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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BAZI RHIZOBIUM TULERININ POLIHIDROKSIBUTIRAT (PHB)
VERIMLERI UZERINE FARKLI ORTAM SARTLARININ ETKILERI

Mehtap ILHAN BAYSAK

Firat Universitesi
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Biyoloji Anabilim Dal1

2008, Sayfa: 54

Bu arastirmada Elazig ili merkez ve Elazig ili ilgelerine bagh kdylerden 1996 yilinda
alman toprak orneklerinden “Bitki Infeksiyon Metodu” kullanilarak izole edilen dogal
Rhizobium suslarinin Poli-B-hidroksibiitirat verimleri {izerine farkli ortam sartlarinin etkileri
tespit edilmistir. Kontrol grubu olarak Ankara Toprak ve Giibre Arastirma Enstitiisii’'nden temin
edilen Rhizobium phaseoli CIAT 899 susu kullamlmustir. Rhizobium cinsine ait suslar, Yeast
Ekstrakt Mannitol (YEM) siv1 besiyerinde 28 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda kiiltiirler santrifiijlenmis, elde edilen biomass kurutulmustur. Kuru agirliklar tespit
edildikten sonra sonikasyon islemleri ile PHB elde edilmistir. PHB siilfirik asit ile krotonik asite
doniistliriilmiis, son maddenin miktari, 235 nm. UV spektrofotometrede dl¢iilmiistiir. Rhizobium
phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirliklarma gore en yiiksek PHB verimi, 200 rpm
calkalama hizinda % 23,10, % 0,5’lik seker konsantrasyonunda % 24,22, 96 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda % 29,58 olarak tespit edilmistir.

Calisilan diger Rhizobium suslarinin hiicre kuru agirliklarina gére PHB verimleri, farkli
calkalama hizlarinda %16,88- %?26,38 arasida, farkli seker konsantrasyonlarinda % 16,08-%
26,84 arasinda, farkli inkiibasyon siirelerinde, % 2,53- % 31,16 arasinda bulunmustur.Farkli
calkalama hizlarindaki hiicre kuru agirliklarina gore en yiiksek PHB verimi, 24F kodlu izolatta,
200 rpm calkalama hizinda % 26,38 olarak tespit edilmistir. Farkli seker konsantrasyonlarindaki
hiicre kuru agirliklarina gére en yiiksek PHB verimi, 23F kodlu izolatta, % 0,5’lik seker
konsatrasyonunda % 26,84 olarak tespit edilmistir. Farkli inkiibasyon siirelerindeki hiicre kuru
agirliklarina gore en yiiksek PHB verimi, 24F kodlu izolatta, 96 saatllik inkiibasyon siiresi
sonunda % 31,16 olarak tespit edilmistir.

Anahatar Kelimeler : Rhizobium phaseoli, Poli-B-hidroksibiitirat, plastikler
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In this research, production of Poly-B-hydroxybutyrate (PHB) by Rhizobium strains
which are isolated from the soil which is taken from different regions of Elazig province and its
districts in 1996 using “Plant Infection Method” was studied. Rhizobium phaseoli CIAT 899
strains which is taken from Ankara Soil and Fertilizer Research Institute, is control group.
Rhizobium strains were grown in Yeast Ekstract Mannitol (YEM) medium at 28 °C temperature
for 48 hours. After incubation period cultures were centrifugated and biomass which are
obtained were dried. After dry cell weigh had been measured, PHB were obtained by
ultrasonication. PHB is converted to crotonic asit by using sulfuric acid. The amount of the last
substance is measurad by using UV spectrophotometer at 235 nm. According to Rhizobium
phaseoli CIAT strain cell's dry weights, maximum PHB yields were obtained %23,10 percent in
200 rpm rinseing speed, %24,22 percent in %0,5 percent sugar's consantration and %?29,58
percent after in 96 hours incubation time.

According to be worked Rhizobium phaseoli CIAT strain cell's dry weights, PHB
yields were obtained between %16,88 - %26,38 percent in different rinseing speeds , %16,08 -
926,84 percent in different sugar consantrations , and %?2,53 - %31,16 percent in different
incubation times. According to cell's dry weights in different rinseing speeds maximum PHB
yield was obtained %?26,38 percent in labelled 24F extract and in 200 rpm rinseing speed.
According to cell's dry weights in different sugar consantrations maximum PHB yield was
obtained, in labelled 23F extract, %26,84 percent in %0,5 percent sugar concentration.
According to cell's dry weights in different incubation times, maximum PHB yield was obtained
%31,16 percent, in labelled 24F extract, after 96 hour's incubation times.

Key Words: Rhizobium phaseoli , Poli-B-hidroksibutyrate, plastics
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1.GIRiS

1.1. Cevre ve Kirliligi

Diinyada biitiin canlilar, organik ya da inorganik maddelerden olugmus belli bir ortamda
ve karsilikli etkilesim i¢inde, yagamlarini siirdiiriirler. Canli varliklarin yasamsal baglarla bagh
olduklar, etkiledikleri ve aymi zamanda cesitli yollardan etkilendikleri bu alana cevre ya da

ortam denir [1].

Canli ile aym1 mekan1 paylasan ve canli iizerinde direkt veya dolayli olarak etkili olan
diger tiim canlhi varliklar, canli ¢evreyi, canlinin icinde veya iizerinde yasadigi, canl iizerinde

etkili olan fiziksel ve kimyasal tiim cansiz faktorler, cansiz ¢evreyi olusturur [2].

Diinya, iizerinde yasayan tiim insanlarin ihtiyaclarini karsilayacak diizeydedir ancak
insanlar yiiziinden, diinyanin dengesi her gecen giin bozulmaktadir. Insanoglunun, refah
seviyesini yiikseltmek i¢in dogaya egemen olmaya baslamasiyla birlikte, gelisen teknolojiyi de
kullanarak, yasadigi cevre ile siirekli miicadele etmekte ve ortam sartlarini kendi istegi
dogrultusunda degistirerek yapay bir ¢evre olusturmaktadir. Bunun sonucunda, canli ve cansiz
varliklar arasinda varolan dogal denge, canlilarin yasamlarim etkileyecek bicimde bozulmakta
ve insanhigin gelecegini tehdit eden cevre sorunlart da, bu miicadelenin sonucu olarak ortaya
cikmaktadir. Cevrede meydana gelen degisiklikler, olumsuz ve bozucu ozellikte ise, bunlar

cevre sorunlari olarak degerlendirilmektedir [2, 3, 4, 5].

Cevre kirlenmesinin yogunluk kazandigi bolgeler, kirlenme sorununu olusturan ve
arttiran etmenlerin yer aldigi bolgelerdir. Bu bolgelerin basinda kentlesmenin yogunlastigt
anakent alanlar gelir. Bu durum, ¢evre kirlenmesi konusunda bu bdlgeler i¢cin uzun siireli

politikalar gelistirilmesini gerekli kilmaktadir [6].

Diinya’da 1955 yilinda 48 y1l olan dogumda beklenen yasam siiresinin, 2002 yilinda
65,4 yila ulastig1 goriilmektedir [7, 8]. 2020 yilinda ise dogumda beklenen yasam siiresinin her
iki cinste 68,1, erkeklerde 65,9 ve kadinlarda, 70,4 yila ulasacagi tahmin edilmektedir [8].
Tirkiye’de ise 1985 yilinda %4,2 olan 65 yas ve iizeri niifusun, 2000°de %35,6 oldugu
goriilmektedir.2020 yilinda ise bu oranin %?7,7 ye yiikselmesi beklenmektedir. Ayn1 sekilde,
2002 yilinda 70 yil olan dogumda beklenen yasam siiresinin 2020 yilinda 73,9’a ulasacagi
tahmin edilmektedir[8].



Zaman Diinya Niifusu 1 Artis % ikiye Katlama Ortalama Omiir

Sturesi (Yaklasik)
M.O. 10.000 Yil 86 Milyon

Milat 250 Milyon %0001 2000 Yil 20 Yil

1650 500 Milyon %005 1650 Yil

1750 730 Milyon %01 700 Yil

1800 900 Milyon %03 400 i

1850 1 Milyar %05 240 Y 35 Y

1900 16 Milyar %010 140 Yil 45 Yl

1950 25 Milyar %1.1 0 Yl 55 Y

2000 6 Milyar %1.7 41 Y 65 Yl

Sekil 1:Diinyada niifus artis1, ikiye katlanma siiresi ve ortalama omiir [9].

Diinya niifusu, 1950 yilindan sonra, %125 oraninda artmustir. Gelecek 50 yilda diinya
niifusunun %67 oraninda artacagi tahmin edilmektedir. Sekil 1°de goriildiigii gibi 2000 yilinda
yaklasik 5,5 milyar olan diinya niifusunun, 2020 yilinda, 8 milyara yaklasacagi goriilmektedir.
Bu durum beraberinde, diinyanin gelecegini tehdit eden cevre sorunlarim da getirecektir [10,

11].

Cevre kirliligi ve Kkirliligin cevreye verdigi zararlar, kati, sivi ve gaz halindeki
maddelerin cevreye yayilmasi ile olusur. Bu maddelerin ¢evreye karst notr, kirletici veya zararl
olmasi, maddenin yapisina, miktarina ve konsantrasyonuna baglidir. Genelde cevrede tehlike ve

kirlilik olusturan maddeleri ii¢ grupta toplayabiliriz [12].

Kendileri direkt olarak zehirli olan maddeler; civa ve kadminyum bilesikleri gibi.
Cevreye direkt olarak zarar verici 6zelligi olmayan, fakat sekonder olarak zarar veren maddeler;
kloroflorohidrokarbonlar gibi (bunlar atmosferin ozon tabakasinin incelmesine sebep olurlar).
Cevreye direkt olarak zarar1 olmayan, fakat cevrede kirlilik yapan maddeler; cesitli atiklar,

insaat malzemeleri olarak sayilabilir [12].

Cevrenin korunmasina iliskin, hiikiimetlerce alinan Onlemlerle yetinmeyen birgok
isletme, kendi koruma 6nlemini kendi almak istemekte ve bunu da basariyla uygulamaktadir.
ABD’de bugiin pek ¢ok kiiciik isletmede muhasebe, personel ve idari boliimlerin yan sira birde
cevreyle ilgili birim vardir. Bu birimler, isletmenin tiiriine gore yapilan iiretim atiklarinin nasil
geri kazamilacagi, atik varsa bunlarin cevreye olan Kkirliliginin nasil Onlenecegi iizerinde

calismaktadir [13].



LR I3

Uretilen mallarin ambalajlarina, “cevre dostu”, “cevreyle barigik” gibi yazilar yazilarak,
iirtinlerin daha cazip hale gelmesi saglanmakta, boylece satis hacimleri artmaktadir. Bati
iilkelerinde geligen cevrecilik hareketleri sonucu, cevre korumaci ozelliklere sahip maddelerin
tretilmesine baslanmuistir. Baz1 iilkelerde organik naylon torba yerine, inorganik maddelerle
yapilan torbaya gosterilen ilgi, tiiketicilerin gittikce yogunlasan cevre sorununun firmalar
tarafindan goz ardi edilmeyecek bir noktaya geldigini gostermektedir [13]. Yine Amerika’nin
diinya capinda biiyiikk bir hamburger sirketi, 1988’den itibaren, CFC (kloroflorokarbon) ile

tiretilen plastik kaplar1 kullanmama karar1 almistir [13, 14].

Sadece iiretici firmalar degil, tiiketiciler de, davraniglariyla biiyiik ¢evre kirliliklerine
yol agmaktadirlar. Ev c¢opleri, ozelliklerine gore evlerde ayrilarak, daha sonra mahalle ya da
sokak ¢op tanklarinda ayr1 ayn istiflenebilir. Pillerin, metal parcalarin, cam pargalarinin,
minerallerin, atik yaglarin, kagitlarin, kartonlarin, atik sebze ve meyve kabuklarinin, plastiklerin
v.b. ayr1 ayn istiflenmesi gerekmektedir [12]. Bu maddelerden plastikler, gelecegimizi tehdit

eden Onemli atiklardandir.

