saptanmistir. Bu bakterilerden 1°i
Bacillus mycoides olarak isimlendirilmistir. Diger suslar ise tam olarak
tanimlanamamigtir, Bergey’s Manual of Determination’(30) da verilen
kriterlerden sapmalar gostermiglerdir. Bunlarin tam olarak tanimlanabilmesi igin
ilave testlerin yapilmasi gerekmektedir. Bu izolatlar Bacillus spl, Bacillus sp2 ve
Bacillus sp4 olarak isimlendirilmistir. Literatiirde PHA tirettigi bilinen 250 den
fazla farkli mikroorganizma bulundugu bildirilmistir; Alcaligenes eutrophus,
Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Metilotroflar, Pseudomonas
oleovorans ve rekombinant Escherichia coli’ nin yiksek konsantrasyonda ve
verimlilikte PHA {iretimi i¢in uygun oldugu saptanmgtir [7,31].

Gram pozitif bakterilerden ise Bacillus megaterium tzerinde ¢alismalar
yapilmistir. Bacillus megaterium un 4-8 karbon atomlu monomerlerinin
bulundugu PHA’ lann kompleks bir karigimini sentezledigi bildirilmigtir.
Lafferty ve ark (1998) PHB’yi Bacillus megaterium ve Azotobacter
chrooccum’dan izole etmislerdir [13,16].

Aeromonas hydrophila’da PHB iiretimi amaciyla kullamlmustir  Yine
Rhizobium ve streptomyces tiirlerinin de PHB tiretim yetenekleri arastirlmustir
[33,35-36].

Topraktaki bir ¢ok bakteri PHB fiiretme yetenegine sahiptir. Ancak

endiistriyel capta PHB iiretiminde cogunlukla Alcagines eutrophus, Alcagines
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latus, Azotobacter vinelandii ve Pseudomonas tiirleri tercih edilmektedir. Ornegin
ICI (Imrepial Chemical Industry-Ingiltere) Alcagines eutrophus’tan % 75 verimle
endiistriyel capta PHB iiretmektedir [16-26].

Caligsmamizda topraktan izole ettigimiz test bakterilerinin 6ncelikle erlen
kulturlennde % 2 sakkaroz igeren temel mineral ortamda, %2- %4 seker icerigine
sahip, %20-40 melas igeren fermantasyon ortaminda, %2 seker igerigine sahip %
20 lik seftali pulbu ve %2-%4 seker igerigine sahip % 8-%16 lik peynir alt1 suyu
iceren fermantasyon ortamlarinda verimleri incelenmistir. Gerek temel mineral
besi ortaminda ve gerekse diger substratlardan elde edilen PHB miktarlar
bakterilere ve zamana gére degisiklik gostermistir (gizelge 3.2-3.7).

En yliksek PHB verimi karbon kaynagi olarak sakkaroz kullanildiginda
temel mineral ortamda elde edilmigtir. Temel mineral ortamda kuru hiicre
agirhigina gore en yliksek verim %72.2 ile Bacillus sp2 nin 18 saatlik kiiltiiriiyle
elde edilmistir.

Temel mineral ortamda yiliksek verim elde edilmesinin nedeni ortamdaki
karbon kaynaZinin mikroorganizmalar tarafindan tercih edilmesi olabilir. PHB
miktarlan acisindan en yiiksek PHB miktar1 seftali pulbu igeren fermantasyon
ortamindan elde edilmistir ancak temel mineral ortamdaki kadar yiiksek verim
alinamamustir.

Benzer olarak yapilan caligmalarda arastiricilar mikroorganizmaya ve
karbon kaynagina baglh olarak farkli PHB miktarlar bildirmislerdir. Hiramitsu ve
ark. (1993) karbon kaynag olarak sukroz kullandiinda 4./atus ile kuru hiicredeki
PHB miktarinin % 58 oldugunu bildirmiglerdir [36].

Grothe ve ark (1999) ise kiiltlir sartlarimin optimizasyonu ile ilgili
yaptiklarn ¢alisma da en iyi kiiltiir sartlar1 altinda %2 sukrozlu temel mineral
ortamli erlen kiiltiirlerinde Alcaligenes latus tan %63 oraninda PHB verimi elde
etmislerdir [37].

