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OZET

Bu tez ¢alismasinda, ilk kez kullanilan Wautersia eutropha NRRL B-2804
susu ile poli-B-hidroksibiitirat (PHB) iiretimi i¢in yeni bir yontem gelistirildi.
Mikroorganizmanin PHB iretebilirligi tizerine ¢alismalar yapilarak verimin
artirtlmasina odaklanildi. PHB iiretiminde karbon kaynaginin (glukoz-fruktoz
karigimi ve hidrolize melas) ve su tiirliiniin (distile, asidik ve bazik aktive) etkisi
calisildi. Karbon kaynagi olarak glukoz-fruktoz karisimi yerine hidrolize melas
kullanildiginda daha iyi verimler elde edildi. Ayrica elektro-aktive sularla (asidik ve
bazik aktive) biiyiitiilen besiyerlerinde distile suya gore daha fazla PHB verimi tespit
edildi. Karbon kaynagi olarak distile su ile hazirlanan glukoz-fruktoz karigimi igeren
besiyeri kullanildiginda gram kuru hiicre basina tiretilen PHB miktar1 0,1048 g iken,
asidik aktive su kullanildiginda 0,1339 g, bazik aktive su kullanildiginda ise 0,1441 ¢
oldugu tespit edildi. Karbon kaynagi olarak hidrolize melas kullanildiginda distile su
ile gergeklestirilen denemelerde gram kuru hiicre basina elde edilen PHB miktar1
0,1282 g olarak bulunurken, besiyeri hazirlanmasinda asidik aktive su
kullanildiginda 0,1662 g, bazik aktive su kullanildiginda ise 0,1835 g olarak
saptand1. Elektro-aktive sularin depolama kararliginin tespiti icin sular 5 ve 10 giin
bekletilerek besiyeri hazirlanmasinda kullanildi ve bu sularin aktivitelerini yitirdigi
tespit edildi. Sonug olarak, bu mikroorganizmayla PHB iiretiminde melas ve aktive

su kullaniminin verim artis1 sagladigi bulundu.

Anahtar Kelimeler: Poli-p-Hidroksibiitirat (PHB), Wautersia eutropha, Melas,

Elektro-aktive su.



SUMMARY

In this thesis work; a novel method was developed for the production of poly-
B-hydroxybutyrate (PHB) using Wautersia eutropha NRRL B-2804 strain which
have never been used. PHB production capability of Wautersia eutropha NRRL B-
2804 was searched. Studies were focused on increase in the yields of PHB
production. The effects of carbon sources (a mixture of glucose-fructose, and
hydrolyzed molasses) and water (distiled, acidic and basic activated waters) on PHB
productions were studied. It was found that molasses as a carbon source gave rise to
better yields than mixture of glucose and fructose. It was also found that
microorganisms gown in mediums, prepared using acidic and basic activated water
as compared to those gown in medium containing distiled water yielded more PHB.
Amounts of PHB, per gram dry cell using a mixture of glucose-fructose contain
distiled, acidic and basic activated water were as follows: 0.1048 g, 0.1339 g, and
0.1441 g, respectively. In cases where molasses were used on carbon sources,
amounts of PHB per gram dry cell in gowth medium containing distiled, acidic and
basic were as follows: 0.1282 ¢, 0.1662 g, and 0.1835 g, respectively. The storage
effect of activated waters on the production of PHB were also studied. It was found
that activated waters stored for 5 and 10 days had no effect on PHB production
increase. As a result, usage of molasses and activated waters in growth medium

results in better PHB productions by this microorganism.

Key Words: Poly-p-hydroxybutyrates (PHB), Wautersia eutropha, Melas,
Electro activated water.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DIiZiNi

Simgeler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

% © Yizde

°C . Santigat derece

e . Elektron

g : Gram

H.O : Su

H . Hidrojen

MgSO, : Magnezyum Siilfat

18] . Uluslararasi enzim birimi
pH : -log[H"]

\Y/ : Hacim

Cl . Klor

Cm . Santimetre

FT-IR . Fourier Doniistimlii Kizil6tesi Spektroskopisi
Kcal : Kilokalori

M :  Molarite

mg : Miligram

ml . Mililitre

mM : Milimolar

Mol : Mol sayisi

mw . Milivolt

umol : Mikromol

uL . Mikrolitre

NaCl : Sodyumklortir

nm . Nanometre

NMR : Niikleer Manyetik Rezonans
@) . Oksijen

ORP . Oksidasyon indirgenme potansiyeli

Rpm . Bir dakikadaki devir sayis1



TGA
TLC
a-KG
AC
AcAcCoA
AsCoA
dk

E4P
F6P
GAP
Gln
Glu
Gox
G3P
G6P
LAC
MAL.:
OAA
PEP
PHA
PHB
PLA
PTFE
PVC
PYR
R5P
Suc
SucCoA

Termogavimetrik analiz
Ince tabaka kromatogafisi
Alfa ketoglutarat
Asetat

Asetoasetil koenzim A
Asetil koenzim A
Dakika

Eritoz-4-fosfat
Fruktoz-6-fosfat
Gliseraldehit-3-fosfat
Glutamin

Glutamat

Glioksalat
3-fosfogliserat
Glukoz-6-fosfat
Laktat

Malat

Okzaloasetat
Fosfoenolpiriivat
Polihidroksialkonat
Polihidroksiiitirat
Poliaktik asit
Politetrafloroetilen
Polivinilkloriir

Piriivat

Riboz-5-fosfat
Siiksinat

Siiksinat koenzim A
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1. GIRIS

Plastik tirtinler giinlilk yasamimizin birer parcalaridir. Ancak plastik iirlinlerin
kullanimi, “kullanip-atilabilme” 6zelligi nedeniyle ¢evre kirliligi agisindan biiyiik
sorun olusturmaktadir [1]. Petrolden elde edilen sentetik polimerler, dogaya
atildiklarinda toprakta uzun siire pargalanamadigindan ¢evre kirliligine neden
olmaktadirlar. Dogada yok edilmesi zor olan bu {iriinlerin yerine biyolojik olarak
parcalanabilen polimerlerin {iretimi 6nem kazanmis ve bu iirlinlere yonelik
caligmalar giin gegtikce artmistir [1]. Bu polimerlerden biri de Poli-B-
Hidroksibiitirat(PHB)’lardir.

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Bu tez ¢alismasinda, Wautersia eutropha NRRL B-2804 susu ile elektro-aktive
su kullanilarak poli-B-hidroksibiitirat (PHB) iiretimi yapilmasi1 amaglanmaktadir. Bu
tez calismasinda, degisik su tirlerinin mikroorganizmanin biiyiimesine etkKisi
incelenmistir. {1k kez kullanilan bu mikroorganizma ile yiiksek verimde PHB iiretimi
icin bir metod gelistirilmistir. Diger mikroorganizmalar ile gergeklestirilen
yontemlere alternatif olabilecek tez caligmasi ile maliyeti azaltmak ve verimliligi
arttrmak amag edinilmistir. Bu amagla karbon kaynagi olarak glukoz-fruktoz
karisimi1 yerine daha ucuz olarak temin edilebilen hidrolize melas kullanilarak
calismalar gergeklestirilmistir. Elektro aktive sularin depolama kararliliginin
belirlenmesi amaciyla kullanilan sular 5 ve 10 giin bekletilerek besiyeri
hazirlanmasinda kullanildi. Bu ¢alismada, Wautersia eutropha NRRL B-2804 susu
ile yiiksek verimde PHB iiretimi gerceklestirilmesi i¢in karbon kaynagi olarak melas
ve elektro-aktive su kullanilmasi durumunda en iyi sartlar belirlenerek literatiirdeki

benzer ¢alismalarin sonuclariyla karsilastirilmastir.



2. KONU ILE ILGILI CALISMALAR

2.1. Polihidroksibiitirat (PHB) ve Onemi

Poli-B-hidroksibiitirat (PHB), polihidroksialkonatlardan (PHA) bir tanesidir.
Acik yapisi Sekil 2.1 de verilen PHB; biyo-bozunur, yesil plastik, biyoplastik veya
ekoplastik olarak adlandirilan plastiklerden biri olmasindan dolayr her gecen giin
ticari onemi artmaktadir [2]. Degisik mikroorganizmalar kullanilan bu polimerin

tiretiminin gergeklestirilmesinde A.eutrophus, Azotobacter, E.coli bakterileri yaygin

olarak kullanilmaktadir.

CH,

[l
CH—CH,-C—0

o

Sekil 2.1: Poli- B -hidroksibiitirat (PHB).

Bu onemli polimer degisik lilkelerde biiyiik Olgekte iretilmekte ve farkli
alanlarda kullanilmaktadir (Tablo 2.1). Petrokimyasal {riinlerin azalmasi ve petrol

kullaniminin maliyeti gdézoniine alindiginda, PHB’ nin yeni kullanim alanlarinin

dogmasi kaginilmazdir.

Tablo 2.1: PHB {iretimi ve kullanim alanlari.

Sirket PHA tiirii Uygulama Alanlan
Chemie Linz/Avusturya PHB | Paketleme ve ilag¢ Tasiyici sistemler
BtF/Avusturya PHB |Paketleme ve ilag¢ Tasiyici sistemler
Biomers/Almanya PHB |Paketleme ve Ila¢ Tastyic1 sistemler
BASF/Almanya PHB Paketleme
Mitsubishi/Japonya PHB Paketleme
Biocycles/Brezilya PHB Hammadde
Bio-On/Italya PHB Hammadde
Tianjin Northern Food/Cin| PHB Hammadde




2.1.1. Tarihgesi

Poli- B -hidroksibiitirat ilk olarak 1925 yilinda, Fransiz mikrobiyoloji uzmant
Maurice Lemoigne tarafindan izole ve karakterize edilmistir [3] PHB’nin ticari
olarak iiretimi ise ICI Inc. (Ingiltere) tarafindan 1960 yilinda gerceklestirilmistir.
1998 yilinda Tepha Inc. biyobozunur polimerlerin medikal alanlarda (6rnegin,
valfler, cerrahi iplikler, ortopedik aglarda) kullanimi {izerine c¢alismiglar

gerceklestirmislerdir [2].

2.1.2. Poli-p-Hidroksibiitirat Sentezi

PHB, asetil koenzimA (AsCoA)’nin PHB sentaz tarafindan polimerlesmesi ile
elde edilir. Bityiime sartlarina bagh olarak polimerin molekiiler agirliklar1 2x10° ile
3x10° arasinda degismektedir [4]. Uretim miktar1 ve zincir uzunlugu sentez

asamasinda yer alan enzimlerin igleyisine baghdir [5].

Lactate
A'll'P < IsoCit AcAcCoA
: MAL NADPH
“Glyoxlate* : )
ADP | K - INADP*
} CO, « : A
\ o NH, D-()HB-CoA
\ | PHB
-SucCoA NADPH J Synthase

~~GIn ++-Glu | PHB
i -_3: ,,’ ( 0
+-CH—CHy—C—O-+

fr—re
Non PHB Biomass a, | n

Sekil 2.2: PHB biyosentezi.


https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Maurice_Lemoigne&action=edit&redlink=1

e Ac: Asetat, ACCoA: Asetil co-enzim A, ACAcCoA: Asetoasetil co-enzim A, o-
KG: a-Ketoglutarat, E4P: Eritroz-4-fosfat, F6P: Fruktoz-6-fosfat, G3P: 3-
Fosfogliserat, GAP: Gliseraldehid-3-fosfat, G6P: Glukoz-6-fosfat, GIn: Glutamin,
Glu: Glutamat, GOX: Glioksilat, IsoCIT: izositrat, LAC: Laktat, MAL: Malat,
OAA: okzaloasetat, PEP: Fosfoenolpiruvat, PHB: Poli-B-hidroksibutirat, PYR:
Piruvat, R5P: Riboz-5-fosfat, SUC: Suksinat, SucCoA: Suksinat co-enzim A [6].

Asetil-CoA + Asetil-CoA

y [-ketoagil CoA tiolaz
Col

Y
Asetoaseti] Col

NADPH
Asetoasetil CoA
dehidrogenaz

NADP*

Y
R-3-Hidroksibiitiril CoA

PHB sentaz

PHB

O

L]
LI'JH —CH>-C—-0
CH;s

Sekil 2.3: PHB sentezi.

Sekil 2.3°de bu polimerin sentezi detayli bir sekilde verilmistir [7]. Ilk olarak
reaksiyonda iki asetil-CoA molekiilii B-ketoagil CoA tiyolaz enzimi tarafindan
Asetoasetil CoA’ ya doniistiiriilmektedir. Ardindan Asetoasetili CoA, NADPH
bagimli asetoasetil CoA dehidrogenaz tarafindan R-3- hidroksibiitiril CoA’ya
indirgenir. Son olarak R-3-Hidroksibiitiril CoA monomerleri PHB sentaz enzimi

tarafindan PHB’ye polimerize edilir.