1.2. Plastikler ve Cevre Kirliligi

Plastikler, ekonomiklikleri, uygulama kolayliklar1 ve ozelliklerinin her gecen giin
gelistirilmeleri nedeniyle kullanim alanlarin1 ve miktarlarini giderek arttirmaktadirlar. Elektrikli
ev aletlerinde, otomobil sektoriinde, mutfak esyasi, park, bahce alanlarinda, plastige dayali
insaat malzemesi, gida malzemesi ambalaji, kozmetik, temizlik malzemesi, tarim fiiriinleri,
tekstil, konfeksiyon ambalaj1 ve saglik alaninda plastige dayali ara¢ gere¢ kullanimi ile giinliik
yasanttmizin her alaninda plastik ile karsilasilmaktadir [15]. Giinliik hayatimizin bir pargasi
olan plastik iirlinler, kanitlanmis pek ¢ok dezavantajlarina ragmen; kolay sekil alma, nakliyede
rahathik ve ucuzluk gibi nedenlerden dolay:1 tercih edilen malzemeler olmuslardir. Ancak
plastigin kullanilip atilabilme 6zelligi, simdiden cevre kirliligi acisindan, en biiyiik sorunlardan

biri haline gelmistir [16].

Gilintimiizde halen kullamilmakta olan plastikler, petrolden elde edilen polietilen
maddesinden yapilmaktadir ki, bu madenin tabiatta parcalanmasi yiizlerce yil almaktadir [17].
Plastiklere olan talebin artmasi, atik plastik miktarinda artisa yol agcmakta ve uzun siire ¢esitli
kirlilikler olusturmaktadir. Plastiklerin dogada parcalanmalar icin gecen Omiirlerinin yliksek
olmasi ve yeniden kullanim oranlarnin diisiikligii atik plastik miktarini hizla arttirmaktadir.

Her yi1l birkag yiiz bin ton plastik, denizlere atilmakta ve okyanuslarda birikmektedir [15].

Diinyada biriken yillik plastik miktari, 25 milyon ton kadardir [18]. 1990’11 yillarda, 100

milyon tonun {izerinde iiretilen ve 2000 yilinda, bu rakamin 150 milyon ton oldugu kabul edilen



sentetik polimerlerin, yerine kullanilabilecek baska bir malzeme tiirii olmadig siirece, cevre ve

insan sagligina getirecegi yiikler gittikce artacaktir [19, 20].

1.3. PHB nin Kesfi ve Tarihi Gelisimi

Petrolden elde edilen sentetik polimerler, plastik atik olarak dogaya terk edildiklerinde,
toprakta uzun siire par¢alanamadigindan, cevre kirliligine ve toksik madde birikimine sebep
olmaktadir. Bu nedenle, biyolojik olarak parcalanabilen polimerlerin tiretimi onem kazanmis ve

petrol kokenli polimerlerin yerini almalarina yonelik calismalar artmustir [19].

Iste bu sebeplerden dolayr bilim adamlarinin dikkatini, dogada mikroorganizmalarca
parcalanabilen biyoplastik maddesi ¢ekmistir [17]. Petrokimyasal kaynakli plastiklerin dogada
uzun siire parcalanmadan kalmalariyla meydana gelen cevre kirliliginin onlenmesi amaciyla
yapilan arastirmalarda mikroorganizmalarin, karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmak iizere,
stres kosullarinda depoladiklart lipid graniillerinin plastik ozellikte olmasi ve bu plastik
materyalin, dogada mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasi, mikroorganizmalar
kullanilarak, plastik madde iiretimini kapsayan bir sektoriin gelismesine neden olmustur [21].
Biyolojik yolla parcalanabilen polimerlerin, (mikrobiyal termoplastik) {iiretimi Onem
kazanmistir.  Mikrobiyal plastigin =~ hammaddesini,  poly-p-hydroxybutyrate  (PHB)
olugturmaktadir [22].PHB graniilleri ilk kez, Bacillus megaterium ve Azotobacter
beyerinckii’nin hiicre ekstraktindan izole edilmistir [22]. Biyolojik olarak parcalanabilen bir
termoplastik materyal olarak PHB’nin ozellikleri, 20 yildan daha fazla bir zamandir dikkat
cekmektedir. Mikrobiyoloji alaninda mikroskoplarin kullanilmasindan bu yana bakteri
hiicrelerinde kiiciik yag damlaciklar1 tammlanmistir [17]. (Sekil 2).

Sekil 2: Hiicre sitoplazmasinda poli-beta-hidroksibiitirat graniilleri [17].



Bircok mikrobiyolog, bakterilerdeki lipofilik graniilleri cok o©nceden tanimlamis
olmalarina ragmen, ilk kez Lemoigne tarafindan bu partikiiliin kompozisyonu teshis edilmistir
[23]. Lemoigne, 1920°li yillarda topraktan izole edilen Bacillus megaterium bakterisinde
bilinmeyen bir materyalin parcalanmast sonucu rastlamilan 3-hidroksibiitirik asit, poli-3-
hidroksibiitirat homopolyesteri (PHB) olarak tanimlamistir. Lemoigne (1926-1927) yapmis
oldugu arastirmalarda Bacillus subtilis kiiltiirlerini distile suda otoliz ettigi zaman bilinmeyen
bir asidin olugmas: ile, pH degerinin azaldigin1 gézlemlemistir. Daha, sonraki caligmalarda ise,
monomerik B-hidroksibiitirik asidin, kaynaginin hiicre ic¢i poli-B-hidroksibiitirik asit olarak

Bacillus megaterium’un otolizi sirasinda olustugunu kesin olarak ortaya koymustur [24, 25].

PHB’in petrol tiirevli plastiklerin yerini almak i¢in ticari olarak liretimi calismalari,
1960’11 yillarda baglamistir [16]. Ellar (1968) , Jensen ve Sieko (1971 ) yaptiklar1 calismalarla
graniillerin 100-800 nm ¢apinda olup, 2-4 nm kalinliginda birim olmayan bir zarla ortiildiigiinii
bulmuslardir [26]. PHB’in ilk endiistriyel iiretimi, 1970’1i yillarda gerceklesmistir. Uretilen bu
ticari iiriin biopol adiyla patentlenmistir [16]. Bu yillarda Ingiltere’de Imperial Kimya
Endiistrisi (ICI) bircok bakteriyel tiirli, potansiyel PHB iiretimi a¢isindan incelemis ve
endiistriyel iiretimde, hiicre kuru agirliginin %90’1 iizerinde PHB biriktiren Alcaligenes
eutrophus bakterisini kullanmaya baslamustir [27]. Daha sonraki yillarda PHB ile ilgili
calismalar, Pseudomonas, Azotobacter, Hydrogenomonas, Chromatium, Bacillus vb. bakteri
cinsleriyle devam etmis; PHB in fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, molekiiler agirligi, ektraksiyon

metodlari, metabolizmasi, i¢ ve dis parcalanmasi gibi ¢cok yonlii 6zellikleri incelenmistir [16].

1.4. PHB’nin Kimyasal Yapisi

Bakteriyel plastik veya biyoplastik de denilen ve petrokimyasal plastiklerin neden oldugu
cevresel kirlilige alternatif olarak ortaya c¢ikan poli-B-hidroksialkanatlar (PHA), geleneksel
plastik potansiyeline sahip mikrobiyal olarak iiretilen polimerlerdir. PHA larin, insanlardaki yag
veya bitkilerdeki nisasta gibi rol oynadigi bildirilmektedir [16]. Cesitli bakteriler tarafindan
sentezlenen PHA’nin hiicre i¢i depo polimeri garaniiller oldugu ve bakteri icin karbon ve
yiiksek enerji kaynagi oldugu bildirilmistir [28]. PHA olusumu glikojenin PHA’ya
transformasyonu sonucu meydana gelir ve bu olusumun biyolojik mekanizmasinda fazla
fosfatin hiicreden giderilmesinde Onemlidir [29]. Poly-3-hidroksialkanoat (PHA) nitrojen,
fosfor, oksijen veya mikroelement yetersizligi sentezlenen bakterial polyesterlerdir. PHA nin
molekiiler agirlig: tiire baglhdir. Polimerizasyon derecesinin diizeyi bakterial iiretim sistemi ve
fermentasyon fizyolojik parametrelerinin secimini igeren faktorlerin sayisina ¢ok baghdir [15].

Bir ¢ok cesidi bulunan PHAlar, linear, uzun, 3-hidroksi yag asidi monomerlerinden ibaret, aktif



mikrobiyal polyesterlerdir. Bunlar i¢cinde yer alan poli-Beta-hidroksibiitirat (PHB), PHA’larin
en yaygin ve genis kapsamli olarak calisilan tipidir ve polimerin bu sinifina ticari ilginin
dogmasina neden olan PHA dir [27].

PHB’nin yapis1 esasen lineer (head to tail) bas-kuyruk 3-hidroksi yag asit
monomerlerinden olusan bir poliesterdir. Bu polimer de, bir monomerin karboksil grubu
yanindaki monomerin hydroksil grubu ile bir ester bant olusturur. C-3 veya P pozisyonundaki
karbona bir alkil grubu (burada bir metil grubu) baglanmistir (Sekil 3). Fakat bu alkil grubu her
zaman doymus degil, aromatik, doymamis, halojen ve dalli monomerlerde goriinmiistiir. Yan
zincirlerin kompozisyonu ve uzunlugundaki degismeler, termobiyoplastik polimer ailesinin
cesitliligi ve cok genis potansiyel uygulamalarda kullanilmasinin temelini olusturur. Bakteriler
P(3HB) depolama yeteneklerine gore simiflandirilirlar. P(3HB)’in kopolimerleri, ek besin
kullanilarak olusabilir ve 3-hidroksi valerat (3HV) veya 4-hidroksibiitirat (4HB) gibi
monomerleri iceren polimerler ortaya cikabilir. PHB yag asitlerinden veya baska alifatik karbon
kaynaklarindan sentezlenir ve genellikle ortaya c¢ikan PHB polimerinin kompozisyonu,
kullanilan substratlara gore degisir [17].

Yan zincirinde bir metil grubu bulunan, optik¢e aktif D(-)-3-hidroksi biitirik asidin

makromolekiiler bir polimeri olan PHB 1n genel formiilii (C 4H 602)n seklindedir (Sekil 1). (n)

say1s1 35 000 gibi yiiksek bir sayiya ulasabildigi gosterilmistir [27].
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Sekil 3: PHB nin kimyasal yapist [17].

PHB graniiller icerisinde toplanip, hiicre kuru agirliginin %90’lara varan seviyelerine
kadar olusturabilir. Depo materyalleri dengesiz biiylime kosullar1 gibi 6zel kosullar altinda
organizmalar tarafindan sentezlenen maddeler olarak bilinir. Bakterilerin aldiklar1 besin
miktarlarinda bir dengesizlik varsa aldiklar1 fazla besin hiicre i¢inde depolanir. Hiicre iginde
coziinebilir ara metabolitler polimerize hale getirilir. Boylece hem bu maddeler hiicrenin
osmotik dengesini bozmadan depolanirlar hem de bu degerli maddelerin hiicreden atilmalart
engellenir. Dengesiz biiyiime kosullart ya belirli bir makroelement (C, H, N, O) ya da bir
mikroelement ( P,Mg vb.) iceren uygun besi ortaminin total olarak eksikligi veya suboptimal

konsantrasyonlarin bulunmasi ile meydana gelir [17].



Glikoz Normal Kosullarda

(Karbon ve enerji kaynagi) Diizenli Bilyiime
\\ > Normal Hicresel Bilesikler
Oksijen > Nukleik Asitler
‘N’ kaynagi > Proteinler
S Lipitler

Anormal Kosullarda
Diizensiz Blyiime

Oksijen Sinirlamasi
Nitrojen Sinirlamasi
“P” Sinirlamasi

“S” Sinirlamasi

C/N Yiksek Orani

l PHB

Normal Hucresel Bilesikler

Sekil 4: Anormal biiyiime kosullarinda PHB iiretimi [17].

5
Polimerin molekiiler agirligi, mikroorganizma ve biiyiime sartlarina bagl olarak 2x10

6
ile 3x10 Dalton arasindadir. PHA depolayan mikroorganizmalar, Sudan Black veya Nile Blue

A boyalari ile kolayca identifiye edilebilir. 300 den fazla gram negatif ve gram pozitif bakteri
tiiriinde farkli PHA larin (PHB, PHV, PHO...) depolandig rapor edilmistir [30].