Yapilan diger bir calismada ise Rhizobium bakterisi ile mannitol i¢eren bir
ortamda %27.8 oraninda PHB verimi elde ederken ayn1 sus i¢in glukoz igeren

ortamda %13.5 oraninda PHB elde edilmistir [36].
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Mikroorganizmalardan PHB iiretiminde kullanilacak olan karbon kaynag:
ve konsantrasyonu, kullanilan organizmammn tiirtine gére degismektedir. Bakteriler
ile PHB tiretiminde karbon kaynaginin bilesimi biiyiik 6nem tagimaktadir.

Laboratuvar ¢aligmalarinda ve endistriyel PHB iiretiminde en ¢ok
kullamilan karbon kaynagi glukozdur. Ancak, giiniimiizde genis capta ticari
biyoplastik uygulamalar1 ekonomik kisitlamalar dolayisiyla siirhidir. Petrol
kokenli polietilen ve polipropilen polimerleri degeri 50 sent iken PHB maliyeti
giintimiizde 8-9 paund (£) dir [11].

Bilindigi gibi endiistride hammadde maliyetinin diisitk olmasi olduk¢a
onemlidir. Zeneca (Imperial Chemical Industry Ingiltere) endiistriyel ¢capta PHB
tiretimi icin 1 ton polimer igin yaklasik 3.6 ton glukoz kullanmaktadir. 1 ton
glukoz 550 dolar (US) oldugundan 1 ton polimer {iretmek i¢in yalmz glukoz igin
1980 dolar (US) harcanmaktadir. Glikoz yerine pancar melasi kullaniimis olsaydi
(1 ton polimer iiretmek igin 8 ton melas gerekir) 1 ton melas 82 dolar (§)
olduguna gore 1 ton polimer iiretmek i¢in 656 dolar ($) harcanacag: ve boylece
hammadde maliyetinin 1/3 oraninda azalacag bildirilmistir [26].

Bu nedenle ¢alismamizda zirai artik iirlinlerden melas, peyniralti suyu, ve
seftali pulbu kullanilarak PHB iiretimi saglanmaya ¢aligilmgtir.

Karbon kaynag olarak ortama ilave edilen melas miktan arttirildig1 zaman
Bacillus sp2 de biriken PHB miktar1 diigerken diger test bakterilerinde artig
olmustur. Karbon kaynagi olarak peyniralti suyunun kullamildig:
fermantasyonlarda ise peyniralti suyu miktarinin artist PHB veriminin diigmesine
neden olmugtur. Zirai artiklar arasinda seftali pulpunun kullamldig1 calismalarda
en yiiksek verim elde edilmistir (Cizelge 3.3-3.7).

Test bakterilerinden Bacillus sp2 ve B.mycoides %?2 sakkaroz igeren
ortamda yiiksek oranlarda PHB biriktirmislerdir (¢izelge 3.2). Ancak zirai liriin
atiklarinin kullanilmasi durumunda test bakterilerinde aymi oranda PHB birikimi
saptanamamustir Caligmamizda zirai trlinlerde test bakterileri gayet iyl
gelismistir. Hiicrede PHB birikimi ise beklenenin ¢ok altinda olmustur. Ortamdaki
melas miktarinin arttirrlmas: da PHB birikimini fazla miktarda etkilememistir.
Ancak ortama ilave edilen peyniralt: suyu iki katina ¢ikanldiginda kuru hiicredeki

PHB miktarinda 6nemli olgiide diigiisler goriilmiistiir. Melas, peyniraltt suyu ve
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seftali pulpunun kullanildig1 ¢alismalarda bekledigimiz PHB miktarlarin altinda
PHB birikimi gdzlenmistir.

Aragtinicilar  rekombinant E.coli’nin sukroz, laktoz ve ksiloz gibi karbon
kaynaklarimi kullanabildigini, ucuz zirai triinlerden (melas, peyniralti suyu,
hemiseliiloz hidrolizat1) PHB birikimihi yaptigini bildirrnislerdir [38].

Young ve arkadaglar1 (1994) karbon kaynagi olarak nisasta kullanilarak
Azotobacter chrococcum ve Haloferax mediterranei de PHB Dbirikimi saglandig
bildirilmistir . Ancak H. Mediterranei ile PHB tretiminde en 6nemli faktdriin
nisastalr ortama ilave edilecek tuzlar oldugu ve bunlari da maliyeti artirdig
aragtiricilar tarafindan bildirilmistir. Methylobacterium sp. ZP24 ve Pseudomonas
cepacia kullanilarak peynir alt: suyunda PHB tiretildigi bildirilmistir.