2.2. Su

Su bir oksijen ve iki hidrojen atomundan olusan, oda sicakliginda sivi halde
bulunan, renksiz, kokusuz ve tatsiz maddedir. Su tiim canlilar igin hayatin
kaynagidir. Biyolojik sistemlerin Onemli bir yapitasi olan su, molekiillerin
fizikokimyasal 6zelliklerinde de 6nemli rol oynamaktadir. Su, canli organizmalarda,
bir¢ok biyolojik, biyokimyasal ve fiziko kimyasal reaksiyonun gergeklesmesi i¢in

gerekli ortami saglamaktadir [8].

2.2.1. Suyun Yapisi

Bir kimyasal madde olarak su, kompozisyonu ve karakteristi§i agisindan
dogadaki diger maddelerden farklidir [9]. Suyun yapisinin farkliligi ilk olarak kar
tanelerinin karmagsik yapilanmasiyla aydinlatilmistir. Buna ragmen, suyun (H,O)
tanimi, bir oksijen (O) atomuna bagl iki hidrojen atomundan olusan kimyasal bir

molekiil olarak tanimlanir. Su, asagida belirtilen farkli yapilarda bulunabilir;

e Kristal buz (11 degisik sekilde)

o Amorf buz (kristal olmayan)

e Kristal hidratlar1 (organik ve anorganik)

e S1vi su (yalin, siiper sogutulmus veya buhar)
e S1v1 soliisyon (iyonik veya iyonik olmayan)

e Gaz hali (monomer veya guplanmis atomlar)

Su molekiiliinde bulunan elektronlarin spesifik dagilimi molekiiller aras1 ¢ekim
giiciiniin yiiksek olmasini saglar. Iki hidrojen atomundan her biri 1s orbitalindeki bir
elektronunu oksijen atomuyla sp® hibritlesmesiyle kovalent bag yaparlar [9], [10].
Elektronlarin bu davranisi, suyun farkli bir elektriksel asimetrik yapiya sahip
olmasini saglar. Suyun molekiiliinde bulunan, hidrojen atomlar1 kismi pozitif yiikli,
oksijen atomlari ise kismi negatif yiikliidiir (Sekil 2.4). Bu 6zelliklerinden dolay1 su

molekiiliiniin net yiikii yoktur [9], [10].



Sekil 2.4: Su molekiiliiniin bipolar yapisi.

Hidrojen bagi, oksijen, azot veya flor atomunda bulunan bir protonun baska bir
atomla yaptig1 kuvvetli bir bagdir (Sekil 2.5). Iki hidrojen molekiiliinde bulunan iki
pozitif protonun, oksijen atomunda bulunan negatif yalin ¢iftine baglanarak diizenli

capraz yapil sekiller olusturarak giiclii ve kararli olmasini saglar.

Hydrogen bonding 0" Hydrogen ‘o
between water molecules bonds o

H N‘/ \/M H
- AL

+ o .7 Covakre N
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H M MW M

+
" Hytrogen bonding in waber

Sekil 2.5: Hidrojen baglarinin sematik gdsterimi.

Hidrojen baglar1 enerjik olarak kovalent baglardan daha zayiftir. Suda bulunan
hidrojen baglar1 18-20 kcal/mol enerjiye sahipken, hidrojen ve oksijen arasinda
bulunan kovalent bag enerjileri 360-400 Kkcal/mol enerjiye sahiptir [9]. Su,
molekiillerinin birbirine hidrojen bagi yapmasiyla konvansiyonel olarak dort tarafli
veya tetrahedral yapida bulunur. Fakat bu yapisi, ortaya ¢ikan farkli sartlar altinda
degisebilmektedir. Suyun yapisinda etkili olan temel karakteristik 6zelliklerinden
biri, hidrojen baglarinin maksimize edilmesidir [11]. Oksijen molekiiliiniin
etrafindaki elektronlarin tetrahedral diizeninden dolay1, her bir su molekiilii kendisine
komsu dort su molekiiliiyle teorik olarak hidrojen bagi yapabilir. Bu da suyun
elektrostatik etkilesiminden kohezyon 6zelligini saglar. Tetrahedral yapida olan 5 su

molekiilii 0,5 nm gapa sahiptir [9].



2.3. Elektro-aktive Su

Swvilarin elektro-aktivasyonu elektroliz olarak adlandirilir [12]. Herhangi bir
stvi, disardan bir elektrik alana maruz birakildiginda, yiikli partikiiller, ters yiki
olan tarafa go¢ ederler. Bu asamada, ylikseltgenme ve indirgenme olaylar
gergeklesir. Suda veya herhangi sivida, indirgenme reaksiyonu, elektronlarin negatif
(-) yukli elektrottan (katot), pozitif (+) yiikli elektrota (anot) gogiiyle gergeklesir.

Buna 6rnek olarak hidrojen katyonunun hidrojen gazina doniismesini gosterebiliriz.
2H" +26° > Hyy (2.1)
ZHZO(S) +26 —> Hz(g) + ZOH-(aq) (2.2)

Yiikseltgenme reaksiyonu ise, serbest elektronlarin anot tarafina gogiiyle
aciklanir. Buna 6rnek olarak da, negatif yiiklii bir oksijen atomundaki elektronlarin

anot tarafina gogiiyle oksijen gazini (O,) olusturmasini verebiliriz.
Anot (Yikseltgenme) 2H,0 > Oy + 4H" + 4¢ (2.3)
Anot (Yikseltgenme) 40OH oq) —> Oz(g) + 2H20(5) + 4e (2.4)

Ortamda sadece oksijen ve hidrojen molekiilleri bulunan bir elektroliz
diizeneginde, her iki hidrojen molekiilii bir oksijenle reaksiyona girer. Iki gaz icin,
ayni sicaklik ve basing sartlarinda ise bir oksijen hacmi i¢in iki hidrojen hacmi
harcanir. Suyun, standart sicaklik ve basing¢ altinda, bozunma veya pargalanmasi

termodinamiksel olarak uygun degildir.
Anot (oksidasyon) : 2H,0 —> Oy + 4H' g + 4¢” E%u=1.23V (2.5)
Katot (indirgenme) : 2H" (a) + 26" —> Hy(g) E%inai=1.23 V (2.6)
“Nernst Denklemi” ne gére, 25 °C ve pH 0’da (H"’nin molar konsatrasyonu 1

iken), saf suyun standart potansiyeli 1,23 Volttur. Negatif voltaj degeri, Gibbs serbest

enerjisine gore sifirdan biiyiiktiir.



G=-nF.E (2.7)

e G=Gibbs Serbest Enerji

e n=mol sayisi

e F= Faraday sabiti (96485 C/mol)
e E=Elektrot Potansiyeli
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Sekil 2.6: Asidik ve bazik su tiretimi.

¢ Anot (1) ve katot (2) elektrotlarini igeren, iyon-segici degistirici diyaframi (3).

Elektro-aktive edilmis su, diisiik konsantrasyonda mineral igeren Sularin
elektroliz yontemiyle elde edilir (Sekil 2.6). Dogru akim (A) uygulandiginda, tuz
cozeltisinun yardimiyla (NaCl) elektrotun yiizeyindeki materyali yar1 kararli forma
getirerek molekiiler seviyedeki iyonik yapilarin modifikasyonunu gergeklestirip
elektrokimyasal reaksiyon baslar [13]. Titanyum(T1i) elektrotlar, kararlilik, segicilik,
elektrokimyasal aktive, korozyona dayaniklilik acisindan metal oksit katalizorlerle

(6rnegin RuO,, TiO,, SnO,, Ir0O,) kaplanmaktadir [14]. Anot kisminda (Sekil 2.6),



stirekli olarak anot elektrotunun yiizeyine tutunan NaCl iyonlari, klor ve oksijen
tiretir. Fakat ayn1 zamanda, diger reaktif oksidanlar ayni elektrolit sivisi igerisine
salinir. Bu olay, redoks reaksiyonu sirasinda suyun igerdigi giiclii adsorbe olan
molekiil ¢esitliliginden kaynaklanmaktadir [14]. Bu reaksiyon, Nernst Denklemine
gore, pH’a bagl ve genellikle klor elementinin serbest formlari olan Cl,, HCIO veya
CIO iyonlarini ortaya ¢ikartir [15]-[17]. Elektro-aktive suyun anot kisminda bulunan
elektrolitte, elektrokimyasal hiicre ve ¢calisma parametrelerine bagli olarak, diisiik pH
(~2-3) ve yiikseltgenme-indirgenme potansiyeli (+800 mv’a kadar) degerleri
degisebilir. Katotik kisimda ise, hidrojen gazi ve diger reaktif maddeler (genellikle
antioksidanlar) agiga ¢ikar. Bunun sonucunda, redoks potansiyeli diiser ve pH degeri
yiikselir [18].

Elektrolitin yar1 kararli hale doniisiimii gegici formda degildir. Elektro-aktive
suyun lretimi ve tekrar kullaniminda, spontane sekilde termodinamiksel esitsizlik
sartlarinda (rahatlama periyodu) aktif halde olmayan bilesikler tekrar dogru akim
verilerek eski formuna sokulabilmektedir [19]. Ayrica, rahatlama periyodunda olan
elektro-aktive edilmis suyun kararliliginin, pH’in yiikseltilmesiyle ugucu olmayan
klor partikiillerinin tekrar ucucu hale getirildigi ve suyun eski formuna geri

dondiiriildiigi deneysel olarak ispatlanmistir [20].

2.3.1. Elektro-aktivasyon Sistemleri

Sivi soliisyonlarda elektro-aktivasyon teknolojisi, ilk olarak 19. Yiizyilin
baslarinda calistlmistir [21]. 1k elektroliz hiicresi 1800 yilinda Nicholson ve
arkadaslari tarafindan tanimlanmistir [16]. Elektrokimyasal gelismeler yeni elektroliz
sistemlerinin gelismesinde biiyiik rol oynamistir. Daha sonra, aktive suyun bakterisit
etkisinin kesfedilmesiyle endiistriye ekonomik ve g¢evresel olarak biiyiik katkilar
saglamistir [22].

Temel olarak, elektro-aktivasyon cihazlari teknik gereksinimler agisindan farkli
yapilarda (periyodik ve siirekli sistem) tasarlanabilmektedir. Bu tasarimda, yiikleme
ve elektroliz igleminin yapilacagi iki bdlme (anodik ve katodik bdlme) ve bu
bolmeleri birbirinden ayiran yari gegirgen bir membran bulunmaktadir [22]. Ilk
elektro-aktivasyon sisteminde kullanilan yar1 ge¢irgen membranda, yiiklii maddeleri
gecirgenlikte secici olmayan yapilar kullamilmistir. Bu yapilar genellikle, seramik,
kanvas, naylon, PVC (polivinil kloriir) ve PTFE (politetrafloroetilen) gibi
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maddelerden yapilmistir [22]. Daha sonra, malzeme bilimindeki gelismelerle iyon
secici membranlar kullanilmaya baglanmis ve elektroaktivasyon veriminde biiytlik
artiglar saglanmistir [22]. Bu gelismelerle iiretilen suyun ya da ¢6zeltinin diizensel
yapisinda, pH ve yiikseltgenme-indirgenme potansiyelinde distile suya gore
degisiklikler saglamistir. Ayrica elektro-aktivasyon sistemlerinde anot ve Kkatot
tarafinin ayrilmadan, inert elektrotlar tarafindan tretimleri saglanmistir [23]. Bazi
cihazlarda elektrotlarin polaritesi tersinebilir. Bundan dolayi, elektro-aktivasyon
sistemleri tersinir elektrotlar kullanilan ve kullanilmayanlar olarak iki sinifta
incelenebilir. Elektrodun maddesi ve yapisi dikkate alinmadan bazi temel

gereksinimler bulunmaktadir. Bunlar;

o Yiiksek elektrik iletkenligi, yiiksek katalitik aktivite ve hedef elektrokimyasal
reaksiyon i¢in se¢iciligi olmali,

e Uzun siire kullanilabilmesi i¢in yliksek mekanik dayanikliligi olmali,

¢ Diisiik maliyette olmali,

eElektrotun kap igerisinde yeri ve sekli, elektrik akiminin yogunluguna
dagilimina uygun olmali,

¢ Yiyecek sektorii i¢in, elektrotlar inert ve ¢ozlinmeyen formda olmalidir.