1.5. PHB’nin Genel Ozellikleri ve Sentezi

Mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynag olarak kullanilan PHB oksijen
konsantrasyonlarinin diizenlenmesinde, sporulasyon i¢in enerji saglanmasinda ve rediikleyici
ekiivalentler icin elektron havuzu olarak da gorev alir. Ayni1 zamanda hiicrede redoks
diizenleyicidir [27]

Aragtirmacilar, PHB'in bircok mikroorganizma tarafindan, uygun olmayan {ireme
kosullarinda olusturuldugunu ve PHB birikiminin genellikle, fazlaca karbon kaynagi varliginda,
ancak biiylime icin gerekli nitrojen kaynagi, oksijen ve esansiyel elementler (N, P, S, Mg, K, Fe
vb.) gibi besleyici maddelerin eksikliginde gergeklestigini bildirmektedirler [16]. Ancak
Rhizobium etli ve Azotobacter vinelandii UWD susu gibi bazi bakterilerde eksponansiyel
gelisme devresinde de biriktirildigini rapor etmislerdir [31]. Yapilan arastirmalarda, biiyiime ve

PHB biriktirimi arasinda yakin bir ilgi tespit edilmistir. Buna gore, bakteri gelisiminin



eksponansiyel fazinda PHB birikimi artmakta, gec eksponansiyel-erken durgun dénemde ise
maksimum diizeye ulagsmaktadir. Bilyiime sirasinda boliinme olmayan hiicrelerde de, PHB
miktarinin yiiksek oranda arttigi bilinmektedir. Sporlu bakterilerde PHB birikiminin spor
olusumundan hemen Once oldugu ve sporulizasyonda enerji kaynagi olarak kullamldig:
belirtilmektedir [18]. Yapilan bir calismada, Rhizobium bakterilerinde, kiiltiir ortaminin
asitlesmesine bagl olarak hiicre oliimiiniin artti§1 ve PHB iceriginin buna bagl olarak diistiigii
bildirilmistir [32].

Polimerin biyosentezi, monomerlerin olusumu ve birlestirilmesi gibi, iki enzimatik
asama gerektirir. Uretim seviyesi, zincir uzunlugu ve olusan kopolimerlerin kompozisyonu, bu
enzimlerin performansina baglidir. Hiicre icinde PHB birikiminin artmast igin, yiiksek
NAD(P)H, yiiksek asetil-CoA ve diisiikk serbest CoA diizeyinin olmasi gerekmektedir. Bu
sartlarin olusumu, mikroorganizmalara gére degismekle beraber genelde nitrojen, potasyum,
stilfiir veya oksijenin sinirlandirilmasi gibi biiyiimeyi siirlandirict etkenlere baglidir. En
kapsamli karakterize edilen polimer olan PHB'in biyosentezi, iic degisik enzim tarafindan

katalize edilen, ii¢ enzim reaksiyonundan olusmaktadir [33]. (Sekil 5).

Asetil-CoA+Asetil-CoA
Coﬁl%ﬁ-ketoagil CoAtiolaz
Asetoasetil CoA
NADPH
Asetoasetil CoA dehidrogenaz
NADP+
R-3-Hidroksibitiril CoA
*PHEH sentaz
FHE

Sekil 5: PHB sentezi [18].

Tk reaksiyon, iki Asetil-CoA molekiiliiniin, B-ketoagil CoA tiolaz tarafindan,
Asetoasetil CoA’ya doniistiiriilmesini icermektedir. Ikinci reaksiyon, Asetoasetil CoA’nin
NADPH bagli bir Asetoasetil CoA dehidrogenaz tarafindan, R-3 Hidroksibiitiril CoA’ya
indirgenmesidir. Son olarak, R-3 Hidroksibiitiril CoA monomerleri PHB sentaz tarafindan,
PHB’ye polimerize olmaktadir. Asetil CoA ve 3-Hidroksibiitiril CoA, PHB sentezindeki ara
araclardir. Asetat ve PHB, Asetil CoA’nin konsantrasyonunu arttirabilir ve hiicrede 3-

Hidroksibiitiril CoA ve 3H’in sentezini bundan dolayr kolaylastirir. Prokaryot hiicrelerde



PHB’nin hiicre i¢i sentezi i¢in baglangi¢ bilesigi, Asetil CoA’dir. Substrat ve Asetil CoA’nin
hiicre ici konsantrasyonunun artmasiyla olusan kosullar, sentezde pozitif bir etkiye sahiptir. Bu
ayn1 zamanda PHB sentezini basitlestirmektedir. Enzimatik olarak katalizlenen reaksiyonun
diizenleyici mekanizma idaresi altinda olmasi bunun nedeni PHB olusumunda ilk basamagi
katalizleyen, [B-ketoacil CoA tiolaz (phbA geni ile kodlanan), agil-CoA+asetil-CoA’daki
substratlarin tiolitik ayrilmasini iceren enzim ailesinin bir iiyesidir. Yiiksek Okaryotlardan,
mayalara ve prokaryotlara kadar dogal olarak bulunurlar [27].

Faz kontrast veya elektron mikroskobu kullanildiginda, bakteriyel hiicrelerde PHB
graniilleri kolaylikla gozlenebilir. PHB, genellikle kiire seklinde olup, her graniil cap olarak
100-800 nm arasindadir. Bunlar 2-4 nm kalinliginda initer olmayan bir membranla cevrilidir.
Granliillerin yaklasik % 98'1 PHB, % 2'si ise protein icermektedir. Yapilan elektron mikroskobu
calismalarinda, graniiliin icte yer alan bir merkezi kisim ve birkag tabakali membranla ¢evrilmis
kabukdan olustugu bildirilmistir [34]. PHB’ler, polipropilen gibi petrol tiirevli yaygin
plastiklere benzer materyal 6zellikler gosterirler. Ancak, bir termoplastik olan PHB nin sertligi,
polietilene kiyasla dort misli fazladir. Hiicre iginde sivi, atmosferde kati halde olan PHB,
organik ¢oziicii ile hiicreden 6ziitlendiginde kristalize olur. Kat1 ama kirilgan bir materyal olan
PHB’nin erime sicakligi, 157-188 °C olup, bu, polimerin termal olarak ayristigi sicakliga
yakindir. PHB termoplastik oldugundan preslenip sekil verilebilir [16].

PHB’nin, UV 1s1malarina direnc¢li oldugu ancak, asit ve baz uygulamalarina kars1 zayif
dirence sahip oldugu bildirilmektedir. Ayrica, polimerin su ve hava gegirmez olusu hidrolitik
parcalanmaya kars1 diren¢ sagladigindan PHB nin kullanim olanaklar1 genislemektedir [35].

Biyoplastiklerin ~ yeniden olusum  devresi, sentez-parcalanma-sentez  olarak
gosterilmistir. Bu devir tabiatta olabileceginden cevre korunmasinda da 6nemli goOriilmiistiir.
Toprakta mikroorganizmalar yolu ile aerobik ortamda biyoplastik su ve CO2’e
parcalanmaktadir. Parcalanma sirasinda azot oksit olugmadigindan cevre korunmasinda
onemlidir. Parcalanan biyoplastik bitkilerin gelismesini olumlu yonde etkilemektedir [36].

Biyoplastiler, prokaryot ve dkaryot birgok organizmada bulunmustur. Ayni zamanda
insan kan plazmasinda da yiiksek oranda rastlanmistir ve memeli dokularinda toksik bir etkisi
yoktur [37].

Bakterilerce iiretilen P(3HB), polimer ozelliklerini gostermek icin yeterince yiiksek
molekiiler agirliga sahiptirler, bunlar propilen gibi geleneksel plastiklere benzerlik
gostermektedirler. En bastaki biyoteknolojik gelismelerin amact PHB’nin daha kullanigh hale
getirilmesiydi. 3HV’in P(3HB) ile birlestirilmesi poli(3-hidroksibiitirat-ko-3-hidroksi valerat)
[P(3HB-3HV)] kopolimerin olugmasina sebep olmustur. Bu kopolimer P(3HB)’e gore



kirilganlik ve sertligi daha az olup ve polipropilenlere benzer miikemmel bir su ve gaz bariyer
ozelligi gosterdikleri nedeni ile zarlarin yapiminda kullanilir [36].

En cok bilinen ve en yaygin kullanim alanina sahip olan PHB’ nin fiziksel 6zellikleri
petrol kokenli polipropilen ile karsilastirildiginda; PHB’nin daha kristal bir yapiya sahip
oldugu, 6zgiil agirliginin daha yiiksek oldugu, UV direncinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
One ¢ikan bu gibi 6zelliklerden dolayr PHB propilenin yetersiz kaldig1 bircok uygulama icin iyi
bir secenek olarak bildirilmistir [17].

1.6. PHB’nin Biyolojik Olarak Parcalanabilirligi ve PHB’yi Parcalayan
Mikroorganizmalar

PHB’nin en 6nemli dzelliklerinden biri, toprak, insan viicudu vb. yerlerde toksik iiriin
olusturmaksizin tamamen biyopargalanabilir olabilmesidir ve bu 6zelligi sayesinde, bir kez
kullanilip atilan egyalarin iiretiminde biiylik avantaj saglar. Depo materyali olarak poli-B-
hidroksibiitirat1 (PHB) iiretebilen bakterilerin biiyiik bir ¢ogunlugu dogada bulunabilir (toprak,
atik copler, deniz suyu vb.). PHB bu nedenden dolay1r ¢cogunlukla kolay elde edilebilecek ve
ayn1 zamanda kolayca biyodegrede olabilen bir maddedir [17].

1994 yilinda Annon, termoplastik maddelerin toprak mikroorganizmalar1 ile su ve
karbondioksite parcalandigini bildirmistir, PHB ve kopolimerlerinin anaerobik ortamda
parcalanma iiriinii ise, karbondioksit ve metandir [36].

PHB’nin parcalanma siiresi bir ka¢ aydan (anaerobik), bir ka¢ yila (denizsuyu) kadar,
katki maddesi ile ayarlanabilir. Parcalanmada nitrojen oksidi olugsmamasi, ¢evre korunmasinda
onemlidir. Parcalanan biyoplastik bitkilerin gelismesini olumlu yonde etkilemektedir. Polimerin
parcalanmasinda, bakteri, mantar, ve yiiksek organizmalar biyolojik faktorler olarak; hidroliz ve
oksidasyon kimyasal faktorler olarak; giines 15181, 1slanma ve mekanik asinma ise fiziksel
faktorler olarak etki etmektedir [27]. Tamamen parcalanma icin gereken zaman ve
biyoparcalanma oraninin, kalinlik, yiizey o6zellikleri, 1s1 ve cevredeki mikrobiyal niifus gibi
etkenlere bagli olarak degistigi bildirilmistir [18].

Nguyen ve arkadaglari, PHB, PHV ve P(HB-HV) (polihidroksibiitirat-co-
hidroksivalerat) kopolimerlerinde, 1siya baghh (170-200 °C) parcalanmayr arastirdiklar
calismalarinda, reaksiyonun ilk birka¢ saatindeki tabakalagsmayi, 1s1 etkisiyle erimenin takip
ettigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, 1s1 etkisiyle PHB parcalanmasinin hizlandigin belirterek,
bunun polimerlerin oligomer formlarinin krotonat son gruplari ile ilgili oldugunu bildirmislerdir
[38].

Mergaert ve arkadaslar1 ise, PHB'in toprakta ve steril tampon ¢ozeltide par¢alanmasini

arastirdiklar1 caligmada, her iki ortamda da molekiill agirliginin diistiiglinii, ancak kiitle
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miktarindaki azalmanin sadece toprakta goriildiigiinii ve bunun toprak cesidine bagli olarak
degistigini bildirmislerdir. Buna gore, kiitle azalmasindaki en yiiksek diizeye Kkilli toprakta
ulasilmistir. Bazi arastirmacilar da, topraktaki P(HB-HV) biyoparcalanirlik yiizdesinin topragin
cesidi ve icerdigi su miktarina bagl olarak degistigi bildirmektedirler [39].

PHB'n, karbon ve enerji kaynagi olarak bakteriler tarafindan kullanilabilmesi ig¢in
depolimerize olmasi1 gerekmektedir. Depolimerizasyon sonucu olusan monomerik 3-

hidroksibiitirik asit ve dimer yap1 bir¢ok organizma icin kullanilabilir substratlardir [16].