Arastinicilar ¢alismalarinda iiretilen PHB miktarinin ¢alismamizda elde
ettifimiz sonuglara benzer olarak ¢ok diisiik miktarda elde ettiklerini
bildirmislerdir. Kim ve Champ (2000) ise A.chroococcum ve rekombinant E.coli
ile nigasta ve peynir alti suyunda yiiksek konsantrasyonda PHB elde ettigini
bildirmistir. Arastiricilar rekombinant E.coli ile peynir alti suyunda oksijen
simrlamast  ile %80 oramnda PHB elde etmistir. Oksijen simrlamasi
yapilmadiginda ise verim % 57 olmustur [39].

Azotobacter vinelandii UWD ile nisastada 22g/l PHB elde edilmistir (31).

Mana ve ark (1999) % 2 den daha yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda
Streptomyces’te PHB miktarinda azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.
Arastiricilar, besiyerindeki yiiksek glukoz konsantrasyonunun ortamin osmotik
konsantrasyonunda artisa neden oldugunu ve metabolik aktivitesinin diismesiyle
ilgili oldugunu bildirmislerdir [4].

Kullanilan test bakterilerindeki PHB birikimi 18-24 saat arasinda
maksimum seviyeye ulasmlstlr. PHB birikimi hiicrenin eksponansiyel biiyiime
doneminde olmustur. Bunu takip eden devrede PHB miktarinda azalma meydana
gelmistir. Bu muhtemelen hiicredeki PHB’nin kullanilmasi yada PHB’nin
depolimerizasyonu nedeniyledir. PHA sentezinde zaman ¢ok Onemlidir. Cok
erken veya ¢ok ge¢ hasat PHA birikimi {izerine etki yaparak arzu edilen sonucun
alinmasmm engellemektedir. Ortamdaki karbon kaynag: tiiketildikten sonra

intraselliiler depolimeraz ile biriken PHA tiiketildigi diger arastirmacilar
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tarafindan da rapor edilmistir [41].

Mercan ve ark, Rhizobium sp.2426 susu ile yiiksek PHB {iretiminin 48
saatte elde edildigini bu saatten sonra PHB tretiminde diisis oldugunu
bildirmislerdir [33].

Calismamizda fermaﬁtasyon ortaminda besin maddelerinin limitasyonun
PHB iiretiminde etkisi farkli olmustur. Ancak kesin bir sonuca varmak igin ilave
deneylerin yapilmas: gerekmektedir. Bacillus sp ile ilgili olarak PHB iiretiminde
besin smirlandirilmas ile ilgili bir literatiire rastlanmammgtir.

Temel mineral ortam igeren fermantasyon ortaminda nitrojen ve fosforun
smirlandinlmast ile Bacillus mycoides ile PHB miktar1 23.71mg/100 ml olmustur.
Bacillus sp2 de ise nitrojen ve fosfor smirlanmasi ile PHB miktarinda diisiis
olmustur. Wang ve ark. ise Alcaligenes latus u kullanarak fermentérle PHB
retimi {izerine yaptiklari ¢aligmada azot sinirlamasi olan ortamda 5,13gr/l
oraninda PHB elde etmislerdir [42].

Chang ve ark. A.hydrophila ile sinirlanmis fosfor ile ortama laurik asit
ilavesi ile PHA miktarinda artis oldugunu bildirmistir. Ancak arastiricilar azot
simrlandinilmasinin beklenen bir etki gostermedigini bildirmislerdir. Cesitli
aragtiricilar  PHA  birikimi ve hiicre biiyiimesi i¢in besin simrlandirilma
uygulamasi i¢in optimal noktay: bulmanin 6nemli oldugunu bildirmislerdir [43].

Calismamizda besin sinirlandirmasinin erken olmasi sebebiyle PHA
tiretimi diisiik olmug olabilir. Benzer olarak Chen ve ark (2001) ¢alismalarinda
diistik miktardaki karbon kaynaginin ve erken nitrojen fosfor sinirlandiriimasinin
PHA iiretimini etkiledigini bildirmislerdir [44].