2.3.2. Elektro Aktivasyon Sistemlerinin Tasarimi

Elektro-aktivasyon sistemleri genellikle iiretim proseslerinin bir kolu olarak
dizayn edilirler. Ornegin, 1999 yilinda Japonya’da yapilan bir calismada farkli
yapilara sahip 30 reaktor kullanilmistir [24]. Bu c¢alismada voltaj, sivi igerigi,
elektrolitin akis hizi, reaksiyon siiresi gibi parametrelerin degisiklikleri denenerek
optimizasyon yapilmistir.

Endiistride, suyun elektrokimyasal aktivasyonu, porlu diyaframlar igeren
beslemeli ve devirdaimli reaktor sistemleriyle saglanmaktadir [25]. Sistemde
bulunan, porlu diyafram diizenegi, iiretilen suyun asidik (anolit), alkalin (katolit)
veya notiire yakin olmasini saglamaktadir. Diyaframlar, yiiksek poroziteli, hidrofilik
ve disiik elektrik direncine sahip olmalidirlar [26]. Yapilan bir ¢alismada, Elektro-
iletken katyonik diyaframlarin (6rnegin; Nafion-450), diisiik iletken olan polyester ve
polietilen diyaframlar karsilastirilmistir [27]. Saf su ve ¢esme suyuyla yapilan

denemelerde, besleme sivilari mineralizasyon i¢in 0,1 g/L’den 120 g/L’ye kadar
10



denenmistir [28]. Uretilen elektro-aktive edilmis suyun anolit tarafinda pH 2,3-6,5,
pozitif redoks potansiyelinin 1000-1200 mV civarinda ve ¢oziinmiis klor miktarinin
ise 30-300 ppm arasinda oldugu tespit edilmistir [21]. Diger yandan, 10* M NaCl
iceren saf suyla yapilan bir deneyde, katolit tarafinda pH 6,2 oldugunda negatif
redoks potansiyelinin -329 mV, pH 8,8 oldugunda ise redoks potansiyelinin -390 mV
oldugu belirtilmistir [19].

2.3.3. Elektro-aktive Suyun Fiziksel ve Kimyasal Aktiviteleri

Elektro-aktive edilmis sular tizerinde yapilan ¢alismalarda, elektroliz yapilan
reaktoriin tipi, ¢ozeltisin Ozellikleri adina baz1 degisiklere neden olmaktadir. Anolit
ve katolit sularin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini agiklamak i¢in 3 farkli temel

unsur bulunmaktadir:

1) Elektrokimyasal reaksiyonlar sonucu kararli tiriinlerin meydana gelmesi (kararli
asitler ve bazlar

ii) Serbest radikaller igeren, kararli olmayan yiiksek reaktifler icermeleri ve
yarilanma siirelerinin distile suya gore yiiksek olmast

iii) Kompleksler ve bazi iyon, molekiil, radikal gibi maddelerin elektrot

yiizeylerinde uzun siire kararli kalabilen yapilar olusturmasi [13], [29].

Birinci maddede, elektro-aktive edilmis suyun asidik veya alkali olmasi {izerine
pH etkisinden bahsedilmektedir. Siv1 asitler ve konjuge bazlar, organik reaksiyonlar
icin ¢ok yonlii ve yaygin bir katalizor olarak kullanilmaktadirlar [9].

Ikinci maddede, aktive sularin indirgeyici ve yiikseltgeyici ozelliklerinden
bahsedilmektedir. Serbest radikaller ve diger aktif iyonlar i¢eren, yiiksek reaktiviteye
sahip ve Kkararli olmayan iriinlerin aktive su igerisinde bulunmasi yarilanma
siiresinin 48 saatten az olmasina etki ettigini belirtmektedir. Konsantrasyonlari
10"/ml’ye ulasabilen ve 0,2-0,5 um boyutunda olan elektrolitik mikro kabarciklarin
varligi bu siireyi etkileyebilmektedir. Bu olay, saf suyun diisik yogunlukta
elektromanyetik alana maruz birakilmasiyla, ¢oziinmiis gazlarin konsantrasyonunda
artisa sebep oldugu ve tekli oksijen atomunun reaktivitesini arttirarak hidroksil

radikallerinin olugsmasini sagladigi belirtilmektedir [30].
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Uciincii maddede, elektroliz sirasinda  kararli  yapilarm  olugmasindan
bahsedilmektedir. Bu yapilar, elektrotlarin yakininda olusan ve elektrota ¢cok yiliksek
gerilim diismeleri (~106 volt/cm) saglarlar. Bu gerilim diismeleri, hidrath
membranlar veya elektrotlarin diiz yiizeylerinde olusan nano boyuttaki kabarciklarin
iyon ve molekiillerin ¢dzlinmelerini arttirdig1 icin soliisyon igerisinde birbirini
etkileyen atomik ve molekiiler yapilarin olusmasindan kaynaklandigi bildirilmektedir
[30]. Bu tanimlamalar, su molekiilii dallanmalarinda yeniden yapilanmaya sebep
olmakta ve 10-13 dallanma sayisina sahip olan yapiy1 5-6 dallanma sayisina kadar
indirdigini kanitlamaktadir [29]. Baska bir calismada elektroliz sonunda, molekiiler
dallanma sayisinin diisiisiinden bahsedilmektedir [31]. Suyun yapisinda ortaya ¢ikan
bu degisiklikler, katalitik ve biyo-katalitik 6zelliklerini de etkilemektedir. Hanoka ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, celiskili bir sekilde, indirgeyici 6zellikte olan
katot stvisina ticari antioksidanlar eklendiginde, uzun siireli hastaliklarin potansiyel

artiginda siiper-oksit ters-degisimi olusumunu incelemislerdir [32].

2.3.4. Elektro-aktive Edilmis Sularin Raman Spektrumu

Elektro-aktive edilmis sularm, disardan elektrik akimi verildiginde
uyarilmadan sonra yart kararli forma gegtikleri rapor edilmistir [22]. Ayrica, yari
kararli1 formda, elektro-aktive edilmis sularin reaktifliginin normal sulara gore daha
fazla oldugu sdylenmektedir. Bu durum, yapilan bir ¢aligmada, elektro-aktive suyun
titresimli spektrumu Raman Spektrum cihaziyla izah edilmistir. Bu ¢alismada, distile
suya 4x10* M sodyumtiosiilfat eklenerek elektrik alana maruz birakilmistir.
Molekiiler oksijen ve hidrojen anot ve katot bolgelerine dagilmis daha sonra
elektrotlarin yakinlarindan numune alinarak anolitin pH’1 4, katolitin pH’1 1se 10
olarak Ol¢lilmiistiir. Raman spektrum caligmalar i¢in, su 6rnekleri yine elektrotlarin
yakinlarindan alinmistir. Ayrica, asidik ve bazik pH’a sahip olan kisimlarla
karsilastirma yapilabilmesi icin deneye katilmayan iki 6rnekten birine siilfirik asit
digerine de sodyum hidroksit eklenmistir. Dik ac¢ili ve tek gecisli kuartz hiicrelerin
kullanildigi Raman spektrumunda, elektro-aktive edilmis su ve kontrol olarak da su
ornekleri kullanilmistir. 200-mW uyarim ve 480 nm uzunlugunda argon lazer
yardimiyla 90° lazere maruz birakilmistir. Spektrum araligi 50-4000 cm™ olarak 20
°C’de kaydedilmistir.
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Sekil 2.7: Degisik sularin raman spektrumlari.

e (1) saf su, (2) 4x10™* M sodyum hidrosiilfat, (3) bazik aktive su, (4) asidik aktive
su, (5) bazik su, (6) asidik su [34].

Elektro aktive suyun Raman spektrumu ile gergeklestirilen analizi Sekil 2.7 de
verilmigtir. Goriildiigii gibi aktif suyun kimyasal yapist diger sulara gore oldukca
farklt oldugu goriilmektedir [34]. Anolit ve katolitin goriindiigi bolgede kimyasal
olarak asidik ve bazik hale getirilmis sularin piklerine rastlanmamustir. Spektrumda,
sodyumhidrosiilfat eklenen suyun 1000-1500 cm™ bolgesinde goriildiigii
belirtilmektedir. Zamana bagl siddete bakildiginda, 24 saat sonra, katot yakinindan
alinan numunede ufak bir diisiis gézlenmistir. Ayn1 durum anot yakinindan alinan
numune i¢in gecerli degildir. Anolit ve katolitten alinan numunelerden esit
hacimlerde alinip karistirildiginda, elektro-aktive edilmis su 6rnegine gore, 700-2700
cm* araliginda sagilmada diisiis gézlenmistir. Raman spektrumu, genellikle, su ve
stv1 sollisyonlarin hidrojen baglarinin giiciiniin zamana bagl dl¢limiinde kullanilir
[35]. Anot ve katot elektrotlarinin yakin yerlerinden alinan numunelerde Raman
genisliginin 700-2700 cm™ arasinda olmasi ortamda yer alan fazladan H" veya OH"
iyonlarmin varhigindan kaynaklandigi sdylenmektedir [35]. Fazladan yer alan bu
iyonlar elektro-aktive edilmis suyun asidik veya alkalin Ozellikte olmasinda etki
gostermektedir. Ayrica, infrared-absorpsiyon spektrumunda konsantre asit ve alkali
sollisyonlarla yapilan Olglimlerde elde edilen bantlarin Raman spektrumda elde

edilen titresim bantlarin1 destekler nitelikte oldugu bildirilmistir [34]. Ayrica bu
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caligmada, elektro-aktive suyun spesifik ozelliklerinde mineral miktarinin 6nemli
oldugu soylenmektedir.

Elektro-aktive edilmis suyun asidik ve bazik kisimlarinda farkli polarlasma
etkilerinin oldugu bilinmektedir [36]. Katot yakinlarinda bulunan fazladan hidroksil
iyonunun, zayif hidrojen baginin olusumunda simetriye katki sagladig: bilinmektedir
hidrojen bagi varligina rastlanilmistir. Bu durum, anot elektrodu yakininda bulunan
suyun katot elektrodu yakininda bulunana oranla hidrojen atomlarinin oksijen
atomuna daha yakin oldugu ve bu da Raman spektrumunda daha yiiksek sagilma
gostermesiyle aciklanmistir. Infrared-spektrumla oOlgiilen degerlerde ise, anot
yakinindan alinan 6rneklerde HsO;, guplari, katot yakinindan alinan drneklerde ise
Hs0% guplar oldugu goriilmistiir [36]. Ayrica, anot elektrotu yakinindan alinan
orneklerde, su molekiillerinin elektrokimyasal bozunmasiyla O-O, O-O" ve H-H*
kararsiz kompleks yapilarin olustugu incelenmistir. Baska bir calismada, az
miktarlarda sodyum hidrosiilfat eklenmesinin, elektro-aktive edilmis suyun her iki
kismindan alinan numunelerde, Raman spektrumunda herhangi bir degisiklige yol

agcmadig1 belirtilmistir [37].

2.3.5. Elektro-aktive Edilmis Suyun Uygulama Alanlan

Asidik ve bazik aktive su, bazi elektrokimyasal 6zelliklerinden dolay1 birgok
kullanim alanina sahiptir (Tablo 2.2). Asidik aktive su genel olarak bakteri ve maya
inaktivasyonunda kullanilmaktadir [38]. Bazik aktive su ise enzim ve mayalarin

aktivasyonunda kullanildig bilinmektedir [39].
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Tablo 2.2: Elektro-aktive sularin bazi kullanim alanlari.

Asidik aktive su

Bazik aktive su

e Kan basincini
azaltir.
e Bakteriler tizerinde

sterilizasyon etkisi

Antioksidan yapisindan
dolay1 viicuttaki alkali
dengesini korur [42].

Bitkilerin gelismesinde

vardir [40]. etkilidir.

e Siis bitkilerinin Kan basincini arttirir.
canliliklarin Ev hayvanlarinin parazit
korunumunda ve enfeksiyonlardan
etkilidir [41]. korunumunda etkilidir.

e Enfeksiyonlarin Bazi
tyilestirilmesinde mikroorganizmalarin
etkili oldugu inkiibasyonunda
bilinmektedir. etkilidir.[43].

2.4. Melas

Kamis ve sekeri pancarindan, sukrozun kristal halde elde edilmesi i¢in yapilan

islemlerin sonucunda geriye kalan ve koyu kahve renkli, ortalama % 50 seker ihtiva

eden, yiiksek viskoziteli (kivamli) suruba melas denir. Melasin i¢erdigi maddeler ve

yiizdeleri olarak agagidaki tabloda verilmistir;
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Tablo 2.3: Melas igerigi.