FTB
PHE depalind

D(-)-32-hidroksibutirat
Di-)-3-hidroksibitirat dehidrogena
Asetoasetat

Asetoasetil CoA sentaz
Asetozsetil CoA p Di-)-3-hidraksibtiril Co&
i [-Ketotiolaz
Asetil CoA

Sekil 6: PHB nin pargalanmasi ve yeniden sentezi [18]

PHB’nin biyolojik karakterleri ve biyolojik olarak parcalanabilir olmasi kadar 6nemli
olan bir bagka 6zellik de onun iiretim kaynaklarinin yenilenebilme yetenegine sahip olmasidir.
PHB’nin fermantasyon yoldan iiretiminde, sekerler ve yag asitleri gibi tarim iiriinleri karbon ve
enerji kaynagi olarak kullaniliyor. Bu tarim iiriinleri, karbondioksit ve sudan ortaya ¢ikmis ve

biyolojik olarak pargalanabilen PHB’ye doniistiikten sonra da yine CO, ve suya parcalanabilir

[17]. Bir dogal materyal olan bu polyester bakteriyel orijinlidir ve gercekten bircok
mikroorganizma, bu makromolekiilii par¢alama yetenegindedir. Bunun yani sira, petrokimyasal
termoplastlar gibi, geri doniistiiriilebilir bir biyopargalanma gosterirler [27].

COg-HzO
Bioparcalanma ——— = Bitkiler

t/’ \i:ltnse ntez
F'Ias'ilﬁri.mler Karbanhidratlar

Fermentasyon

PHE -+ P Geri Dondsam

Sekil 7: PHB’nin karbon dongiisii [18]

Savenkova et al. (2000) tarafindan yapilan bir arastirmada toprak
mikroorganizmalarindan PHB parcalayan baslica mikroorganizmalar tespit edilmistir. Bu
mikroorganizmalar arasinda en onemli bakteri cinsleri; Pseudomonas, Azotobacter, Bacillus ve

Streptomyces ve Trichoderma sayilabilir [40].
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Charles ve arkadaslari, Rhizobium meliloti’de PHB nin parcalanma iz yolunu etkileyen

genlerin kromozom ve mega plazmidde yerlestigini tespit etmislerdir [41].

1.7. PHB’nin Kullamim Alanlari

PHB ve kopolimerleri ¢esitli liriinlerin yapisinda onemli bir potansiyele sahip olmakla
birlikte, son zamanlardaki en ilgin¢ uygulamalar biyolojik uygunlugu ve maliyetinden dolay: tip
ve eczacilik alanlarindadir. Bu alanlardaki gelismeler de oldukga ilerlemis sathadadir [16].

Biyouyumlu olan PHB monomerleri insan viicudunda bulunan dogal metabolit olmasi
nedeniyle, polimer viicutta sadece ¢ok hafif bir immiinolojik cevap olusmasina neden olur. Bu
ozelliginden dolayr PHB insanlarda ilaglarin kontrollii salinimi igin test edilmistir. Boyle
calismalarda ilag, PHB’den yapilmis bir hap i¢ine sikistirilmis ve agiz yoluyla hastalara
verilmistir. PHB’nin viicut icinde biyolojik par¢alanmasi yavastir. Insan viicudu PHB
depolimeraz enzimi icermez. Bu 6zelliginden dolay1 da PHB pansuman sargisi, cerrahi dikisler,
eldiven, onliik, maske, yapay kan damarlari, protezler, ortopedik plaka, cubuk, vida ve igneler
gibi cerrahi malzemelerin yapiminda kullanilmistir [33].

Kronik osteomyolitis hastalarinin tedavisinde biyoparcalanabilir, biyouyum ve kemik
gecirgenligini saglayan piezoelektrik 6zellikleri bulunan P(HB-co-HV) kopolimeri kullanilarak,
bu kopolimerden hazirlanan kapsiiller icine antibiyotik konmustur. Tavsanin tibia kemigi i¢ine
yerlegtirilen kapsiiliin, ila¢ saliniminin etkinliginin arastinldigt ¢alismada, kopolimerin
antibiyotik tagiyici bir sistem olarak kullanilabilecegi bildirilmistir [42].

PHB’nin hastanelerde cerrahi sargilar ve eldivenler icinde bir yaglayic1 madde olarak
veya ince toz formunda kullanilmasi oldukga ilgingtir. Ayrica biyolojik parcalanabilirligiyle
ilgisi olmaksizin yarada kalabilecek olan bu PHB sargilarindaki fibrillerin, normal
sargilardakilerden ¢ok farkli delik yapisina sahip olusu bir avantaj da saglar. Yiiksek
teknolojiyle PHB'in gelecege yonelik kullanim alanlarindan biri de; uygun Olgiilerde su
gecirmez bir tiip formunda diizenlenen ¢ok ince fibrillerden meydana gelen kan damari veya bir
vaskiiler ag1 gibi kullanilmasidir. Bu as1 viicut i¢cinde gelisen yeni dokular i¢in gecici bir yap1
iskelesi olarak rol alabilir ve sonucta dogal dokular tarafindan tamamen eski haline gelebilir.
Bu, viicudun dogrudan tepkisini alan sentetik damarlardaki engelleme ve pihti olusum
problemini tamamen yok eder. PHB ve kopolimerlerinin 6énemli bir 6zelligi de polipeptitler,
poliniikleotitler, polisakkaritler ve proteinler gibi piezoelektrik polimer olmasidir. PHB ve
kopolimerleri polivinilidon, florit polimeri gibi kesikli piezoelektrisite gostermektedir.
Poliviniliden florit polimerinin filmleri kemigi elektriksel stimiilasyon ile kuvvetlendirebildigi
ve kemigin onarildig1 bilinmektedir. Bu durumda bir kemik kirigini sabitleyen levhalar benzer

mekanik 6zelliklere sahip takviyeli bir PHB karigimindan yapilirsa, uyarilan kemik biiyiir ve
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gelisir. Boyle bir kemik kinigindaki plaka biyolojik olarak parcalanabilir ve viicut tarafindan
bulundugu yerde yavasca emilebilir. Bu sirada kemik de kaynar ve plakayir uzaklastirmak igin
ikinci bir operasyona gerek kalmaz [16, 33].

Metal yap1 iskeleleri yerine emilebilen maddelerin kullanilmasinin en Onemli
avantajlari, bunlarin metabolize olabilmeleri, operasyon sonrasinda istenmeyen cerrahi
degisimlerin engellenmesi ve olusan damarlarin iskeletinin saglanabilmesidir. Ayrica yapi
iskelelerinin emilmesi sayesinde, ila¢ serbestlestirici farmakolojik ajanlarin viicuda dahil
edilmesi miimkiin olur [43].

Veteriner hekimliginde ilaglarin salinimi i¢in biyolojik parcalanabilen bir matriks olarak
PHB’nin bircok kullanim alami vardir. Polimer o6zellikle sigirlarin rumeninde cok iyi
parcalanabilmektedir. Bu konuda ¢ok tipik bir ornek olarak bir yil boyunca hayvanlarin
kurtlanmasini 6nlemek icin antihelmitik ila¢ iceren PHB nin biiyiik kapsiilleri yapilarak onlarin
parazitlenmesini engellemiglerdir [16].

PHB’nin ziraattede ¢esitli kullanim alanlar1 vardir ve 6zellikle toprakta biyopargcalanma
gerektiren uygulamalar icin cok uygundur. Ornegin, ekin sulamasi i¢in PHA’lardan yapilacak
oluklar kullanilabilir. Bu durumda hasat mevsiminin sonunda bunlarin tarladan toplanmasi
gerekmeyecektir. Ayrica bunlar tohum kapsiillendirilmesinde, fide tasimaciliginda ornekleri
korumak i¢in, giibre ya da pestisitlerin kontrollii salinimu i¢in plastik kiliflar olarak kullanilabilir
[33].

PHB baz1 kimyasallarin eldesinde de kullanilmaktadir. (R)-(-)-hidroksi karboksilik
asitler, biiyilk oranda antibiyotikler, vitaminler, aromatikler ve feromonlar gibi ince
kimyasallarin sentezi i¢in kiral yap: bloklar1 olarak kullanilabilirler [44].

PHB endiistriyel alanda, kalip yapim, sikistirilous film ve bazi fibrillerin

gelistirilmesinde  kullanilmistir.  Yapilan paket filmleri milkemmel bir gaz bariyeri

302
ozelligindedir. 25 pm kalinligindaki bir PHB filmi 45 cm /m /giin'liik bir oksijen ge¢irgenligine

sahiptir. Diisiik olan bu oksijen gecirgenliginden dolay1 gida maddelerinin paketlenmesinde
PHB filmleri rahatlikla kullanilabilir. Bu PHB filmleri polipropilen filmleri kadar gii¢liidiir,
fakat poli-etileter fitalat kadar dayanikli degildir. Oysa cam takviyeli PHB kaliplar1 naylon
benzerlerine gore daha sert ve dayamklidir. Fakat bunlarin da sicakliga dayaniklilig
miihendislik agisindan iyi degildir. Ancak bir¢ok plastik, cam-fiber dolgusu ilavesiyle
kuvvetlendirilebilmistir. PHB gaz bariyer 6zelliginden dolayi, film seklinde kaplamacilikta
kullanilmistir. Kanada’daki Hamur ve Kagit Arastirma Enstitiisii, Montreal’deki Mc Gill
Universitesi ile PHA laktik iireten bir firma olan Ecole Politeknik ve Imperial Kimya Sirketi

arasindaki ortak bir projeyle PHB, kaplanmis kagit ve yiiksek kalitede film yapmak igin
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kullanilmistir. Bu kaplanmis kagitlar tamamen biyolojik olarak parcalanabilmektedir ve ticari
olarak, kaplanmis kagitlarda geri doniisiim daha kolay olmustur [45].

PHB poset, torba, tek kullanimlik ¢ocuk bezi, jilet, catal, bicak, tabak, mutfak kaplari,
sampuan ve mesrubat siseleri, karton siit kutularinin i¢ ylizey kaplamalarinin yapiminda da
kullanilmastir [17].

Ayrica, taze balik, peynir, et ve et liriinleri, kurutulmus iiriinler, orta nemli gidalar, yagh
tohumlar, kurutulmus pastacilik iiriinleri, cipsler, sekerlemeler gibi gidalarda nem ve oksijene
kars1 koruma veya parlaklik saglama, aroma kaybin1 onleme amaciyla da PHB kullanilmistir

[18].

1.8. PHB Uretiminde Kullamlan Substaratlar ve PHB’nin Ucuz Uretimi

PHB iiretebilen mikroorganizmalar tabiatta dogal olarak bulunmaktadir. Cesitli
arastirmacilar PHB’nin  genellikle toprak mikroorganizmalar1 tarafindan iretildigini
belirtmislerdir. Toprak mikroorganizmalar1 i¢in uygun ortam saglandiginda PHB’nin {iiretim
miktarinin arttigit ve biyopolimere sahip mikroorganizmalarin daha direngli olduklart

bildirilmistir [17].

PHB ve cesitli PHA’larin iiretimi i¢in kullanilan substratlar 6zellikle karbon kaynagi
acisindan bakildiginda, glukoz, siikroz ve yag asitleri ile alkanlar ve kloroalkanoik asitler gibi
kimyasal bilesenlerdir. Ayrica, biitirik ve pentatonik asit, propiyonik asit, 4-hidroksi hegzanoik

asit, L-Laktat gibi karbon kaynaklar1 kullanimi da denenmistir [16].

PHB iiretiminin ticari iiretimini ve pazarlanmasini sinirlandiran baglica faktorlerden biri

iiretimde kullanilan karbon substratinin 6zellikle de seker substratinin fiyatidir [15].

Hanzlikova (1985), toprak mikroorganizmalar ile yaptig1 arastirmada glukoz iceren ve
icermeyen besi ortamlarinda gelistirilen bakterilerin glukoz icermeyen besi ortaminda 1.56-2.64
ng PHB tespit ederken %1 glukoz igceren besi ortaminda gelistirilen bakterilerde ise bu oranin

20 kat arttigin1 belirlemistir [46].