Lee (1996), PHB iiretiminde kullanilan bakterileri 2 gruba ayirmistir. PHB
sentezinde ihtiya¢ duyduklan kiltir sartlar1 bakimindan Alcagines eutrophus,
methylotroplar ve pseudomonaslar PHA’nin biyosentezi i¢in bol karbon
kaynagimin mevcudiyetinde esas olan besin elementlerinin smirlandirilmasina
ihtiyag duyduklann belirtilmistir [45,46,47]. Buna karsilik Alcagines latus,
Azotobacter vinelandii ve E.coli gibi bakterilerin PHA sentezi i¢in besin
maddelerinde simirlandirmaya ihtiya¢ duymadiklar: bildirilmistir [18,40].

Fermentérde, PHB {iretimi amaciyla fermantasyon ortamma % 40

oraninda melas ilave edildiginde test bakterileri ile elde edilen PHB miktarlar1
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1.92-3.12 mg/100 ml arasinda degismistir. En yiiksek PHB miktar1 48 saatlik
fermantasyon sonunda Bacillus sp 2 ile elde edilmistir. Bu miktara ulasilmasinin
sebebi karbon kaynagi olan melasmn %20 seviyesinde iken % 40 seviyesine
¢ikarilmasidir. Burada amag¢ C/N oramm arttirmaktir ve bu ama¢ dogrultusunda
C/N oram: arttik¢a, azalan azot, dengesiz biiyiime kosullarini arttiracag i¢in PHB
birikimini arttirmis olabilir. |

Kuru hiicre agirligina gére temel mineral ortamdaki en yiiksek verim ise
yine 48 saatlik fermantasyon sonunda Bacillus sp 2 ile elde edilmistir. % 40
oraninda melas igeren fermantasyon ortaminda ise sadece Bacillus sp 2 den
kloroform ekstraksiyonu sonucunda 0.05 gr PHB elde edilmistir. Bu deger bizim
beklentimizin altinda olmustur. Bunun nedeni kullanilan ekstraksiyon yontemi
olabilir. Biyomastan PHB graniillerini ekstre etmek i¢in patentli saflastirma
islemlerinde polimerin ¢oziindiigii klorlu hidrokarbonlar (kloroform 1,2.
dikloroetan ) azeotropik karisimlar (sulu 1,1,12-trikloroetan, metanol, etanol
aseton) veya siklik karbonlar (sicak 120°C-150°C etilen)gibi ¢bzgenler
kullanilmaktadir [26].

Bu calismada ekstraksiyon islemlerinde kloroformdan kullamilmugtir.
Oncelikle inkiibasyon siiresi sonunda fermantasyondan elde ettigimiz biyomas
santriflij isleminden sonra kurutulmus ve sonra metanol eklenerak lipitler
uzaklastinlmigtir. Vakum filtrasyonu sonucunda ise hiicrelerin iizerine kloroform
eklenmis filtre igleminden sonra ise metanol su, kloroform karisimiyla muamele
sonunda hiicreler asetonla yikanmis ve kurutulmustur. Verim disiikliigiiniin
nedeni kullandifimiz ydntem nedeniyle olabilir.

Bu konuda bir ¢ok yontem denenmektedir. Kim ve arkadaslari fruktoz
surubunu karbon kaynagi olarak kullanarak A. eutrophus ile fed-batch kiiltiiriiyle
PHB {retimini’ gergeklestirmislerdir. Kiiltir otoklavlandiktan sonra hiicre
ceperlerinde biriktirilen PHB graniilleri deterjan/hipoklorit muamelesiyle izole
edilmis sonraki islemde mikrokiireler seklinde PHB elde etme amaciyla spreyle
kurutulmuslardir. Elde edilen mikrokiirelerin boyutu 0.6-1.1 pm aralifinda ve
ortalama molekiil agirhig: ise 50 000 olarak saptamiglardir [25].