Bilesen %

Kuru madde 78,000-85,000
Toplam Seker 48,000-68,000
Toplam azot 0,000-3,000
Toplam karbon 28,000-34,000
Toplam inorganik madde 4,000-11,000

Potasyum 2,200-5,000
Cinko 0,003-0,005
Inositol 0,500-0,800
Fosfor 0,020-0,070
Kalsiyum 0,150-0,170

Melas, seker olarak siikroz icerir. Melasin ihtiva ettigi diger organik
maddelerin baglicalari; azotlu maddeler, organik asitler, nisasta ve pentozanlar gibi
kompleks karbohidratlar ve az mktarda mumsu maddeler, steroller ve pigmentlerdir.
Melasta bulunan azotlu maddeler aminoasitler, amidler ve diger basit azotlu
maddelerdir. Seker pancari melasinda baskin halde bulunan azotlu maddeler (betain
ve glutamik asit) melasin karakteristik koku ve lezzetinin biiylik bir kismini
olustururlar. Asetik asit, biitirik asit, formik asit ve propiyonik asit, melasta bulunan
organik asitlerdir. Melasta potasyum, sodyum, demir, siilfat, magnezyum, kalsiyum,
kloriir ve fosfat gibi inorganik bilesikleri vardir. Melasta igerisinde biyotin,
pantotenik asit, inositol, tiyamin, riboflavin, nikotinik asit, pridoksin ve kolin gibi B
gubu vitaminler bulunmaktadir [44].

Melas, glukozdan daha ucuz olmas1 ve icerigindeki inorganik maddelerden
dolayr maya fermantasyonunda kullanilan ticari bir iirlindiir. Son yillarda seker
kaynagi olarak melas, besiyeri olarak A. eutrophus, Azotobacter vinelandii ve
rekombinant E.coli kullanilmasiyla PHB iiretimi gerceklestirilmektedir. Gram hiicre
basina elde edilenkuru PHB % 15-47 arasinda elde edilmektedir [45], [46].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Sarf Malzemeler

Kullanilan sarf malzemelerin listesi Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: Deneyde kullanilan kimyasal malzemeler.

Malzeme Adi Firma Adi Katalog No
Sodyum asetat SIGMA-ALDRICH $7899
Asetik asit RIEDEL 27225
Melas PAKMAYA -
Demir(3) kloriir SIGMA-ALDRICH 372870
Kalsiyum klorir MERCK 20829
Bakir siilfat SIGMA-ALDRICH 451657
Kobalt klortr SIGMA-ALDRICH 60818
Nikel klorir SIGMA-ALDRICH 339350
Cinko siilfat SIGMA-ALDRICH Z0251
Fenol SIGMA-ALDRICH 33522
Sodyum karbonat SIGMA-ALDRICH 451614
Sodyum hidroksit MERCK 1064621000
Glukoz FLUKA 49162
Fruktoz FLUKA F0127
Pepton BD 211693
Yeast Extract MERCK 1.07363
Meat Extract SIGMA-ALDRICH 70164
Amonyum siilfat SIGMA-ALDRICH A3920
Sodyum kloriir MERCK 1.064.001.000
Amonyum klorir SIGMA-ALDRICH A9434
Disodyum fosfat RIEDEL 4243
Magnezyum fosfat SIGMA-ALDRICH M1265
Etil Alkol SIGMA-ALDRICH 459844
Sulfurik asit MERCK 1007311000
Magnezyum Siilfat SIGMA-ALDRICH M2643
Potasyum fosfat RIEDEL 4243
Kloroform SIGMA-ALDRICH C2432
TLC Tabaka MERCK HX271578
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3.1.2. Mikroorganizma

Bu c¢aligmada Wautersia eutropha NRRL B-2804 (ATCC 25207)

kullanilmustir.

3.1.3. Kullanilan Enzim

Bu calismada Sigma Aldrich firmasindan temin edilen invertaz enzimi

(Katalog no: 19253) kullanild1.

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.2 ‘de verilmistir.

Tablo 3.2: Deneylerde kullanilan cihazlar.

Cihaz Adi Firma Adi Modeli
Isiticil manyetik karistirici HEIDOLPH MR Hei-Tec
Otoklav Varioklav 300
UV-Vis spektrofotometre Shimadzu Uv-1601
Santrifij Cihazi Centurion Scientific Ltd. K241R
Vakum firini VWR 1450M
inkiibatér Niive FN 500
Homojenizator IKA T25
Evaporator Buchi R144
FT-IR Spektrometre Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR
H-NMR Spektrometre Varian Inova 500 NMR
C-NMR Spektrometre Varian Inova 500 NMR
Termogavimetre Mettler Toledo TGA/SDTAS851
Mikropipet Seti Thermo Scientific Finnpipette
Steril Kabin Tez-San Clas Il
Mikrosantrifj Beckman Coulter Microfuge 18
Hassas Terazi Sartorius BL210S, BL3100
-80 Derin Dondurucu Thermo Scientific Forma -86 ULT
Elektro-aktive su cihazi Ecovod EAS 3K




3.1.5. Kullamilan Cozelti ve Besiyerleri

Deneylerde kullanilan ¢6zelti ve besiyleri asagida verilmistir.

Tablo 3.3: Eser element ¢ozeltisi.

Icerik % (Wiw)
Demir (3) kloriir 9,70
Kalsiyum klortir 7,80

Bakar sulfat 0,16
Kobalt Kloriir 0,12
Nikel Kloriir 0,12
Cinko Siilfat 0,06
Saf Su 82,04

Tablo 3.4: Biiyiime besiyeri.

Icerik % (Wiw)
Peptone 1,0
Yeast Extract 1,0
Meat Extract 0,5
Amonyum Siilfat 0,5
Saf Su, asidik aktive ve bazik aktive 97.0
su

Tablo 3.5: Glukoz-fruktoz karigimi igeren besiyeri.

Icerik % (W/w)
Disodyum fosfat 0,38
Potasyum fosfat 0,27
Amonyum kloriir 0,20
Magnezyum siilfat 0,02
Eser element ¢ozeltisi 1,00
Glukoz 1,58
Fruktoz 1,58
Distile, asidik ve bazik aktive su 96,11
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Tablo 3.6: Hidrolize melas i¢eren besiyeri.

Icerik % (w/w)
Disodyum fosfat 0,38
Potasyum fosfat 0,27
Amonyum kloriir 0,20
Magnezyum siilfat 0,02
Eser element ¢6zeltisi 1,00
Hidrolize Melas 4,68
Saf Su, asidik aktive ve bazik aktive su 93,45

3.2. Metot
3.2.1. Invertazin Aktivite Tayini

Sukroz ¢6zeltisi (40 ml, 300 mM) kalsiyum asetat tampon ¢ozeltisi (25 mM,
pH 4.3) igerisinde hazirlanarak 100 mg invertaz enzimiyle (30 °C, 60 dakika, 300
rpm) muamele edilmistir. Toplam seker miktar1 DNS methoduyla belirlenmistir.
Aktivite birimi (IU), aktivite tayin sartlarinda dakikada 1 umol sukroz hidrolize eden
enzim miktar1 olarak tanimlandi. Enzimin aktivitesi 145 IU/mg enzim olarak

hesaplandi.

pumol sukroz

U= dakika x mg enzim

(3.1)

3.2.2. Melasin icinde Bulunan Siikrozun Hidrolizi

Melas (30 g), asetat tampon ¢ozeltisiyle (25 mM, pH:4,5) 5 kat seyreltildi.
(Cozelti homojen hale gelinceye kadar manyetik karistirict (500 rpm, 10 dakika) ile
karistirildi.  Cozelti ortamma 1 ml invertaz (2,5 mg/ml) ilave edilip manyetik
karistirict ile karigtirilarak (45 dk, 65 °C, 500 rpm) hidroliz reaksiyonu
gerceklestirildi. Reaksiyon siiresince (45 dk) alinan 6rnekler 100 °C’de 10 dakika
muamele edilerek enzim aktivitesi durduruldu. Elde edilen seker oOrnekleri ince
tabaka kromatogafisi (TLC; Thin Layer Chromatogaphy) ile takip edilerek, toplam
indirgen seker miktar: ise DNS metoduyla tayin edildi [47].
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3.2.3. TLC Analiz Metodu

Enzimatik hidroliz reaksiyonu ile melas igerisindeki siikrozun, glukoz ve
fruktoz yan iriinlerine hidrolizi Ince Tabaka Kromatogafisi (Thin Layer
Chromatogaphy; TLC) yontemiyle takip edilmistir. Uriinler silika jel ile kaplanmis
plakalar (Merck 555) tizerine 0,002 ml damlatilarak asetonitril: su (80:20 v/v)
bulunan ¢ozelti sisteminde yiiriitildii. Reaksiyon iriinlerinin goriiniir hale
getirilebilmesi igin yiiriitiilen plaka % 5 siilfirik asit (w/w) ve % 0,5 a-naftol (w/w)
iceren % 95’lik etil alkol ¢ozeltisine daldirilarak sicak plaka (hot plate) iizerinde 110
°C’de 10 dakika yakildi.

3.2.4. Toplam Seker Tayini

DNS (Dinitro salisilik asit) ¢ozeltisi, fenol (0,2 g), sodyum karbonat (50 mg)
ve sodyum hidroksit (1,6 g) toplam hacim 100 ml olacak sekilde saf suda ¢oziilerek
hazirland1 [47]. 100 pl melas numunesi lizerine 100 ul DNS ¢ozeltisi eklenerek
vorteks ile karistirtldi. Karistm 100 C’de 5 dakika tutulduktan sonra oda sicakligina
sogutuldu ve UV absorbanst (575 nm) o6l¢iildii. Standart gafigi igin farkl

konsantrasyonlarda (0,25-1,75 mg/ml) hazirlanan glukoz ¢ozeltileri kullanildi.

3.2.5. Elektro-aktive Suyun Hazirlanmasi

Elektro-aktive su, cihazin (Ecovod EAS 3K) anot ve katot hiicrelerine 1’er It

icme suyu (Lido Su) konularak 2 saat boyunca g¢alistirilip, dis ortam sicakliginda elde
edildi.

Tablo 3.7: Elektro-aktive su cihazinin teknik ozellikleri.

Parametre Deger
Kapasite 1 L/saat
Gerilim 220V
Frekans 50 Hz

Ortalama Gii¢ Tiiketimi 0,4 kW
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Tablo 3.8: Elektro-aktive sularin hazirlanmasinda kullanilan igme suyunun(Lido)

ozellikleri.
Bilesen/Parametre Birim Deger
Floriir(F) 0,04
Bikarbonat(HCOj3) 104,92
S Kloriir(CI) 1,20
§“ Siilfat(SO47?) 6,90
E Kalsiyum(Ca*?) mg/L 32,20
;‘ Magnezyum(Mg*?) 4,20
Potasyum(K™) 0,20
Sodyum(Na®) 5,40
Demir(Fe*?) 0,00
5 fletkenlik us/cm 111,20
§ pH - 7,04

Sekil 3.1: Elektroaktive su liretim cihazi.

3.2.6. Wautersia Eutropha *nin Biiyiitiilmesi

PHB iiretimi i¢in Wautersia eutropha bakterisi kullanildi. Gliserol stoktan
alinan 150 puL bakteri 6rnegi baslangi¢ pH degeri 7.0 olan Tablo 3.4’teki besiyerine
(5 ml) aktarilarak 24 saat boyunca inkiibasyona (150 rpm, 30 °C) tabii tutuldu ve
optik yogunlugu (Asoo nm) UV-VIS spektrofotometre ile takip edildi. Elde edilen hiicre

kiiltiirti glukoz-fruktoz karisimi veya hidrolize melas igeren besiyerinde kullanildi.
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3.2.7. Poli-p-Hidroksibiitirat Uretimi

Bu g¢alismada, 5ml’lik biiyiime besiyerinden (Tablo 3.4) elde edilen hiicre
kiltiri, farklh sularla (distile, asidik aktive ve bazik aktive) hazirlanan 100 ml’lik
besiyerine (Tablo 3.4) aktarildi. Bu asamadan sonra elde edilen hiicre kiiltiirti glukoz-

fruktoz karisimi veya hidrolize melas i¢eren besiyerinde kullanildi.