King (1982), yaptigi calismalarda glukozun PHB {iretiminde maliyeti artirdigi ve
maliyet artisinin istenmeyen bir durum oldugu, bunun icin daha ucuz karbon kaynaklari
kullaniminin tercih edilmesi gerektigini belirtmistir. Yapilan calismalar gostermistir ki, PHB
tiretiminde karbon kaynagi olarak glukoz ve sakkaroz kullanildiginda verim oldukga yiiksektir.
Ama maliyeti diigiirmek i¢in C . bilesikleri (metanol, metan), C2 bilesikleri (asetik asit, etanol) ve

C, bilesikleri (Bitirik asit) kullanihr. Ayrica sakkaroz kullanarak yapilan iiretimin en ucuz

oldugu da belirtilmigtir [47].
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Ekonomik biyoplastik iiretimi i¢in melas, ksiloz, arpa ve soya atik sular1 ve peynir alt1
suyunun kullanilmas1 arastirilmaktadir. Ozellikle melas, bakteriler igin karbon kaynagi
olmasinin yam sira, icerdigi vitaminler ve mineraller ile biiylime faktorii kaynagi olarak da
kullanilmaktadir. Ucuz karbon kaynaklar1 ve hatta peyniralti suyu gibi atiklardan PHB iiretimi

yapilarak verimin arttirtlmast amaglanmaktadir [15].

1.9. PHB Ureten Canlilar

Bitkiler birer PHB iireticisi olmamalarina karsin, PHB genlerinin tasiyicisi
olabildiklerinden, PHB iiretebildikleri ve bu nedenle, transgenik bitkilerin ¢ok miktarda ve ucuz
PHB iiretimi i¢in potansiyel organizmalar oldugu bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda bunlardan,

kuru agirliklarinin %20-40 arasinda PHB elde edilebilmistir [35].

Alcaligenes eutrophus’tan alinan PHB genleri, misir, patates gibi birkag¢ farkli bitkiye
aktarilarak, onlarin polimer iiretmesi saglanabildigi ve Imperial Kimya Sirketi’nin pilot

uygulamalarinda yilda 50 ton PHB-HV kopolimerinin elde edilebildigi bildirilmistir [48].

Prokaryotik mikroorganizmalarin genis bir kismu tarafindan sentez edilebilen PHB,
toprak, deniz ve tatlisu, bunlarin sedimentleri gibi farkli ¢cevresel drneklerden izole edilen, ¢ok
sayida heterotrofik ve ototrofik aerobik, fotosentetik anaerobik bakteriler, Actinomycetesler,
Cyanobakteriler, anaerobik, yag asidi okside eden bakteriler, gram negatif ve gram pozitif
bakteriler tarafindan depolanabilmektedir. PHB, o6zellikle Alcaligenes sp., Azotobacter sp.,
Bacillus sp., Pseudomonas sp. ve c¢esitli toprak mikroorganizmalar1 gibi bir c¢ok

mikroorganizma tarafindan olusturulur[16].

Yapilan calismalarda, endiistriyel PHB {iretiminde en fazla kullanilan bgkteri olan
Alcaligenes eutrophus’un, fruktozu karbon kaynagi olarak kullanarak hiicre kuru agirliginin %
80’inden fazlasint PHB olarak biriktirebildigi [27] ve Alcaligenes eutrophus’un glukozu
kullanabilen mutantlarimin da PHB iiretiminde kullanilabilecegi bildirilmektedir. Alcaligenes
latus gibi bu cinse ait diger tiirler de bircok karbon kaynagini kullanarak yiiksek PHB verimi
saglarlar. Ortamdaki C/N oranmnin artisinin polimer sentezini kolaylastirmasi nedeniyle,
Alcaligenes tiirlerinde PHB iiretiminin kinetiginde biiylime fazini takiben, azot kaynaginin

sinirli hale getirilmesinin oldukca belirgin bir depo fazi olusturdugu rapor edilmistir [45].

Borman ve arkadaslari, Azotobacter beyerninckii bakterisinin kazein pepton, maya
oziitli, kasamino asit ve iire gibi organik azot kaynaklarinin glukoz veya siikroz gibi karbon
kaynaklariyla kombine edildiginde, azot sinirlamasina gerek kalmadan %50’den fazla PHB

iretebilecegini bildirmislerdir. PHB’ nin biiylime iliskili sartlardan etkilendigini ve o6zellikle
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kazein pepton iceren besiyerinde bilyiimenin durgun fazinda en yiiksek PHB iiretim degerine
ulastigini1 sdylemislerdir. Calismada, oksijeni sinirlandirilmis sartlarda PHB iiretiminin arttigi da

vurgulanmistir [49].

Farkli Azotobacter tiirlerinin PHB verimi iizerine yapilan ¢aligmalardan birinde, A.
vinelandii UWD susunun glukoz, fruktoz, sakkaroz, maltoz gibi rafine karbon kaynaklan ile
seker kamisi melasi, seker pancari melasi, misir surubu, malt ekstrakti gibi kompleks karbon

kaynaklarinda yiiksek PHB verimi elde edildigi bildirilmistir [50].

Cesitli arastiricilar, biyoplastik iiretiminde Bacillus biyopolimerlerinin potansiyel
gelecek uygulamalar i¢in kullanilabilecegini bildirmektedirler. Ayrica, Bacillus’larin melas gibi
ucuz substratlarda hizli bir sekilde biiylidiikleri; yiiksek sicaklik ve yiiksek osmotik basinca
dayanikli olduklar1 ancak, hiicre duvari yapilarinin kalin olusu nedeniyle PHB ekstraksiyonu zor
oldugu bildirilmistir. Yine de avantajl 6zelliklerinden yararlanmak ve endiistriyel PHB iiretimi

yapmak icin uygun suslarin tespiti arastirmalar1 devam etmektedir [16].

Yapilan arastirmalarda bazi Bacillus suslarinin hiicre kuru agirliginin %50 den fazlasini

PHB seklinde biriktirebildigi bildirilmektedir [16].

Mercan ve Beyatli, yaptiklart ¢alismada 10 adet Bacillus sphaericus susunun PHB
iiretimlerini arastirmislardir. Bacillus sphaericus suglarinin hiicre kuru agirliklarina gére PHB
iiretim miktarlarim % 5,0- % 25,88 arasinda bulmuglardir. PHB iiretimi yiiksek olan Bacillus
sphaericus ATCC 12300, ATCC 7055, 34-2 VE 1404 nolu suslarimin farkli beef extract ve
sodyum asetat konsantrasyonlarinda PHB {iretimleri incelenmis; % 2 beef extract
konsantrasyonunda ATCC 7055, ATCC 12300 VE 34-2 suslarinin hiicre kuru agirliklarinin
sirastyla % 32,50, % 31,64, % 30,63’ iiniin PHB oldugu bulunmustur [51].

Metilotrofik organizmalardan olan bazi Pseudomas’larin da PHB iiretimi arastirilmis ve
yiiksek verim goriilmiistiir. Ps. oleovorans, Ps. aeroginosa, Ps. putida, Ps. fluorescens ve Ps.
testotereni, n-alkoller ve n-alkanoik asitler kullanilarak PHB iiretimi gozlenmistir. Karaboz ve
Umay, Ps. extorguens bakterisini metanol igeren karbon kaynaginda iirettiklerinde % 27 PHB

tiretimi saptammslardir [52].

Ates ve Ekmekgi, substrat olarak pancar melasi kullanilan ortamlarda batik kiiltiir
fermentasyonu yontemiyle, Pseudomonas extorquens DSM 1337 ve Azotobacter chroococcum
(TEM)’'in PHB iiretimlerini incelemislerdir. Her bir organizma icin farkli seker
konsantrasyonlari, ¢alkalama hizlar1 (havalandirma) ve inkiibasyon siirelerinin PHB {iretimine
etkileri arastirilmistir. Optimum kosullarda hem sakarozlu, mineral ortam hem de melash

mineral ortamda PHB iiretim verimi karsilastirilmistir. Optimum kosullarda PHB iiretim verimi
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pancar melaslt mineral ortamda Pseudomonas extorquens DSM 1337 de %22,98 ve Azotobacter
chroococcum (TEM)’de % 12,10 olarak bulunmustur. Bununla beraber en iyi PHB iiretimi,

sakarozlu mineral ortamda saptanmistir [53].

Gomez ve arkadaglar, toprak gram negatif bakterilerinin seker kamusi tiirevli sekerler
olan siikroz, fruktoz ve glukoz ile propiyonik asitten PHB iiretimini incelemisler ve %50-80

arasinda verime ulagmglardir [54].

Tal ve Okon, Azospirillum brasiliense Cd susunun, eksponansiyel fazin son agsamasinda,
yiiksek C/N oraninda, oksijen sinirlandirildiginda %35 olan PHB veriminin, %40'a ulastigini

bildirmislerdir [55].

Brandl ve arkadaslari, fotosentetik bakteriler olan Rhodospirillum ve Rhodobacter
cinsleri lizerinde yaptiklar1 aragtirmalarda bunlarin da n-alkanoik asitlerden polimer depo
ettigini, ayrica nitrojenin sinirlandirilmasi durumunda %PHB veriminin hiicre kuru agirliginin

9%60-%70'1 kadar olabildigini bildirmislerdir [56].

Lillo ve Rodriguez-Valera, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan halofilik
bakterilerden olan Halobacter mediterranei’nin, karbon kaynagi olarak glukoz ve nisasta
kullanildiginda, fosfati sinirlandirilmig sartlar altinda %60 PHB verimi elde edildigini
bildirmislerdir[57].

Ugur ve arkadaglari, 27 adet Streptomycetes izolatinin % 80’inin PHB’yi % 0,3-7,6

oraninda sentezledigini tespite etmislerdir [58].

Lee ve arkadaslari, E.coli’de PHB iiretimi icin, A. eutrophus PHB sentez genleri tasiyan
plazmidler kullanmislar ve plazmid stabilitesinin yiiksek oldugunu belirttikleri ¢caligmalarinda,

PHB veriminin %80,1'e ulastigin1 bildirmislerdir [44].

Bitkide nodiil olusturan toprak bakterilerinden olan Rhizobium cinsi bakterilerin de
hiicre ici PHB depo etme yetenegi bir¢cok arastirmaya konu olmustur. Rhizobium cinsi
bakterilerin, gram negatif, spor olusturmayan, cubuk formunda, pleomorfik yapida hiicreler
oldugu bilinmektedir. Genel olarak hareketli olan bu bakteriler, bir veya birden fazla flagella
ihtiva etmektedirler. Karbonhidrat iceren besi ortamlarinda gelisme sirasinda akiskan, zamkl
maddeler salgilamaktadirlar. Koloniler yuvarlak ve opaktir. Hizli gelisen Rhizobium ve
Bradyrhizobium disinda  gliniimiizde  Azorhizobium,  Sinorhizobium,  Photorhizobium,
Mesorhizobium olmak iizere dort cins daha tamimlanmistir. Bu bakterilerin en Onemli
ozelliklerinden biri baklagil bitkileri ile simbiyotik iliski sonucunda azotu fiske edebilmeleridir.

Rhizobium, Bradyrhizobium ve Azorhizobium cinslerine ait bircok tiir, serbest hiicrede ve
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simbiyosiste PHB depolamaktadirlar. PHB nin bu bakterilerde nitrojen fiksasyonunda enerji

kaynagi oldugu diisiiniilmektedir [59].

Mercan, yapmus oldugu doktora calismasinda, Rhizobium meliloti, Bradyrhizobium
Jjaponicum, Rhizobium phaseoli, Rhizobium legiiminosarum, Rhizobium viciae ve Rhizobium sp.
tiirlerine ait toplam 31 adet sus kullanmustir. Bakterilerin PHB {iretimlerinin hiicre kuru
agirliklarina gére % 5,37-% 57, 09 arasinda degistigini tespit etmistir. Maksimum PHB iiretimi
gosteren Rhizobium viciae F111 (% 57, 09), Rhizobium meliloti Y11 (% 39,25) ve
Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab (% 34,43) suslarinin farkli karbon ve azot kaynaklarinda
PHB iiretimleri arastirllmistir. Rhizobium meliloti Y11 ve Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab
suslar1 karbon kaynagi olarak glukoz besi ortaminda maksimum PHB verimi gosterirken
(swrasiyla % 87, 75 ve % 34,31), Rhizobium viciae F111 susu mannitol iceren besiyerlerinde
yiiksek oranda (% 41,22) PHB iiretmistir. Suslarin azot kaynaklarinda (F111 disinda) PHB
verimlerinin yliksek olmadiglr gozlenmistir. Azot kaynagi olarak proteaz pepton igeren besi
ortaminda Rhizobium meliloti Y11 susu maksimum % 26,23 ve Bradyrhizobium japonicum S
Irat Fab susu % 26,78 PHB iiretirken Rhizobium viciae F111 susu asparajin azot kaynaginda
maksimum % 48, 13 oraninda PHB {iretmistir [59].