Chen ve arkadaglan ise yaptiklar ¢alismada A.eutrophus’tan PHB eldesi

i¢in yeni bir temizleme teknolojisi bildirmislerdir. Bu teknoloji PHB nin eldesi
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i¢in surfektan ve selatlarin kiigiik miktarlarda eklenmesiyle geri doniisiimlii atik
sularin stirekli olarak kullanilmasini igermektedir. Son atik suyun HCI ve aktive
edilmis karbonla muamelesi elde edilen PHB nin safligs % 96 dan daha diisiik
seviyeye ininceye kadar siirdiirilmekte ve bu seviye diistiiiinde yeniden
surfektan ve selat ilavesiyle yeni bir PHB eldesinin baglatilmasi saglanmustir [44].

Diger bir ¢alismada Ishizaki ve arkadaslari P(3HB) fermantasyonu i¢in Hp,
O; ve CO; nin kangimini substrat olarak kullanmiglar ve bunun i¢in hidrojen
oksidasyonu yapabilen A.eutrophus tan yararlanmiglardir. Bu gaz karigiminin
verimli bir sekilde substrat olarak kullanilmasi igin P(3HB)’ nin CO, kullanilarak
tiretimi igin doniistimli kapal: devre bir kiiltiir sistemi tercih etmislerdir.. Ayrica
O, konsatrasyonu gaz karigiminin herhangi bir patlamaya imkan vermemesi igin
hacim olarak % 6.9 seviyesinde yani iz miktarda tutulmustur. Bununla birlikte
CO, den P(3HB) iiretiminde kemostat kiiltiirde hiicredeki P(3HB) igerigi ve
prodiiktivitesi fed-batch kiiltiirtine nazaran oldukga diisiik gerceklesmistir [48].

Test bakterilerinin ucuz karbon kaynaklarinda PHB birikimi diisiik
olmustur. En iyi kullanabildikleri karbon kaynaginin sakkaroz oldugu ve karbon
kaynaklar1 (atik maddeler) icinde de seftali pulbunda PHB birikimi oldugu
goriilmiistiir. Diger yabani suslarla ve genetik olarak diizenlenmis suslarla ucuz
karbon kaynaklarinda yiiksek PHB birikimi yapabilen mikroorganizmalarin ortaya
konmast hem PHB iiretiminde maliyetin diigmesine hem de gida sektdrii
atiklariin ortadan kaldirilmasinda biiyiik 6neme sahip olacaktir.

Bizimde ¢aligmalarimizda pancar melasi, peyniraltisuyu ve seftali pulbu
gibi gida sanayi artiklanm kullanmamizin sebebi Oncelikle maliyetinin diisiik
olmasi, bol miktarda bulunabilmesi, i¢inde organizmalarin gelismesi i¢in gerekli
olan ¢ok c¢esitli besin maddeleri bulundurmas: son olarak da yiiksek oranda
fermente edilebilir seker (sakkaroz) igérmesidir. Pancar melas: iilkemizde seker
fabrikalarindan rahatlikla temin edilebilir. Pancar melas: ¢alismamizda temel besi
ortamimiz olan temel mineral ortamda sakkaroz yerine kullamlmigtir. Ayrica yine
maliyeti diisiik olan peyniralt: suyu ve seftali pulbu da fermentdrde fermentasyon

Oncesi calismalarimizda kullanmlmigtir.
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Melas haricinde iilkemizde ilk defa bizim ¢alismamizda gida sanayi
artiklar1 olarak nitelenen seftali pulbu ve peyniralti suyunun substrat olarak
kullanildig: temel mineral ortamli erlen kiiltiirlerinde PHB verimi incelenmistir.

Bundan sonraki gahsmalarda farkli mikroorganizmalarin melas1 substrat
olarak kullandigi fermantasyon ortamlarindaki PHB retim verimleri
aragtirilmalidir. Melas ortamunda PHB {iretimi prosesi i¢in hem standart kiiltiirler
hem de cesitli ¢evresel drneklerden elde edilen izolatlarin genis bir spektrumda
analizi, son zamanlarda biiyiik 6nem kazanan sanayi atiklarinin degerlendirilmesi
acisindan son derece faydali bilgilerin kazamilmasina neden olacaktir. PHB
tretiminde yer alan ve yiiksek verim saglayan mikroorganizmalarin molekiiler
karakterizasyonlarinin yapilmas: daha sonraki ¢aligmalarda gerceklestirilebilecek
rekombinant DNA teknolojisinin kullanimiyla farkli substratlardan da yiiksek

verim alinmasini saglayabilir.
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