3.2.7.1. Glukoz-fruktoz Karisim iceren Besiyerinde Uretim

Biiylime besiyerinden 1 ml alinarak 250 ml erlenmayer flask igerisindeki (100
ml) pH degeri 7.0 olan besiyerine (Tablo 3.4) asilama yapildi. Belirli zaman
araliklarinda tiirbidite degeri Olgiilerek bakteri kiiltlirliniin tiremesi takip edildi.
Tiirbidite degerinin sabitlendigi mertebede (~2,000) inkiibasyon durdurularak
santrifiij (20 dk, 4 °C, 3800 rpm) edildi. Hiicre pelleti NaCl ¢ozeltisiyle (% 0,9, 10
ml) yikandiktan sonra 10 ml glukoz-fruktoz karigimi iceren besiyeri ile siispanse
edildi ve hiicre kiiltiirii 650 ml’lik glukoz-fruktoz karigsimi ile hazirlanan besiyerine
(Tablo 3.5) transfer edilerek 48 saat inkiibe (30 °C’de, 150 rpm) edildi. Inkiibasyon
sirasinda tiirbidite degeri takip edilerek 48 saat sonunda elde edilen kiiltiir santrifiij (4
°C, 3800 rpm) edildi. Hiicre kiiltiirii, NaCl ¢ozeltisi (% 0,9, 5 ml) ile yikandiktan
sonra tekrar santrifiij (4 °C, 3800 rpm) edilerek vakum firininda (15 saat, 50 °C)
kurutuldu. Besiyerinin inkiibasyon baslangici ve sonundaki toplam seker miktari
DNS metodu [47] ile belirlendi. Deneylerde kullanilan besiyeriler, saf su veya
Elektro-aktive edilmis suyla seyreltilerek pH 7.0 olacak sekilde hazirlandi. Besiyeri
hazirlanirken glukoz, fruktoz ve MgSO4.7H,O ayr1 ayri otoklavlandi ve aseptik

olarak besiyerine ilave edildi.

3.2.7.2. Hidrolize Melas iceren Besiyerinde Uretim

Biiyime besiyerinden 1 ml alinarak 250 ml erlenmayer flask icerisindeki
hidrolize melas igeren (100 ml) pH degeri 7.0 olan besiyerine (Tablo 3.4) asilama
yapildi. Belirli zaman araliklarinda tiirbidite degeri Olgiilerek bakteri kiiltiiriiniin
tiremesi takip edildi. Tiirbidite degerinin sabitlendigi mertebede (~2,000) inkiibasyon
durdurularak santrifiij (20 dk, 4 °C, 3800 rpm) edildi. Hiicre pelleti NaCl ¢ozeltisiyle

(% 0,9, 10 ml) yikandiktan sonra 10 ml hidrolize melas igeren besiyeri ile siispanse
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edildi ve hiicre kiiltiirii 650 ml’lik besiyerine (Tablo 3.6) transfer edilerek 48 saat
boyunca inkiibe (30 °C’de, 150 rpm) edildi. Inkiibasyon sirasinda tiirbidite degeri
takip edilerek 48 saat sonunda elde edilen kiiltiir santrifiij (4 °C, 3800 rpm) edildi.
Hiicre kiiltiirti, NaCl ¢ozeltisi (% 0,9; 5 ml) ile yikandiktan sonra tekrar santriflij (4
°C, 3800 rpm) edilerek vakum firminda (15 saat, 50 °C) kurumaya birakildi.
Besiyerinin inkiibasyon baglangici ve sonundaki toplam seker miktar1 DNS metodu
[47] ile belirlendi. Deneylerde kullanilan besiyeriler, saf su veya elektro-aktive
edilmis suyla seyreltilerek hazirlandi. Besiyeri hazirlanirken hidrolize melas ve

MgS0O,.7H0 ayr1 ayri otoklavlandi ve aseptik olarak besiyerine ilave edildi.

3.2.8. Poli-p-Hidroksibiitirat Ekstraksiyonu

Poli-B-Hidroksibiitirat (PHB) eldesi Chaijamrus ve Udpuay tarafindan
gelistirilen ekstraksiyon metotu kullanilarak gergeklestirildi [48]. Vakum firininda
kurutulan hiicreler agirliginin 10 kati kadar kloroform igerisinde homojenizator (10
dk, 25 'C, 13500 rpm) kullamilarak pargalandi ve elde edilen siipernatant filtre
kagidiyla siiziildii. Siipernatant evaporatdr kullanilarak viskoz hale getirildi ve
hacmen 10 kati1 etil alkol (% 95 v/v) cozeltisine damla damla ilave edilerek
coktiiriildii. Coken PHB iki kez etil alkol kullanilarak yikandi ve vakum firinda (50
°C, 24 saat) kurutuldu.

3.2.9. Poli-p-Hidroksibiitirat Analizi

Elde edilen iiriin, UV-spektrometre, FT-IR, H-NMR, BC-NMR ve TGA

kullanilarak analiz edildi.

3.2.9.1. UV-Spektrometre

Kurutma islemi sonrasinda elde edilen kati 6rnekten aliman numune (0,1 ),
balon igerisinde bulunan siilfiirik asit (5 ml, % 98 v/v) iizerine eklenip su banyosunda
isitma islemi (1 saat, 60 °C) gergeklestirildi [49]. Oda sicakliginda sogumaya
birakilan ¢o6zeltiden 20 ul 6rnek alindi ve 1 ml’ye siilfirik asitle (% 98 v/v)
tamamlanarak UV spektrometrede (200-300 nm) absorbans 6l¢iimii gergeklestirildi.

Uygulanan yontem ile 235 nm’de maksimum absorbans degeri gdzlemlendi.
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3.2.9.2. Infrared ve NMR Spektrumu

IR-spektrometrik (Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR spectrometer) 6l¢iim igin
1 mg ornek kullanilarak 650-4000 cm* bolgesindeki absorpsiyon dalga boyunda
Olgtim gergeklestirildi. NMR spekturumu i¢in 4 mg 6rnek alinarak d-kloroform
icerisinde ¢oziilip, H-NMR (Varian Inova 500 NMR) spektrum analizi
gerceklestirildi. *C-NMR spektrum 6l¢iimii i¢in 10 mg 6rnek kullanildu.

3.2.9.3. Termogavimetrik Analiz

Uretilen PHB i¢in TGA analizi TGA/SDTA851 Mettler Toledo marka cihaz ile
gerceklestirildi. Analizde N, akis hizi1 20 ml/dk olarak belirlendi.
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4. DENEYSEL SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, Wautersia eutropha NRRL B-2804 susu kullanilarak PHB
tretimine karbon kaynaginin (glukoz-fruktoz karisimi veya hidrolize melas) ve
elektro-aktive sularin (asidik ve bazik aktive) etkisi ¢alisildi. Yapilan ¢alismalarda
her bir deney 3 (ii¢) kez tekrarlanmistir. Elektro-aktive sularla yapilan deneyler

suyun hazirlandig: giin ve depolanan (5 giin ve 10 giin) sularla gerceklestirildi.

4.1. Melas Icerisinde Bulunan Siikrozun Hidrolizi

Invertaz kullamlarak gerceklestirilen melas sekerinin hidroliz reaksiyonu TLC

metoduyla takip edildi (Sekil:4.1).

Fruktoz
Glukoz

Sikroz

Kangm0._5 10 15 20 25 30 35 45

Sekil 4.1: Melasda bulunan sukrozun hidroliz {irtinlerinin TLC analizi.

TLC’den goriildiigi gibi 45 dakika hidroliz sonunda melas sekeri tamamen
glukoz ve fruktoza gevrildi.

4.2. Toplam Seker Tayini

Invertaz kullanilarak gerceklestirilen melas sekerinin hidroliz reaksiyonu
sonucu elde edilen monosakkaritlerin (glukoz ve fruktoz) miktarlart DNS metodu ile
tayin edildi. Reaksiyon neticesinde; 45 dakikada 1 gram melastan 0,64 g indirgen

seker elde edildi. Bu deger Tablo 2.3’te verilen araliktadir.
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4.3. Elektro-aktive Su

Deneylerde kullanilan elekro-aktive suyun eldesinde Lido marka igcme suyu
kullanildi. Elektro-aktive su cihaziyla yapilan islemden sonra asagidaki degerlere

sahip sular elde edildi.

Tablo 4.1: Deneylerde kullanilan su tiirlerinin 6zellikleri.

Su pH ORP (mV)
Distile 6,80 +141
Asidik aktive 3,51 +38
Bazik aktive 9,75 -255

4.4. Mikroorganizmanin Bilyiitiilmesi

Wautersia eutropha bakterisinin biiylime besiyerinde zamana gore optik
yogunluk degerleri incelendi. Biiyiime besiyerlerinde aktive su (asidik ve bazik

aktive) ve distile su kullanildu.

4.4.1. Wautersia eutropha Bakterisinin Biiyiitiilmesi

Mikroorganizmanin biiyiitiilmesi asidik aktive, bazik aktive ve distile su

kullanilarak gerceklestirilmistir. Sonuglar Sekil 4.2°de verilmistir
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Sekil 4.2: Aktive sular ve distile su kullanilarak hazirlanan biiylime besiyerinde
Wautersia eutropha bakterisinin optik yogunluk degerleri.

Sekil 4.2°den gortilebilecegi gibi, bazik aktive suyla hazirlanan besiyeri, diger
besiyerlerine gore 4 saat daha erken gecikme evresine geldigi goriilmektedir. Bu
sonuca gore elektro-aktive edilmis sularin difiizyonu hizlandirdigini ortaya

koymaktadir.

4.4.2. Glukoz-Fruktoz Karisimi ile Hazirlanan Besiyerinde Uretim

Glukoz-fruktoz karisimi ile hazirlanan besiyerinde Wautersia eutropha
bakterisinin zamana gore optik yogunluk degerleri incelendi. Besiyerlerinde aktive

sularla (asidik ve bazik aktive) ve distile su kullanildu.
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Sekil 4.3: Aktive sular ve distile su kullanilarak glukoz-fruktoz karigimi ile
hazirlanan besiyerinde Wautersia eutropha bakterisinin optik yogunluklari.

Sekil 4.3’den de anlasilabilecegi gibi, elektro-aktive edilen sular (asidik ve
bazik aktive), biiylime egrisinin 9. saatinde yakin optik degerlere ulasmis olmalarina
ragmen distile suyla hazirlanan besiyerinin daha diisiik degerlere sahip oldugu agikca

goriilmektedir.

4.4.3. Hidrolize Melas ile Hazirlanan Besiyerinde Uretim

Hidrolize melas ile hazirlanan besiyerinde Wautersia eutropha bakterisinin
zamana gore optik yogunluk degerleri incelendi. Besiyerlerinde elektro-aktive sular

(asidik ve bazik aktive) ve distile su kullanildu.
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Sekil 4.4: Aktive sular ve distile su kullanilarak hidrolize melas ile hazirlanan
besiyerinde mikroorganizmanin biiylitiilmesi.

Sekil 4.4’den gorildigi gibi, elektro-aktive edilen sular(asidik ve bazik aktive)
bliylime egrisinin 9. saatinde yakin optik degerlere ulasti. Distile suyla hazirlanan

besiyerinin daha diisiik degerlere sahip oldugu goriilmektedir.

4.5. PHB Ekstraksiyonu

4.5.1. Glukoz-Fruktoz Karisim ile Hazirlanan Besiyerinde

Wautersia eutropha bakterisinin, karbon kaynagi olarak glukoz-fruktoz
karigimi kullanilan besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen kuru hiicre
agirliklart asidik ve bazik aktive su ile saf su i¢in sirasiyla 1,62 g/L, 1,86 g/L ve 1,29
o/L olarak belirlendi.

Elektro-aktive sularla hazirlanan besiyerinde Wautersia eutropha bakterisinin
48 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen PHB miktarinin kuru hiicre miktarina

orani Tablo 4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2: Karbon kaynagi olarak glukoz-fruktoz karisimi kullanilarak Elektro-aktive
su ve distile suyla hazirlanan besiyerinde Wautersia eutropha bakterisinin 48 saatlik
inkiibasyonuyla elde edilen PHB miktarinin kuru hiicre miktarina orani.

PHB miktan
Su (9)/Kuru hiicre
miktari (Q)
Asidik aktive 0,1339
Bazik aktive 0,1441
Distile 0,1048

Calisma sonunda elde edilen PHB miktarlar asidik (% 13,39), bazik (% 14,41)
ve distile su (% 10,48) i¢in incelendiginde Elektro-aktive suyun bazik ksimiyla

yapilan inkiibasyonun daha iyi sonug¢ verdigi belirlendi.

4.5.2. Hidrolize Melas ile Hazirlanan Besiyerinde

Wautersia eutropha bakterisinin karbon kaynagi olarak hidrolize melas
kullanilan besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen kuru hiicre
agirliklar asidik ve bazik aktive su ile saf su i¢in sirasiyla 2,02 g/L, 2,31 g/L ve 1,62
g/L olarak belirlendi.