Mercan ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada bir adet Rhizobium japonicum, alti adet
Rhizobium cicer, sekiz adet Rhizobium spp. ve Bradyrhizobium japonicum USDA CI110
susunda PHB {iretimini incelemislerdir. Suglarin PHB igeriklerini, 0,01- 0,5 g/1 ve PHB
verimlerini hiicre kuru agirliklarina gore % 1,36- % 40,0 arasinda bulmuslardir. Suslar arasinda
en yliksek verime sahip olan Rhizobium spp. 2426 ile orta verimlilige sahip olan Rhizobium spp
640 suslarini secip, farkli karbon ve azot kaynaklarinin PHB iiretimine etkisini test etmislerdir.
Suglar farkli karbon ve azot kaynagi iceren Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) sivi besiyerinde
diisitk miktarda PHB iiretirken, yiiksek PHB iiretimi L-sistein ve Glisin igeren besi ortaminda
elde edilmistir. Bu besi ortaminda (L-sistein ve Glisin) Rhizobium spp. 640 susunun % PHB
verimi sirasiyla % 13, 40 ve % 56, 67 olarak, aynm azot kaynaklarinda bu oranlart Rhizobium

spp. 2426 susunda sirastyla % 70, 0 ve % 61,43 olarak tespit etmislerdir [60].

Bonartseva ve arkadaslarinin yaptigi calismanin sonuglarina gore, PHB icerigi,
nitrogenaz enzimi aktivitesi ile ters, hidrogenaz enzimi aktivitesi ile dogru orantilidir. Yine,
Rhizobium leguminosarum, Rhizobium trifoli, Rhizobium galega, Rhizobium meliloti,
Rhizobium phaseoli gibi farkli tiirlerle yapilan calismalarda da, PHB {iretimlerinin susa ve
kiiltiirel ortama bagli oldugu bildirilmistir. Siikroz iceren besiyerinde, farkli azot kaynaklar

kullanilarak yapilan c¢alismada, en yiiksek PHB veriminin KNO I besiyerinde %65 ile

Rhizobium phaseoli’ den elde edildigi bildirilmistir [61].
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Jan ve arkadaslari, Rhizobium meliloti’de ortamda karbon kaynagi oldugunda ve
gelisme icin gerekli nitrojen gibi elementler sinirli tutuldugunda PHB'in depo edildigini
bildirmislerdir. Karbon kaynag tiimiiyle kullanildiginda ise PHB metabolize edilmektedir. R.
meliloti fruktozlu ortamda iiretildiginde biiyiik miktarda PHB depo etmektedir [62].

Bu calismada Elazig ili merkez ve Elazig ili ilcelerine bagli kdylerden alinan toprak
orneklerinden “Bitki Infeksiyon Metodu” kullanilarak izole edilen dogal Rhizobium suslarinin
Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) iiretim verimleri iizerine farkli calkalama hizlar, farkli seker

konsantrasyonlar1 ve farkli inkiibasyon siireleri gibi ortam kosullarinin etkileri incelenmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal
2.1.1. Bakteri Kiiltiirleri

Arastirmada kontrol sus olarak kullamlan Rhizobium phaseoli CIAT 899 bakteri
kiiltiirleri Ankara Toprak ve Glibre Arastirma Enstitlisti’'nden, Rhizobium phaseoli tiirlerine ait
suslar, Yrd Dog¢. Dr. Seher Giir’den temin edilmistir. Bu suslar, Elaz1g ili merkez ve Elazig ili

ilgelerine baglh koylerden 1996 yilinda alinan toprak drneklerinden izole edilmistir [63].
2.1.2. Besiyerleri

Arastirmada kullanilan Rhizobium cinsi bakterilerin Poli-B-hidroksibiitirat {iretim

miktarlarinin incelenmesinde, Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) Sivi Besiyeri kullanilmistir.

Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) Siv1 Besiyeri

Maddeler g/lt

Mannitol 10.0
KH2PO4 0.5
MgS04+H20 0.2
NaCl 0.1

Tripton 2.5
Pepton 2.5
Yeast Ekstrakt 2.5

Maddeler, 1 litre distile su igerisinde c¢oziilerek, 0.01 N HCI ve 0.01 N NaOH
kullanilarak besiyerinin pH degeri 7’ye ayarlanarak 121 °C’de 15 dakika siireyle sterilize
edilmistir [60].

Kat1 besiyerinin hazirlanmasinda (Yeast Ekstrakt Mannitol Agar) ortama % 2 oraninda

agar ilave edilmistir [59].
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2.2. Metot
2.2.1. Suslarin izolasyonu

Arastirmada kullanilan suslarin izolasyonu icin Elazig ili Merkez ve Elazig ili ilcelerine
bagli koylerden alinan toprak ornekleri kullamilmistir. Toprak ornekleri, fasiilye bitkisinin
ekildigi tarlalardan 1996 yili ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde olmak iizere yilda iki kez
almmustir. Dogal Rhizobium phaseoli populasyonunun belirlenmesinde Strike 308 fasiilye
tohumlart  kullanmilmistir. Fasiilye tohumlart steril pamuk {iizerinde c¢imlendirilmistir.
Cimlendirilen fideler, icerisinde 1/5 oraninda sulandirilmis jensen besi soliisyonu ve 1 litersinde
1 ml olacak sekilde iz element ¢ozeltisi igeren kavanozlara yerlestirilmistir. Araziden getirilmis
olan toprak &rnekleri ile 10 %’ya kadar diliisyonlar hazirlanip, bunlardan 10’ar ml
kavanozlardaki fideler inokiile edilmistir. Bitkiler 4 haftalik bir gelisim periyodunun sonunda
hasat edilmistir. Sokiilen bitkilerin kokleri sivi igerisinde oldugundan herhangi bir islem
yapilmadan iizerindeki nodozitelerin sayisi, biiylikliigli, rengi ve dagilimi tespit edilmistir.
Toprak orneklerindeki dogal populasyonun belirlenmesi amaciyla “Bitki Infeksiyon Metodu”
kullanilmistir. Nodiil olusturan toplam bitki sayisi ile her bir toprak orneginin 1 gramindaki
Rhizobium sayis1 EMS tablolarindan faydalanilarak belirlenmistir. Rhizobium suslarinin
izolasyonu icin, toprak ornekleriyle asilanan bitkilerin ana kokleri iizerinde bulunan pembe
renkli, saglikli nodiiller tercih edilmistir. Yiizey sterilizasyonu yapilan nodiiller kiit uclu bir pens
yardimiyla petri kutusunda ezilmis, elde edilen Rhizobium siispansiyonundan YEM besiyeri
ihtiva eden iki ayr1 petri kutusuna siirme suretiyele asilama yapilmistir. 28 °C’de 4-5 giin
siireyle inkiibe edilmistir. Bu islem, saf kiiltiir elde edinceye kadar birka¢ kere tekrarlanmigtir

[63].

2.2.2. Suslarin Kiiltiirel Ozelliklerinin Tespiti

Rhizobium phaseoli suslarinin sabit ve degisken Ozelliklerini saptamak amaciyla
kiiltiirel testler (kolonilerin sekillerinin, renklerinin, biiyiikliiklerinin tespiti, hareket muayenesi,
Bromtimol mavili YEM’de asit olusturma, katalaz testi, pepton glukoz agarda {ireme

durumunun tespiti) uygulanmistir [63].

2.2.3. Suslarin Muhafaza Edilmesi

YEM agar iceren yatik tiiplere, liger paralelli olarak inokiile edilen izolatlar, 28 °C’de 5
giin siireyle inkbasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda +4 °C’de buzdolabinda muhafaza

edilmistir [63].
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2.2.4. Analitik Olciim icin PHB Metodu

Rhizobium phaseoli suslarinin  {iretmis olduklart PHB miktari, Bonartseva ve

Myshkina’nin metoduna gore belirlenmistir [60].

YEM stok Kkiiltirden 6ze ile alinan inokulum icerisinde 50 ml YEM sivi besiyeri
bulunan bir erlene aktarilarak ©n zenginlestirme yapilmistir. Zenginlestirmenin yapildig
erlenden, icerisinde 100’er ml YEM s1v1 besiyeri bulunan 4 ayri erlene % 4 oaraninda kiiltiir
astlanmistir. Erlenler 28 °C’de 48 saat kalmak kosuluyla calkalamali etiive (Gerhardt-
Laboshake) kaldirilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda, erlenlerdeki kiiltiirler, daras1 alinmis olan santrifiij tiiplerinin
icerisine aktarilmis ve 10.000 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij (Sigma 3K 18) edilmistir. S1v1
kistm (siipernatant) atildiktan sonra tiiplerde kalan pelet, 35 °C’de 24 saat siireyle
kurutulmustur. Daha sonra tiipler tartilarak 100 ml’lik kiiltiirdeki hiicre kuru agirlig

hesaplanmustir.

Tartim isleminden sonra drnekler, 5 ml distile suyla homojenize edilmistir. Homojenize
ornekler, 2 dakika siireyle ultrasonikasyona (Bandelin UW 2070) tabi tutulmustur. Bu
tiiplerdeki orneklerden 2’ser ml alinarak yeni santrifiij tiiplerine aktarilmistir. 2 ml 6rneklerin
tizerine 2 ml 2N HCl ilave edilip 2 saat siireyle 100 °C’de su banyosuna (Clifton) alinmistir. Su
banyosundan ¢ikarilan 6rnekler, 6000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmis, sivi kisim atildiktan
sonra geriye kalan pelet iizerine 5 ml kloroform eklenip tiiplerin agz1 kapatildiktan sonra bir
gece boyunca 28 °C’de calkalamali etiivde bekletilmistir. Tiipler, agizlar1 agildiktan sonra 6000
rpm’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra kloroform kismindan 0,1 ml alinmis ve 40 °de 15
dakika tutularak kloroform ugurulmustur. Orneklerin iizerine 5 ml konsantre H2SOs ilave
edilmis, 100 °C’de su banyosunda 20 dakika bekletilmistir. Su banyosundan alinan 6rnekler,

soguduktan sonra 235 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutulmustur.

2.2.4.1. Farkh Calkalama Hizlarinda PHB Verimlerinin Tespiti

Rhizobium phaseoli suslarinin farkli calkalama hizlarinda PHB {iiretim miktarlar1 tespit

edilirken,; 50, 100, 150, 200 rpm (devir/dakika)’lik ¢alkalama hizlar1 kullanilmistir.

2.2.4.2. Farkh Seker Konsantrasyonlarinda PHB Verimlerinin Tespiti

Rhizobium phaseoli suslarinin farkli seker konsantrasyonlarinda PHB iiretim miktarlart

tespit edilirken; % 0,5, % 1, % 1,5, % 2’lik seker konsantrasyonlar1 kullanilmustir.
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2.2.4.3. Farkl inkiibasyon Siirelerinde PHB Verimlerinin Tespiti

Rhizobium phaseoli suslarimin farkli inkiibasyon siirelerinde PHB iiretim miktarlar

tespit edilirken; 24, 48, 72, 96 saatlik inkiibasyon siireleri kullanilmstir.

2.2.5. PHB’ye Ait Standart Grafigin Hazirlanmasi

Standart grafigin hazirlanmasi amaciyla Sigma-Aldrich Cheme’den temin edilen
saflastirilmis ve toz haline getirilmis standart PHB kullanilmistir. PHB, krotonik asite
doniistiiriilerek spektrofotometrede absorbans taramasi yapilmis ve maksimum absorbans

gosterdigi dalga boyunun 235 nm oldugu saptanmstir.

Standart grafik icin PHB’nin; 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ug/ml’lik (siilfirik asit icinde)
sollisyonlar1 hazirlanmistir. Bunlar 100 °C’de 10 dakika 1sitilarak krotonik asite
doniistiiriilmiistiir. Maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda absorbansi Olciilerek

PHB’nin pg/ml’ye karsilik gelen standart grafigi elde edilmistir [53].

Ahzorhans
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g 04
+=
S 03
=]
< 02
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S 8 " =~ 8 8§ § § § 5 3
Dralga boyw (nm)

Sekil 8: Standart PHB’ nin krotonik asit formundaki absorbans taramasi [53]
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R?=0,9957
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Sekil 9: Krotonik asit formundaki standart PHB nin 235 nm dalga boyunda miktara bagl (ug/ml) standart
grafigi [53]
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3. SONUC VE TARTISMA

3.1. Suslarm Kiiltiirel Ozellikleri

Izole edilen Rhizobium phaseoli suslar1 besiyerinde yuvarlak, kenarlart muntazam ve
seffaf koloniler olusturmuslardir. Yapilan mikroskobik incelemede suslarin gram negatif
oldugu goriilmiistiir. Suslarin hepsi YEM besiyerinde mukoz olusturmuslardir. Arastirmada
elde edilen tim Rhizobium phaseoli suslarimin hareketli oldugu belirlenmistir. Brom timol
mavili YEM icgeren ortamda dogal Rhizobium phaseoli suslarinin tiimii 36 saat ve 120 saat sonra
iireme gostermisler ve asit olusturmuslardir. Pepton glukoz agarda da tiim suslarin iiredigi

goriilmiistiir [63]

3.2. Hiicre Kuru Agirhiklarimin Belirlenmesi

Bu calismada Elazig yoresi topraklarindan izole edilen bazi Rhizobium phaseoli
suslarinin farkli calkalama hizlarinda, farkli seker konsantrasyonlarinda ve farkli inkiibasyon
stirelerinde kuru agirliklar1 ve PHB iiretim yetenekleri belirlenmistir. Arastirmada 1 adet

kontrol, 4 adet 6rnek olmak iizere 5 adet Rhizobium phaseoli sugu kullanilmistir.

100’er mI’lik YEM s1v1 besiyerinde, 28 °C’de 50, 100, 150, 200 rpm (devir/dakika)’lik
calkalama hizlarinda 48 saat; 28 °C’de % 0.5, % 1, % 1,5, % 2’lik seker konsantrasyonlarinda
48 saat; 28 °C ‘de 24, 48, 72, 96 saatlik inkiibasyon siirelerinde elde edilen kiiltiirler
santrifiijlendikten sonra sivi kistm atilmig ve pelet kurutulmugtur. Daha sonra ise her birinin tek

tek kuru agirliklari belirlenmistir.
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Tablo 3.2.1. R phaseoli suslarinin 50 rpm ¢alkalama hizindaki hiicre kuru agirliklar1 (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3. paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,1959 0,1997 0,1981 0,1979 +0,0019
12F 0,2300 0,2427 0,2413 0,2380 +0,0063
22F 0,1895 0,1945 0,1911 0,1917 +0,0025
23F 0,0930 0,0966 0,0981 0,0959 +0,0025
24F 0,2065 0,2021 0,2090 0,2092 +0,0034

Tablo 3.2.2. R phaseoli suglarinin 100 rpm ¢alkalama hizindaki hiicre kuru agirliklart (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2004 0,2040 0,2014 0,2019 +0,0018
12F 0,2456 0,2419 0,2415 0,2430 +0,0020
22F 0,1923 0,1978 0,1970 0,1957 +0,0027
23F 0,1008 0,0994 0,0922 0,0978 +0,0048
24F 0,2114 0,2149 0,2136 0,2133 +0,0017
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Tablo 3.2.3. R phaseoli suglarinin 150 rpm ¢alkalama hizindaki hiicre kuru agirliklart (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3. paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2162 0,2123 0,2246 0,2177 +0,0061
12F 0,2601 0,2612 0,2656 0,2623 +0,0027
22F 0,2103 0,2086 0,2159 0,2116 +0,0036
23F 0,0972 0,1096 0,1091 0,1053 +0,0062
24F 0,2255 0,2276 0,2372 0,2301 +0,0060

Tablo 3.2.4. R phaseoli suglarinin 200 rpm ¢alkalama hizindaki hiicre kuru agirliklart (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2290 0,2320 0,2395 0,2335 +0,0052
12F 0,2826 0,2792 0,2806 0,2808 +0,0017
22F 0,2198 0,2287 0,2295 0,2260 +0,0048
23F 0,1085 0,1157 0,1163 0,1135 +0,0039
24F 0,2450 0,2472 0,2485 0,2469 +0,0017

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirhg 50 rpm galkalama hizinda en diigiik
(0,1979 g/1), 200 rpm calkalama hizinda en yiiksek (0,2335 g/I) olarak bulunmustur.

R. phaseoli izolatlariin hiicre kuru agirliklari; 50 rpm c¢alkalama hizinda 0,0959-0,2380
g/1, 100 rpm calkalama hizinda 0,0978-0,2430 g/I, 150 rpm c¢alkalama hizinda 0,1053-0,2623
g/1, 200 rpm calkalama hizinda 0,1135-0,2808 g/l arasinda degisiklik gostermistir.

Calisilan tiim ¢alkalama hizlarinda 23F kodlu izolatin en diisiik hiicre kuru agirligina,
12F kodlu izolatin ise en yiiksek hiicre kuru agirligina sahip oldugu goriilmiistiir. Biitiin

suslarin, calkalama hizlarindaki artisa paralel olarak hiicre kuru agirliklarinda artis goriilmiistiir.
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Tablo 3.2.5. R phaseoli suslarinin % 0,5’lik seker konsantrasyonundaki hiicre kuru
agirliklar (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma

R. phaseoli CIAT 899 | 0,1688 0,1794 0,1759 0,1747 +0,0053

12F 0,2203 0,2329 0,2265 0,2267 +0,0063
22F 0,1816 0,1885 0,1879 0,1879 +0,0060
23F 0,0701 0,0783 0,0751 0,0745 +0,0041
24F 0,1957 0,2070 0,1976 0,2001 +0,0056

Tablo 3.2.6. R phaseoli suslarinin % 1°lik seker konsantrasyonundaki hiicre kuru agirliklar

(g

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma

R. phaseoli CIAT 899 | 0,2004 0,2040 0,2014 0,2019 +0,0018

12F 0,2456 0,2419 0,2415 0,2430 +0,0020
22F 0,1923 0,1978 0,1970 0,1957 +0,0027
23F 0,1008 0,0994 0,0922 0,0978 +0,0048
24F 0,2114 0,2149 0,2136 0,2133 +0,0017
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Tablo 3.2.7. R phaseoli suslarinin % 1,5’lik seker konsantrasyonundaki hiicre kuru agirliklart

(&)
Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2074 0,2191 0,2143 0,2136 +0,0058
12F 0,2490 0,2583 0,2565 0,2546 +0,0046
22F 0,2104 0,2006 0,2019 0,2043 +0,0049
23F 0,1093 0,1132 0,1162 0,1129 +0,0034
24F 0,2192 0,2257 0,2295 0,2248 +0,0051

Tablo 3.2.8. R phaseoli suslarinin % 2’lik seker konsantrasyonundaki hiicre kuru agirliklar

(&)
Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2245 0,2178 0,2216 0,2213 +0,0033
12F 0,2637 0,2593 0,2576 0,2602 +0,0030
22F 0,2130 0,2038 0,2069 0,2079 +0,0046
23F 0,1293 0,1220 0,1162 0,1225 +0,0065
24F 0,2303 0,2398 0,2310 0,2337 +0,0047

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirhg % 0,5°lik seker konsantrasyonunda
en diisiik ( 0,1747 g/1), % 2’lik seker konsantrasyonunda en yiiksek (0,2213 g/l) olarak

bulunmustur.

R. phaseoli izolatlarimin hiicre kuru agirliklary; %
0,0745-0,2267 g/l, % T1’lik seker konsantrasyonunda 0,0978-0,2430 g/l, %
konsantrasyonunda 0,1129-0,2546 g/1, %

0,5’lik seker konsantrasyonunda
1,5’lik seker
2’lik seker konsantrasyonunda 0,1225-0,2602 g/l

arasinda degisiklik gostermektedir.
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Calisilan tiim seker konsantrasyonlarinda 23F kodlu izolatin en diisiik hiicre kuru
agirligina, 12F kodlu izolatin ise en yiiksek hiicre kuru agirligina sahip oldugu goriilmiistiir. %
0,5’1ik seker konsantrasyonlarinda hiicre kuru agirliklarindaki diisiisiin nisbeten fazla oldugu
goriilmiistiir. Biitlin suslarin, seker konsantrasyonlarindaki artisa paralel olarak hiicre kuru

agirliklarinda artig goriilmiistiir.

Tablo 3.2.9. R phaseoli suslarimin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki hiicre kuru

agirhiklar (g/1)
Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3. paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,00622 | 0,00637 | 0,00628 | 0,00630 | % 0,00006
12F 0,00682 | 0,00693 | 0,00692 | 0,00689 | £ 0,00005
22F 0,00604 | 0,00616 | 0,00610 | 0,00610 | +0,00006
23F 0,00339 | 0,00335 | 0,00340 | 0,00338 | +0,00002
24F 0,00598 | 0,00608 | 0,00609 | 0,00605 | +0,00005

Tablo 3.2.10. R phaseoli suslarinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki hiicre kuru

agirliklar (g/1)
Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3. paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2004 0,2040 0,2014 0,2019 +0,0018
12F 0,2456 0,2419 0,2415 0,2430 +0,0020
22F 0,1923 0,1978 0,1970 0,1957 +0,0027
23F 0,1008 0,0994 0,0922 0,0978 +0,0048
24F 0,2114 0,2149 0,2136 0,2133 +0,0017
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Tablo 3.2.11. R phaseoli suslarinin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki hiicre kuru

agirliklar (g/1)
Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 32698 3,2712 3,2645 3,2685 +0,0033
12F 3,9736 3,9716 3,9794 3,9782 +0,0039
22F 3,1377 3,1445 3,1462 3, 1428 +0,0042
23F 1,5525 1,5502 1,5531 1,5486 +0,0022
24F 3,5201 3,5277 3,5269 3,5249 +0,0038

Tablo 3.2.12. R phaseoli suslarimn 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki hiicre kuru

agirliklar (g/1)
Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 32927 3,2995 3,2988 3,2790 +0,0034
12F 4,0101 4,0137 4,0146 4,0128 +0,0022
22F 3,1678 3,1745 3,1713 3,1712 +0,0033
23F 1,6009 16017 1,5986 1,6002 +0,0015
24F 3,6201 3,6255 3,6161 3,6201 +0,0047

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirhigi 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
en diisiik (0,00630 g/1), 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda en yiiksek (3,2790 g/l) olarak

bulunmustur.

R. phaseoli izolatlarimin hiicre kuru agirliklari; 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
0,00338-0,00689 g/l, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 0,0978-0,2430 g/, 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda 1,5486-3,9782 g/1, 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 1,6002-
4,0128 g/l arasinda degisiklik gdstermistir.
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Caligilan tiim inkiibasyon siirelerinde 23F kodlu izolatin en diisiik hiicre kuru agirligina,
12F kodlu izolatin ise en yiiksek hiicre kuru agirligina sahip oldugu goriilmiistiir. 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarr oldukg¢a diisiik olarak bulunurken, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siireleri sonunda hiicre kuru agirliklarinda belirgin bir artis goriilmiistiir. 96
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen hiicre
kuru agirliklarina yakin sonuglar elde edilmistir. Bu farkli inkiibasyon siirelerinin hiicre kuru

agirliklarinin artisinda biiyiik bir etkisinin oldugu goriilmiistiir.

Mercan [59], yapmis oldugu doktora c¢alismasinda, Rhizobium cinsi bakterileri
kullanmustir. R. phaseoli suslarinda hiicre kuru agirliklarin1 0,095-0260 g/l, R. leguminosarum
suslarinda ise 0,155-0,470 g/l olarak bulmustur. R. phaseoli suslarinda buldugu maksimum ve

minimum hiicre kuru agirliklari, calismamiz ile uygunluk gostermektedir.

Mercan ve arkadaslari [60], Rhizobium cinsi bakterilerle yaptiklari ¢alismalarinda hiicre
kuru agirliklarim 0,11-4,35 g/l arasinda bulmuslardir. Rhizobium spp.2426 kodlu bakteri 0,20
g/l, Rhizobium spp.G49 kodlu bakteri 0,36 g/l, Rhizobium spp.2357 kodlu bakteri, 0,58 g/l

hiicre kuru agirligina sahip olarak bulunmustur.