Elektro-aktive sularla hazirlanan hidrolize melas igeren besiyerinde Wautersia
eutropha bakterisinin 48 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen PHB miktarinin

kuru hiicre miktarina orani Tablo 4.3’de verilmistir.

Tablo 4.3: Karbon kaynagi olarak hidrolize melas kullanilarak Elektro-aktive su ve
distile suyla hazirlanan besiyerinde Wautersia eutropha bakterisinin 48 saatlik
inkiibasyonuyla elde edilen PHB miktarinin kuru hiicre miktarina orani.

PHB miktar
Su (9)/Kuru hiicre
miktar (Q)
Asidik Su 0,1662
Bazik Su 0,1835
Distile su 0,1282
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Calisma sonunda elde edilen PHB miktarlar1 asidik aktive (% 16,62), bazik
aktive (% 18,35) ve distile su (% 12,82) igin incelendiginde bazik aktive suyla

yapilan inkiibasyonun daha iyi sonug verdigi belirlendi.

4.6. Depolamanin Elektro-aktive Sular Uzerine Etkisi

Mikroorganizmanin  biiyiitilmesinde  kullanilan  Elektro-aktive  suyun
depolanarak (5 giin ve 10 giin), Wautersia eutropha bakterisinin biiyiimesine ve PHB

tiretim kapasitesine etkisi incelendi.

4.6.1. 5 Giin Depolanan Aktive Sularla PHB Uretimi

PHB {iretiminde kullanilan Elektro-aktive edilmis su (asidik ve bazik) 5 giin
depolanarak besiyerleri hazirlandi. Mikroorganizmanin biiyiime degerlerini gosteren

sonuglar Sekil 4.5’de verilmistir.

—&— 5 giin bekletilen Asidik aktive Su
—e— 5 giin bekletilen Bazik aktive Su
257 —4— Distille Su
s A& a
2,0+ g
1,54
D\o
© 10
0,5
Ovo T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
Zaman(Saat)

Sekil 4.5: Biiylime besiyerinde kullanilan aktive sularin (5 glin depolanan)
Wautersia eutropha’nin biiyiimesi {izerine etkisi.

Bu sonuglara gore; mikroorganizmanin biiyiime besiyerindeki gelisimine su
farkliligimin etkisi incelendiginde asidik ve bazik su arasinda herhangi bir fark

gozlenmezken distile suya gore daha iyi performans gosterdikleri gézlendi.
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Biiylime besiyerlerinden glukoz-fruktoz karisimi iceren besiyerlerine aktarilan
mikroorganizmanin gelisimi incelendiginde 5 giin depolanan sularla (asidik aktive

su, bazik aktive su, distile su) yapilan denemeler Sekil 4.6’da verildi.

—&— 5 giin bekletilen Asidik aktive su
2,5 —®— 5 giin bekletilen Bazik aktive su
—A— Distile su
2,0
1,5
g@
1,0
0,5+
0’0 T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50
Zaman(Saat)

Sekil 4.6: Glukoz-fruktoz karisimi igeren besiyerinde kullanilan aktive sularin
(5 gilin depolanan) Wautersia eutropha’nin biiylimesi iizerine etkisi.

Calisma sonunda elde edilen verilere gore, mikroorganizmanin glukoz-fruktoz
karisimi igeren besiyerindeki gelisimine su farkliliginin etkisi incelendiginde, asidik
ve bazik su birbirine benzer sonucglar gosterirken distile suya gore yaklasik % 10
daha fazla tiirbidite degerine sahip olduklar1 acik¢a goriilmektedir.

Farkli sularla (asidik, bazik ve distile) hazirlanan glukoz-fruktoz karigimi
iceren besiyerinde Wautersia eutropha bakterisinin 48 saatlik inkiibasyon sonunda
elde edilen kuru hiicre agirliklar1 asidik ve bazik aktive ile saf su i¢in sirasiyla 2,12
o/L; 2,11 g/L ve 2,02 g/L mertebesindedir.

Elektro-aktive sularla hazirlanan ve glukoz-fruktoz karigimi igeren besiyerinde
Wautersia eutropha bakterisinin 48 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen PHB

miktarinin kuru hiicre miktarina oran1 Tablo 4.4’de verilmistir.
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Tablo 4.4: 5 giin depolanan Elektro-aktive sularin PHB {iretimlerine etkisi.

PHB
Su miktari(g)/Kuru
hiicre miktari(Q)
Asidik aktive 0,1072
Bazik aktive 0,1088
Distile 0,1041

Calisma sonunda elde edilen PHB miktarlar asidik (% 10,72), bazik (% 10,88)
ve distile (% 10,41) su i¢in incelendiginde farkli bir sonug elde edilmedi.

4.6.2. 10 Giin Depolanan Aktive Sularla PHB Uretimi

PHB iiretiminde kullanilan Elektro-aktive edilmis su (asidik ve bazik) 10 giin
depolanarak besiyerleri hazirlandi. Mikroorganizmanin biiyiime degerlerini gosteren

sonuclar Sekil 4.7 de verilmistir.

—&— 10 giin bekletilen Asidik aktive Su
2,5 —8— 10 giin bekletilen Bazik aktive Su
—=A— Distile Su
2,0+
1,5
o2
© 104
0,5
0,0 T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
Zaman(Saat)

Sekil 4.7: Biiylime besiyerinde kullanilan aktive sularin(10 giin depolanan)
Wautersia eutropha’nin biiyiimesi iizerine etkisi.
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Calisma sonunda elde edilen verilere gore mikroorganizmanin biiylime
besiyerindeki gelisimine 10 giin depolanan farkli sularin (asidik, bazik ve distile)
etkisi incelendiginde, asidik ve bazik su arasinda herhangi bir fark gozlenmezken
distile suya gore daha iyi sonug elde edildi.

Biiytime besiyerlerinden glukoz-fruktoz karisimi igeren besiyerlerine aktarilan
mikroorganizmanin gelisimi incelendiginde 10 giin depolanan suyla (asidik, bazik,

distile) yapilan denemeler Sekil 4.8’de verilmistir.

—a&— 10 giin bekletilen Asidik aktive su
—o— 10 giin bekletilen Bazik aktive su

2,54 e
—A— Distile su

ODgg

0’0 v I v I v I v I v I
0 10 20 30 40 50

Zaman(Saat)

Sekil 4.8: Glukoz-fruktoz karisimi igeren besiyerinde kullanilan aktive
sularm(10 giin depolanan) Wautersia eutropha’nin biiyiimesi iizerine etkisi.

Elde edilen verilere gore, mikroorganizmanin glukoz-fruktoz karisimi igeren
besiyerindeki gelisimine su farkliliginin etkisi incelendiginde, asidik ve bazik su
birbirine benzer sonuglar gosterirken distile suya gére % 10 daha fazla tiirbidite
degerine olduklar1 goriilmektedir.

Farkli sularla (asidik, bazik ve distile) hazirlanan glukoz-fruktoz karigimi
iceren besiyerinde Wautersia eutropha bakterisinin 48 saatlik inkiibasyon sonunda
elde edilen kuru hiicre agirliklart asidik ve bazik aktive ile distile su igin sirasiyla

1,89 g, 2,03 g ve 2,02 g mertebesindedir.
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Elektro-aktive sularla hazirlanan glukoz-fruktoz karisimi igeren besiyerinde
Wautersia eutropha bakterisinin 48 saatlik inkiibasyon sonunda elde edilen PHB

miktarinin kuru hiicre miktarina oran1 Tablo 4.5°de verilmistir.

Tablo 4.5: 10 giin depolanan Elektro-aktive sularin PHB iiretimlerine etkisi.

PHB
Su miktari(g)/Kuru
hiicre miktari(Q)
Asidik aktive 0,1055
Bazik aktive 0,1058
Distile 0,1029

Calisma sonunda elde edilen PHB miktarlari asidik (% 10,55), bazik (% 10,58)
ve distile (% 10,29) su i¢in incelendiginde farkli bir sonug elde edilmedi.

Elektro-aktive edilmis suyun depolanan (5 ve 10 giin) kisimlar1 (asidik ve
bazik) ve distile suyla hazirlanarak gergeklestirilen inkiibasyon denemelerinde,
mikroorganizmanin biiylimesine ve PHB {iiretimine herhangi bir etkisinin olmadigi

gozlemlendiginden g¢alismalara bekletilmemis elektro-aktive su kullanilarak devam
edildi.

4.7. PHB Analizi

Elde edilen iiriin, UV-spektrometre, FT-IR, H-NMR, *C-NMR ve TGA
kullanilarak analiz edildi.

4.7.1. UV-Spektrofotometre

Uriin siilfiirik asit kullanilarak krotonik aside ¢evrildi. Krotonik asidin UV-

spektrometre analizi sonucu Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9: Krotonik asit UV absorbans 6l¢timii.

UV analizi sonucu 235 nm’de elde eldilen absorbans degeri ({iriiniin
polihidroksi alkonoat tiirevi bir polimer oldugunu gostermektedir. Pal ve arkadaslari
tarafindan gergeklestirilen c¢aligma sonucunda Sekil 4.10’da verilen UV 06rnegi

tirlinlimiiziin dogrulugunu desteklemektedir [50].
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Sekil 4.10: Poli-B-hidroksibiitirat’a ait UV analiz 6rnegi.
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4.7.2. IR Spekrometre

800-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda yapilan Ol¢iim sonucunda verilen

spektrumdan saglanan degerlerin karsilig1 Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6: PHB’nin FT-IR spektrumundan elde edilen dalga sayis1 degerlerinin

karsilig1.
Dalga Sayis1 (cm™) Karsihig
Karboksilik asitteki
1719 _
karbonil gubunu
2974-2934 Alifatik —CH gerilmesi
1275 Ester gubu
1379 Metil gubu

C-O bandlart 1000-1300 cm™ bélgesinde iki veya daha ¢ok band halinde
gozlemlenir. Sekil 4.11°te goriildigii gibi spektrumumuzda 1130 cm™ ve 1100 cm™
bélgesindeki pikler 1300-1000 cm™ de yer alan piklere gore daha keskindir, bu
nedenle bu piklerin C-O pikleri oldugu diisiiniilmektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: PHB’nin FT-IR spektrumu.
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Darshan ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilen c¢alisma sonucunda Sekil

4.12’de verilen FT-IR spektrumu tiriniimiiziin dogrulugunu desteklemektedir [51].
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Sekil 4.12: PHB’ye ait IR spektrumu 6rnegi.
4.7.3. C-NMR ve H-NMR Spektroskopisi

Sekil 4.13°de goriildiigii gibi *C-NMR spektrum piklerine baktigimizda
yapinin PHB oldugunu gérmekteyiz, ¢linkii R gubundaki yap1t —CHj degil de farkli
bir karbon gubu olsaydi spektrumda gozlenecek olan pik sayist daha fazla ve

kimyasal kayma degerleri daha farkli olmasi gerekmektedir (Tablo 4.7).
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Sekil 4.13: PHB nin *C-NMR spektrumu.
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Tablo 4.7: PHB’a ait 13C-NMR spektrumunun kimyasal kayma degeri ve literatiirle
karsilastirilmasi (a: Elde edilen tirtine (PHB) ait kimyasal kaymalar, b: Literatiire ait

PHB verileri).
Karbon atomu | Kimyasal kayma (ppm)?® | Kimyasal kayma®
-CH3 19,76 19,76
-CH2 40,79 40,77
-CH 67,60 67,40
-C=0 169,12 169,14

H-NMR spektrometresinde elde edilen sonuglara gore 1,273 ve 1,261 ppm’de
gozlenen ikiye yarilmis pik polimerde yer alan —CH karbonuna bagli —CH3 yapisini,
2-3 ppm arasindaki pikler —CH, yapisini, 5,256 ppm’deki pikte bize —CH yapisini
gostermektedir ( Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: PHB’nin H-NMR spektrumu.

Fernandez ve arkadaslarinin tarafindan gergeklestirilen calisma sonucunda

Sekil 4.15°de  verilen C-NMR  spektrumu iriiniimiizin  dogrulugunu
desteklemektedir [53].
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Sekil 4.15: PHB’ye ait BC-NMR spektrumu Ornegi.

4.7.4. Termogavimetrik Analiz

Yapilan termogavimetrik analizine (TGA) gore elde edilen

uriniin

degadasyonu 274 °C’de baslayip 300 °C’de bitmektedir. Bu sicaklik arasinda

maddenin % 92,84’i bozunmustur, buna goére maddemiz yaklasik olarak % 93

oraninda saftir (Sekil 4.16). Marjadi ve arkadaslar tarafindan yapilan g¢alismada,

PHB kloroform ile ekstrakte edilmistir. Bu analiz neticesinde bozunma sicaklik

araliginin 250 ile 300 °C arasinda oldugunu gozlemlemislerdir [51]. Bu bozunma

sicaklik aralig1 bizim ¢alismamizi desteklemektedir.
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Sekil 4.16: PHB’nin TGA analizi.
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Marjadi ve arkadaslari tarafindan gerceklestirilen ¢alisma sonucunda Sekil

4.17°de verilen TGA spektrumu tirtiniimiiziin dogrulugunu desteklemektedir.

Sekil 4.17: Marjadi ve Arkadaslarinin yaptig1 ¢alismadaki TGA analizi.
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5. SONUCLAR ve YORUMLAR

Bu tez c¢alismasinda, Wautersia eutropha NRRL B-2804 susunun poli-f-
hidroksibiitirat (PHB) tiretimini gergeklestirdigi bulundu ve PHB {iretiminde verim
artigt i¢in yeni metotlar lizerinde c¢alisildi. PHB iiretiminde verim artis1 igin karbon
kaynag1 (glukoz-fruktoz karigimi ve hidrolize melas) ve elektro-aktive sularin (asidik
ve bazik) etkileri ¢alisildi. Asidik ve bazik aktive sular glukoz-fruktoz karisimi ve
hidrolize melas igeren besiyerlerininin hazirlanmasinda kullanildi. Elektro-aktive
sularla gerceklestirilen denemelerde, besiyerleri hazirlanirken pH degerlerinin distile
suyla 6nemli bir farklilik (7.00 = 0,05) gostermedigi belirlendi. Literatiirde, elektro-
aktive sularin tiretiminde ¢esitli tuzlar kullanilabilmektedir [54]. Bu durumda iiretilen
asidik aktive sularin mikroorganizmalarin inaktivasyonunu sagladigi calismalar
mevcuttur [55]. Tez ¢alismasinda kullanilan aktive sularin iiretiminde herhangi bir
tuz kullanilmadi ve {retilen asidik aktive sular i¢in mikroorganizmanin
inaktivasyonu acisindan herhangi bir etkisi goriilmedi.

Distile suyla hazirlanan besiyerlerinde karbon kaynagi olarak glukoz-fruktoz
karigimi yerine hidrolize melas kullanildiginda kuru hiicre basina diisen PHB
veriminin % 22,3 oraninda artti1 gézlendi. Ayrica bu verimi daha fazla arttirmak
amaciyla distile su yerine asidik ve bazik elektro-aktive sular kullanildi. Asagida
degisik deneylerde elde edilen gram kuru hiicre basina iiretilen PHB miktarlar

verilmistir:

e Glukoz-fruktoz karisimi kullanildiginda;
- Asidik aktive su: 0,1339 g
- Bazik aktive su: 0,1441 g
- Distile su: 0,1048 ¢
¢ Hidrolize melas kullanildiginda;
- Asidik aktive: 0,1662 g
- Bazik aktive: 0,1835 g
- Distile su: 0,1282 ¢

Calisma sonunda elde edilen veriler incelendiginde, karbon kaynagi olarak

glukoz-fruktoz karigimi yerine hidrolize melas kullaniminin kuru hiicre agirhiginda
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asidik aktive icin % 24,1, bazik aktive icin % 24,2 ve distile su i¢in % 25,6 verim
artig1 gosterirken, gram kuru hiicre basina (g) diisen PHB miktarinda (g) ise asidik
aktive, bazik aktive ve distile su i¢in sirasiyla % 24,1, % 27,2 ve % 22,3 oraninda
artis belirlendi. Karbon kaynagi olarak glukoz-fruktoz karisimi ve elektro-aktive su
kullanilarak hazirlanan besiyeri ortaminda distile suyla hazirlanan besiyerine gore
elde edilen kuru hiicre miktar1 asidik aktive igin % 25,6, bazik aktive i¢in % 44,2
iken; PHB miktarinda asidik aktive ve bazik aktive igin sirasiyla % 27,8 ve % 37,5
verim artig1 goriildii. Karbon kaynagi olarak hidrolize melas ile hazirlanan
besiyerinde elektro aktive su kullanimi, distile suya gore; kuru hiicre miktart (Q)
acisindan asidik aktive i¢in % 24,7, bazik aktive i¢in % 42,6 artig sagladig1 bulundu.
Ayrica gram kuru hiicre bagina diisen PHB miktarinda ise asidik aktive ve bazik
aktive i¢in sirastyla % 29,6 ve % 43,1 olacak sekilde artig sagladig tespit edildi.
Sonug olarak, karbon kaynagi olarak hidrolize melas ile hazirlanan besiyerinde bazik
elektro-aktive su kullanilmasinin kuru hiicre ve PHB verimine olumlu etkisinin
oldugu saptandi. Literatiirde, melas kullanarak PHB {ireten farkli miroorganizmalarla
yiiksek verimler elde edilen caligmalar mevcuttur. Asagida gram kuru hiicre basina
diisen PHB miktarlar1 verilmistir: Ali ve arkadaslari, seker pancart melas1 kullanarak
Ralstonia eutropha PTCC1615 susuyla gergeklestirdigi ¢alismada 0,07 g [56], Wu ve
arkadaglariin Bacillus sp. Jma5 susu kullanarak melasla yaptiklar1 ¢alismada 0,25
[57], Beaulieu ve arkadaslar1 A.eutrophus DSM 545 susu ve seker pancari ile
yaptiklart ¢aligmada yaklasik 0,21 g PHB elde etmislerdir [46]. Diger metotlara
alternatif olabilecek bu tez calismasinda, literatiirdeki verilerin bir kismindan 1yi olan
Wautersia eutropha B-2804 susunun veriminin daha da arttirilmasi saglandi.
Elektro-aktive suyun iretiminden sonra bekletilmeden hazirlanan glukoz-
fruktoz karigimi iceren besiyerindeki biiyiime degerleri 9. saatte asidik aktive su igin
2,117, bazik aktive su i¢in 2,237 degerine ulasmis olmalarina ragmen distile suyla
hazirlanan besiyerinin tiirbidite degerinin 2,074 seviyesine ancak 45. saatte sahip
oldugu tespit edildi. Hidrolize melas ile hazirlanan besiyerindeki biiyiime degerleri
asidik aktive ve bazik aktive su i¢in 9. saatte sirasiyla 2,148 ve 2,256 tiirbidite
degerlerine ulasmalarina ragmen distile suyla hazirlanan besiyerinde ise 45. Saatte
2,130 degerine ulastig1 gozlendi. Biiylime egrilerinden gortldigi gibi elektro-aktive
su ile hazirlanan besiyerlerinde su molekiil kiimelerinin kii¢iilmesinin difiizyonu

arttirdigt ve besinlerin mikroorganizmaya daha hizli yayilmasini saglayarak
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biliylimeyi hizlandirdig: diisiiniilebilir. Asidik ve bazik elektro-aktive sularla yapilan
denemelerde, besiyerlerinin pH degerleri ve su molekiil kiimelerinin ayn1 seviyede
olmasia ragmen ORP degerlerindeki degisimin verim farkliliklarina neden oldugu
diistiniilebilir.

Karbon kaynagi olarak glukoz-fruktoz karisimi kullanilan denemelerde kuru
hiicre miktarlart; asidik aktive su i¢in 1,62 g/L, bazik aktive su i¢in 1,86 g/L ve
distile su i¢in 1,29 g/L olarak belirlendi. Karbon kaynagi olarak hidrolize melas
kullanildiginda ise asidik aktive, bazik aktive ve distile su i¢in kuru hiicre agirliklar
sirasiyla 2,02 g/L, 2,31 g/L ve 1,62 g/L olarak tespit edildi. Khanna ve arkadaslari,
biyoreaktor icerisinde Wautersia eutropha NRRL B14690 susu ve karbon kaynagi
olarak fruktozu kullanarak (60 saat, 7L, pH 7.0, 10g/L fruktoz) PHB {iretimi
gerceklestirdikleri calismada toplam kuru hiicre miktar1 19.68 g/L olarak tespit
etmiglerdir [58]. Loo ve arkadaslari, Wautersia eutropha DSM 541 susu ve karbon
kaynagi olarak palm yagi kullanarak gram kuru hiicre basina diisen PHA miktarin
0,87 g ve toplam kuru hiicre agirhigini 4,3 g/L olarak rapor etmislerdir [59].

Elektro-aktive sularin depolama kararliligini belirlemek i¢in buzdolabinda (4
°C’de) 5 giin ve 10 giin bekletilerek denemeler gergeklestirildi. Denemelerde karbon
kaynagi olarak glukoz-fruktoz karisimi iceren besiyeri kullanildi. 5 giin depolanan
elektro-aktive sularin saf suya gore % 10 daha yiiksek tiirbidite degerine sahip
oldugu goézlenirken, 10 giin depolanan elektro-aktive sularin herhangi bir etkisinin
olmadig1 gozlendi. Saf su ve 5 giin depolanan elektro-aktive sularla yapilan
inkiibasyon denemelerinde litre basina diisen kuru hiicre miktarlar asidik aktive i¢in
2,12 g; bazik aktive i¢in 2,11 g ve distile su i¢in 2,02 g olarak belirlendi. Calisma
sonunda elde edilen sonuglar, g kuru hiire basina diisen PHB miktar1 olarak asagida

verilmistir:

o Asidik aktive su: 0,1072 g
¢ Bazik aktive su:0,1088 g
e Distile Su:0,1041 g

Saf su ve 10 giin depolanan elektro-aktive sularla yapilan inkiibasyon

denemelerinin sonunda litre basina diisen kuru hiicre agirliklart asidik aktive igin
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1,89 g; bazik aktive i¢in 2,03 g ve distile su i¢in 2,02 g olarak tespit edildi. Calisma

sonunda, kuru hiicre basina diisen PHB miktarlar1 asagida verilmistir:

¢ Asidik aktive su: 0,1055 g,
e Bazik aktive su: 0,1058 g,
e Distile su: 0,1029 g

Elde edilen verilerden gortuldigi gibi elektro-aktive suyun depolanarak
kullanilmasinin, ilk giin hazirlanan su ile gerceklestirilen denemelere gore kuru hiicre
agirlig1 ve PHB verimi agisindan etkisinin olmadigi tespit edildi.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda yeni bir mikroorganizmanin (Wautersia
eutropha NRRL B-2804) ticari 6énemi olan PHB’nin {iretiminde kullanilabilecegi
bulundu. Yapilan g¢alismada karbon kaynagi olarak melas kullaniminin glukoz-
fruktoz karisimma gore daha avantajli oldugu goriildii. Ilave olarak elektro-aktive
suyun kullaniminin, hiicrenin biiyiimesini hizlandirarak hem kuru hiicre miktarini
hem de gram kuru hiicre basina diisen PHB miktarini arttirdigi tespit edildi. Hidrolize
melas kullanilmasinin avantajina ek olarak, besiyeri ortaminda distile su yerine bazik
aktive su kullanimu, iiriiniin veriminde artis (% 75) ve proses siiresinde azalmay1 (%
80) sagladig1 tespit edildi. Bulunan bu sonuglar, 6zellikle elektro-aktive sularin
besiyeri hazirlanmasinda endiistriyel ac¢idan kullanimmin verimli olacagini
gostermektedir. Tez calismasinda yapilan verilere ek olarak, elektro-aktive suyla
yapilan denemelerde tiirbidite degerinin maksimum diizeye geldigi zamanlarda

kiiltiir ekstrakte edilerek, PHB miktarinin zamana gore degisimi incelenebilir.

46



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

KAYNAKLAR

Page William J.,, (1995), “Bacterial polyhydroxyalkanoates, natural
biodegadable plastics with a geat future”, Canadian Journal of Microbiology,
41 (13), 1-3.

Philip S., Keshavarz T., Roy I., (2007), “Polyhydroxyalkanoates: biodegadable
polymers with a range of applications”, Journal of Chemical Technology &
Biotechnology, 82 (3), 233-247.

Lemoigne M., (1926), “Produit de déshydratation et de polymérisation de
I’acide B-oxybutyrique”, Bull Soc Chim Biol, 8 (1), 770-782.

Carlozzi P., Sacchi A., (2001), “Biomass production and studies on
Rhodopseudomonas palustris gown in an outdoor, temperature controlled,
underwater tubular photobioreactor”, Journal of Biotechnology, 88 (3), 239-
249.

Taguchi S., Nakamura H., Kichise T., Tsuge T., Yamato I., Doi Y., (2003),
“Production of polyhydroxyalkanoate (PHA) from renewable carbon sources in
recombinant Ralstonia eutropha using mutants of original PHA synthase”,
Biochemical Engineering Journal, 16 (2), 107-113.

Kato N., Konishi H., Shimao M., Sakazawa C., (1992), “Production of 3-
hydroxybutyric acid trimer by Bacillus megaterium B-124”, Journal of
Fermentation and Bioengineering, 73 (3), 246-247.

Lee S. Y., (1996), “Bacterial polyhydroxyalkanoates”, Biotechnology and
Bioengineering, 49 (1), 1-14.

Stewart K. M., (2009), “Pyhsical properties of water”, Encyclopedia of Inland
Waters,1 (1) 148-154.

Lehninger A. L., (1970), “Biochemistry: The Molecular Basis Of Cell
Structure And Function”,6nd Edition, Wort public Inc.

Stumm W., Morgan J.J., (1996), “Aquatic Chemistry: Chemical Equilibria And
Rates In Natural Waters”, 2nd Edition, New York Inc.

Stryer L., (1995), “Biochemistry”, 4th Edition, WH Freeman and Company.

Shaposhnik V. A., Kesore K., (1997), “An early history of electrodialysis with
permselective membranes”, Journal of Membrane Science, 136 (1-2), 35-39.

Prilutsky V., Bakhir V., (1997), “Electrochemically actuating water:
anomaloys characteristics, mechanism of biological action”, 2nd Edition,
VNIIMT Inc.

47



[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

Evdokimov S., (2000), “Mechanism of chlorine evolution-ionization on
dimensionally stable anodes”, Russian Journal of Electrochemistry, 36 (3),
227-230.

Cai Z., Hou C., Yang G., (2012), “Characteristics and bending performance of
electroactive polymer blend made with cellulose and poly (3-
hydroxybutyrate)”, Carbohydrate Polymers, 87 (1), 650-657.

Stoner G. E., Cahen Jr G. L., Sachyani M., Gileadi E., (1982), “The mechanism
of low frequency a.c. electrochemical disinfection”, Bioelectrochemistry and
Bioenergetics, 9 (3), 229-243.

McPherson LL., (1993), “Understanding ORP's role in the disinfection
process”, Water Eng Manage, 140 (22), 29-31.

Thorn R., Lee S., Robinson G., Geenman J., Reynolds D., (2012),
“Electrochemically activated solutions: evidence for antimicrobial efficacy and
applications in healthcare environments”, European Journal of Clinical
Microbiology & Infectious Diseases, 31 (5), 641-653.

IY P, VI L., (2001), “Nonequilibrium state of electrochemically activated
water and its biological activity”, Biofizika, 46 (3), 389-401.

Nakagawara S., Goto T., Nara M., Ozawa Y., Hotta K., Arata Y., (1998),
“Spectroscopic Characterization and the pH Dependence of Bactericidal
Activity of the Aqueous Chlorine Solution”, Analytical Sciences, 14 (4), 691-
698.

Tanaka N., Fujisawa T., Daimon T., Fujiwara K., Tanaka N., Yamamoto M.,
Abe T., (1999), “The effect of electrolyzed strong acid aqueous solution on
hemodialysis equipment”, Artificial Organs, 23 (12), 1055-1062.

Aider M., Gnatko E., Benali M., Plutakhin G., Kastyuchik A., (2012), “Electro-
activated aqueous solutions: Theory and application in the food industry and
biotechnology”, Innovative Food Science and Emerging Technologies, 15 (0),
38-49.

Yakimenko L. M. , (1977), “Electrode Materials In Applied Chemistry”, 1st
Edition, Khimiya.

Tanaka N., Fujisawa T., Daimon T., Fujiwara, Yamamoto M., Abe T., (1999),
“The cleaning and disinfecting of hemodialysis equipment using electrolyzed
strong acid aqueous solution”, Artificial Organs, 23 (4), 303-309.

Shimada K., Ito K., Murai S., (2000), “A comparison of the bactericidal effects
and cytotoxic activity of three types of oxidizing water, prepared by

electrolysis, as chemical dental plaque control agents”, International Journal of
Antimicrobial Agents, 15 (1), 49-53.

48



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

Middleton A. M., Chadwick M. V., Sanderson J. L., Gaya H., (2000),
“Comparison of a solution of super-oxidized water (Sterilox®) with
glutaraldehyde for the disinfection of bronchoscopes, contaminated in vitro
with Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium avium-intracellulare in
sputum”, Journal of Hospital Infection, 45 (4), 278-282.

Tanaka N., Fujisawa T., Daimon T., Fujiwara K., Tanaka N., Yamamoto M.,
Abe T., (1999), “The effect of electrolyzed strong acid aqueous solution on
hemodialysis equipment”, Artificial Organs, 23 (12), 1055-1062.

Inoue Y., Endo S., Kondo K., Ito H., Omori H., Saito K., (1997), “Trial of
electrolyzed strong acid aqueous solution lavage in the treatment of peritonitis
and intraperitoneal abscess”, Artificial Organs, 21 (1), 28-31.

Bakhir V. M., Zadorozhny Y. Fem G., (1999), “Flow-Through
Electrochemical Modular And Rfe Reactor in Technical Electrochemical
Systems. , In Second International Conference. Electrochemical Activation In
Medicine”, 5th Edition, Agriculture and Industry.

Hammitt F. G., Yilmaz E., Ahmed O., Bhatt N. R., Mikielewicz J., (1974),
“Effects of magnetic and electric fields upon cavitation in conducting and non-
conducting liquids”, NASA STI/Recon Technical Report No: 75 22643,
Department of Chemical Engineering, Michigan University, USA.

Chernikov F. R, Prilutsky V. I., Dmitriyev N. N., (1999), “ Studying The
Properties Of Eca Solutions With The Method Of Dynamic Molecular Light
Scattering, In Electrochemical Activation In Medicine”, 1st Edition,
Agriculture and Industry.

Hanaoka K., (2001), “Antioxidant effects of reduced water produced by
electrolysis of sodium chloride solutions”, Journal of Applied
Electrochemistry, 31 (12), 1307-1313.

Antonchenko V. Y., Davydov A. S., llliin V. V., (1991), “Fundamentals of The
Water Physics”, 1st Edition, Moscow Inc.

Pastukhov V., Morozov V., (2000), “Raman scattering of light by the
electroactivated water”, Optics and Spectroscopy, 88 (1), 35-37.

Clark R. J. H., Hester R. E., (1985), “Advances In Infrared and Raman
Spectroscopy”, 2nd Edition, Wiley-Heyden London.

Janoschek R., Weidemann E. G., Pfeiffer H., Zundel G., (1972), “Extremely
high polarizability of hydrogen bonds”, Journal of the American Chemical
Society, 94 (7), 2387-2396.

Delimarskii Y. K., (1982), “Electrolysis: theory and practise”, Technical
Report No: DBBT5.40, Eds Tekhnika, Kiev, Ukraine.

Gaskova D., Sigler K., Janderova B., Plasek J., (1996), “Effect of high-voltage
electric pulses on yeast cells: factors influencing the killing efficiency”,
Bioelectrochemistry and Bioenergetics, 39 (2), 195-202.

49



[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

Aider M., Gnatko E., Benali M., Plutakhin G., Kastyuchik A., (2012) “Electro-
activated aqueous solutions: theory and application in food industry and
biotechnology”, Innovative Food Science and Emerging Technologies, 15 (1),
38-49.

Vorobjeva N., (2005), “Selective stimulation of the gowth of anaerobic
microflora in the human intestinal tract by electrolyzed reducing water”,
Medical hypotheses, 64 (3), 543-546.

Oda M., Kusumoto K., Teruya K., Hara T., Maki T., Kabayama S., Katakura
Y., Otsubo K., Morisawa S., Hayashi H., (2002), “Electrolyzed and natural
reduced water exhibit insulin-like activity on glucose uptake into muscle cells
and adipocytes”, In: Animal cell technology: products from cells, cells as
products. Springer, 1 (1), 425-427.

Smirnov I. V., Vysotskii V. I., Kornilova A. A., (2005), “Introduction To The
Biophysics Of Activated Water” 1st Edition, Universal Publishiers.

Imamura T., Kozaki S., Kuriyama A., Yamada Y., Yano T., (1999), “Microbial
Processes Using Electrolyzed Water”, Google Patents 5, 932.

Burrows S., (1970), “Baker’s yeast”, The yeasts, 3 (1), 349-420.

Page W. J., (1992), “Suitability of commercial beet molasses fractions as
substrates fro polyhydroxyalkanoate production by Azotobacter vinelandii
UWD?”, Biotechnology letters, 14 (5), 385-390.

Beaulieu M., Beaulieu Y., Melinard J., Pandian S., Goulet J., (1995),
“Influence of ammonium salts and cane molasses on gowth of alcaligenes
eutrophus  and production of polyhydroxybutyrate”, Applied and
Environmental Microbiology, 61 (1), 165-169.

Miller G., (1959), “Determination of reducing sugar by DNS method”, Anal
chem, 31 (1), 426-428.

Chaijamrus S., Udpuay N., (2008), “Production and characterization of
polyhydroxybutyrate from molasses and corn steep liquor produced by Bacillus
megaterium ATCC 67487, Agricultural Engineering International: CIG
Journal, 10 (1), 1-12.

Bowker R., (1981), “Manual of Methods for General Bacteriology”, 1st
Edition, American Society for Microbiology.

Pal A., Prabhu A., Kumar A. A., Rajagopal B., Dadhe K., Ponnamma V.,
Shivakumar S., (2009), “Optimization of process parameters for maximum
poly (-beta-) hydroxybutyrate (phb) production by Bacillus Thuringiensis IAM
120777, Polish Journal of Microbiology, 58 (2), 149-154.

Marjadi D., Dharaiya N., (2014), “Recovery and characterization of poly (3-
Hydroxybutyric acid) synthesized in Staphylococcus epidermidis”, African
Journal of Environmental Science and Technology, 8 (6), 319-329.

50



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

Holland S. J., Tighe B. .J., Gould P. L., (1986), “Polymers for biodegadable
medical devices. 1. The potential of polyesters as controlled macromolecular
release systems”, Journal of Controlled Release, 4 (3), 155-180.

Fernandez-Castillo R., Rodriguez-Valera F., Gonzalez-Ramos J., Ruiz-
Berraquero F., (1986), “Accumulation of poly (B-hydroxybutyrate) by
halobacteria”, Applied and Environmental Microbiology, 51 (1), 214-216.

Bakhir V. M., Zadorozhny J. G., Barabash T., (1999), “Apparatus for
electrochemical treatment of water and/or water solutions”, Google Patents
5,871,623.

Guentzel J. L., Lam K. L., Callan M. A., Emmons S. A., Dunham V. L.,
(2008), “Reduction of bacteria on spinach, lettuce, and surfaces in food service
areas using neutral electrolyzed oxidizing water”, Food Microbiology, 25 (1),
36-41.

Bozorg A., Vossoughi M., Kazemi A., Alemzadeh 1., (2015), “Optimal
medium composition to enhance poly-B-hydroxybutyrate production by
ralstonia eutropha using cane molasses as sole carbon source”, Applied Food
Biotechnology, 2 (3), 39-47.

Wu Q., Huang H., Hu G., Chen J., Ho K., Chen G. Q., (2001), “Production of
poly-3-hydroxybutyrate by Bacillus sp. JMa5 cultivated in molasses media”,
Antonie van Leeuwenhoek, 80 (2), 111-118.

Khanna S., Srivastava A. K., (2008), “Productivity enhancement of poly-(p-
hydroxybutyrate) by fed-batch cultivation of nutrients using variable
(decreasing) nutrient rate by Wautersia eutropha”, Chemical Engineering
Communications, 195 (11), 1424-1436.

Loo C. Y., Lee W. H., Tsuge T., Doi Y., Sudesh K., (2005), “Biosynthesis and
characterization of poly (3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) from
palm oil products in a Wautersia eutropha mutant”, Biotechnology letters, 27
(18), 1405-1410.

51



OZGECMIS

Serhan SEN, 27.02.1987 tarihinde Istanbul’da dogdu. Ilk ve ortadgrenimini,
Darica Faik Sahenk ilkégretim Okulu ve Darica Lisesi’nde tamamladi. 2010 yilinda,
Abant Izzet Baysal Universitesi Fen ve Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimiinden
mezun oldu ve ayn1 y1l Gebze Teknik Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya
Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans egitimine basladi. 2014 yilindan beri Teknoloji
Yatirimlar1 ve Danigmanlik San. ve Tic. A.S’de Ar-Ge uzmani olarak dogal

renklendiriciler alaninda ¢alismalarinm siirdiirmektedir.

52