Urug [64], yapmis oldugu yiiksek lisans tezi ¢alismasinda Rhizobium cinsi bakterileri
kullanmistir. R phaseoli suslarinda hiicre kuru agirliklarini 0,0982-0,2424 g/1 olarak bulmustur.
R. leguminosarum suslarinda ise hiicre kuru agirliklarim 0,2544-0,4424¢/1 arasinda bulmustur.
R. phaseoli suslarinda buldugu maksimum ve minimum hiicre kuru agirliklari, calismamiz ile

uygunluk gostermektedir.

Ates ve Ekmekgi [53] yapmis olduklar ¢calismada, Pseudomonas extorquens DSM 1337
ve Azotobacter chroococcum (TEM)’in PHB iiretimlerini incelemisler ve her bir organizma icin
farkli calkalama hizlarimin, farkli seker konsantrasyonlarinin ve farkli inkiibasyon siirelerinin
etkilerini arastirmiglardir. Farkli ¢alkalama hizlarinin PHB {iiretiminde etkisi arastirilirken, her
iki bakteri tiiriiniin hiicre kuru agirliklarinda belirgin bir degisim goriilmemistir. Farkli seker
konsantrasyonlarinin PHB iiretiminde etkisi calisilirken, P. extorquens DSM 1337°de en yiiksek
hiicre kuru agirhigr % 2’lik seker konsantrasyonunda 22,24 mg, A. chroococcum (TEM)’de en
yiiksek hiicre kuru agirligs % 3,5’lik seker konsantrasyonunda 67,11 mg olarak bulunmustur.
Farkli inkiibasyon siirelerinin PHB iiretiminde etkisi ¢alisilirken, P. extorquens DSM 1337°de
32. saatin sonunda en yiiksek deger olan 27,92 mg’a, A chroococcum (TEM)’de 28. saatin
sonunda en yiiksek deger olan 58, 13 mg’a ulasilmistir. Ates ve Ekmek¢i’nin yapmis olduklart
calismada farkli ¢alkalama hizlariyla farkli seker konsantrasyonlarinin, hiicre kuru agirliginin

degisiminde biiyiik bir etkisinin olmadig1 goriiliirken, farkli inkiibasyon siirelerinin, hiicre kuru
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agirhiginin degisiminde, belirgin bir etkisinin oldugu goriilmiistiir. Bu durum calismamiz ile

paralellik gostermektedir.

Beyatli ve Mercan [51] 10 adet Bacillus sphaericus susunun PHB iiretimlerini tespit
etmislerdir. . Suslarin PHB iiretimleri tespit edildikten sonra, en yliksek verimi gosteren 4 susun
farkli karbon kaynaklarinda bakterilerin PHB {iretimleri incelenmistir. Bacillus sphaericus
ATCC 12300 susunun % 0,2, % 0,5, % 1’lik beef ekstrakt iceren besi ortaminda 0,335 g/l,
Bacillus sphaericus ATCC 7055 susunun % 1’lik beef ekstrakt iceren besi ortaminda 0,560 g/1,
Bacillus sphaericus 34-2 susunun, % 0,2’lik beef ekstrakt iceren besi ortaminda 0,480 g/l,
Bacillus sphaericus 1404 susunun % 1’lik beef ekstrakt icern besi ortaminda 0,605 g/l
maksimum hiicre kuru agirhigina ulastign goriilmiistiir. Bacillus sphaericus ATCC 12300
susunun % 0,2, % 0,5, % 1’lik sodyum asetat iceren besi ortaminda 0,290 g/l, Bacillus
sphaericus ATCC 7055 susunun % 2’lik sodyum asetat iceren besi ortaminda 0,365 g/l,
Bacillus sphaericus 34-2 susunun, % 0,2’lik sodyum asetat iceren besi ortaminda 0,740 g/l,
Bacillus sphaericus 1404 susunun % 0,2’lik sodyum asetat igern besi ortaminda 0,455 g/l

maksimum hiicre kuru agirligina ulastigr goriilmiistiir.

Saadettin ve arkadaglar1 [65], yapmuis olduklar1 ¢alismada, Bacillus cinsine ait B.
sphaericus, B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus, B. thuringiensis ve Bacillus spp.
bakterilerinin PHB iiretimlerini tespit etmislerdir. Calisilan 23 adet Bacillus susunun hiicre kuru
agirliklar 0,15-2,67 g/l olarak bulunmustur. Daha sonra en yiiksek verimi gosteren 3 Bacillus
susunun Farkli karbon ve azot kaynaklarinda PHB {iiretimleri incelenmistir. B. sphaericus NRS
592 susunun en yiiksek PHB verimini gosterdigi glisin iceren besi ortaminda hiicre kuru agirhigi
0,22 g/1, B. subtilis ATCC 6633 susunun en yiiksek PHB verimini gosterdigi sakkaroz igceren
besi ortaminda hiicre kuru agirhigr 0,61 g/l, B. licheniformis ATCC 10716 susunun en yiiksek
PHB verimini gosterdigi proteaz pepton igeren besi ortaminda hiicre kuru agirligi 0,16 g/l olarak
tespit edilmistir. Arastirmacilar daha sonra bu 3 Bacillus susunun, UV ve akriflavin ile elde
edilen mutant suslarinda PHB iiretimini incelemislerdir. B.sphaericus NRS 592 susundan 80 g
akriflavin ile elde edilen mutant Y7 susunun hiicre kuru agirhigim 0,14 g/1, B. subtilis ATCC
6633 susundan 100 pg akriflavin ile elde edilen mutant Z4 susunun hiicre kuru agirligini 0,36
g/l, B. licheniformis ATCC 10716 susundan 8 dakika UV ile elde edilen mutant Mé susunun

hiicre kuru agirligini 0,50 g/l olarak bulunmustur.
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3.3. PHB Uretimlerinin Belirlenmesi

Hiicre kuru agirliklar tespit edildikten sonra ultrasonikasyon islemleri ile PHB elde
edilmistir. PHB, siilfirik asit ile krotonik asite doniistiiriilmiis, son maddenin miktari, 235 nm.

UV spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir.

Tablo 3.3.13. R phaseoli suslarinin 50 rpm ¢alkalama hizindaki PHB iiretimi (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3. paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,0449 0,0452 0,0461 0,0454 + 0,0006
12F 0,0401 0,0399 0,0412 0,0404 + 0,0006
22F 0,0382 0,0384 0,0389 0,0385 +0,0003
23F 0,0236 0,0244 0,0246 0,0242 + 0,0005
24F 0,0529 0,0536 0,0528 0,0531 + 0,0004

Tablo 3.3.14. R phaseoli suslarinin 100 rpm calkalama hizindaki PHB tiretimi (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3. paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,0470 0,0458 0,0468 0,0464 + 0,0006
12F 0,0409 0,0420 0,0419 0,0416 +0,0005
22F 0,0396 0,0394 0,0398 0,0396 +0,0002
23F 0,0242 0,0252 0,0246 0,0246 + 0,0005
24F 0,0550 0,0554 0,0558 0,0554 + 0,0004

34




Tablo 3.3.15. R phaseoli suslarinin 150 rpm calkalama hizindaki PHB tiretimi (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3. paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,0491 0,0492 0,0490 0,0491 +0,0001
12F 0,0449 0,0438 0,0439 0,0442 +0,0005
22F 0,0431 0,0429 0,0427 0,0429 +0,0002
23F 0,0259 0,0266 0,0264 0,0263 +0,0003
24F 0,0594 0,0598 0,0593 0,0595 +0,0002

Tablo 3.3.16. R phaseoli suslarinin 200 rpm calkalama hizindaki PHB iiretimi (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,0546 0,0537 0,0534 0,0539 + 0,0006
12F 0,0472 0,0472 0,0478 0,0474 +0,0003
22F 0,0462 0,0452 0,0463 0,0459 +0,0005
23F 0,0332 0,0330 0,0337 0,0333 +0,0003
24F 0,0654 0,0659 0,0650 0,0651 + 0,0004

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirligina goére PHB iiretimi 50 rpm
calkalama hizinda en diisiik (0,0454 g/1), 200 rpm calkalama hizinda en yiiksek (0,0539 g/1)

olarak bulunmustur.

R. phaseoli izolatlariin hiicre kuru agirliklarina gére PHB iiretimi; 50 rpm ¢alkalama
hizinda 0,0242-0,0531 g/1, 100 rpm calkalama hizinda 0,0246-0,0554 g/1, 150 rpm calkalama
hizinda 0,0263-0,0595 g/1, 200 rpm calkalama hizinda 0,0333-0,0651 g/l arasinda degisiklik

gostermistir.

Calisilan tiim calkalama hizlarinda 23F kodlu izolatin en diisiik PHB {iretimine, 24F

kodlu izolatin ise en yiiksek PHB {iiretimine sahip oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 3.3.17. R phaseoli suglarinin % 0,5’lik seker konsantrasyonundaki PHB iiretimi

(&)
Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,0418 0,0429 0,0422 0,0423 + 0,0005
12F 0,0359 0,0368 0,0365 0,0364 + 0,0004
22F 0,0377 0,0375 0,0373 0,0375 +0,0002
23F 0,0199 0,0198 0,0201 0,0199 +0,0001
24F 0,0512 0,0525 0,0517 0,0518 + 0,0006

Tablo 3.3.18. R phaseoli suslarinin % 1’lik seker konsantrasyonundaki PHB {iretimi (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3. paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,0470 0,0458 0,0468 0,0464 + 0,0006
12F 0,0409 0,0420 0,0419 0,0416 + 0,0005
22F 0,0396 0,0394 0,0398 0,0396 +0,0002
23F 0,0242 0,0252 0,0246 0,0246 + 0,0005
24F 0,0550 0,0554 0,0558 0,0554 + 0,0004
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Tablo 3.3.19. R phaseoli suslarinin % 1,5’lik seker konsantrasyonundaki PHB tiretimi (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3. paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,0467 0,0480 0,0469 0,0472 + 0,0006
12F 0,0483 0,0496 0,0491 0,0490 + 0,0006
22F 0,0415 0,0422 0,0423 0,0420 + 0,0004
23F 0,0272 0,0267 0,0274 0,0271 +0,0003
24F 0,0562 0,0568 0,0557 0,0562 + 0,0005

Tablo 3.3.20. R phaseoli suslarinin % 2’lik seker konsantrasyonundaki PHB {iretimi (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,0512 0,0505 0,0507 0,0508 +0,0003
12F 0,0502 0,0511 0,0505 0,0506 + 0,0004
22F 0,0413 0,0422 0,0425 0,0420 + 0,0006
23F 0,0286 0,0294 0,0293 0,0291 + 0,0004
24F 0,0579 0,0570 0,0573 0,0574 + 0,0004

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirhgma goére PHB iiretimi % 0,5°lik seker
konsantrasyonunda en diisiik (0,0423 g/1), % 2’lik seker konsantrasyonunda en yiiksek (0,0508

g/1) olarak bulunmustur.

R. phaseoli izolatlarinin hiicre kuru agirliklarina gore PHB iretimi; % 0,5’lik seker
konsantrasyonunda 0,0199-0,0518 g/l, % 1’lik seker konsantrasyonunda 0,0246-0,0554 g/1, %
1,5’1ik seker konsantrasyonunda 0,0271-0,0562 g/l, % 2’lik seker konsantrasyonunda 0,0291-
0,0574 g/1 arasinda degisiklik gostermistir.
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Calisilan tiim seker konsantrasyonlarinda 23F kodlu izolatin en diisiik PHB {iretimine,

24F kodlu izolatin ise en yiikksek PHB iiretimine sahip oldugu goriilmiistiir. 22F kodlu izolatta

%1,5’lik ve %2’lik seker konsantrasyonlarinda PHB iiretimi ayn1 bulunmustur.

Tablo 3.3.21. R phaseoli suglarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki PHB iiretimi (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3. paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,00029 | 0,00024 | 0,00025 | 0,00026 | % 0,00002
12F 0,00018 | 0,00014 | 0,00019 | 0,00017 | +0,00002
22F 0,00021 | 0,00021 | 0,00024 | 0,00021 | +0,00003
23F 0,00017 | 0,00016 | 0,00018 | 0,00017 | +0,00001
24F 0,00037 | 0,00036 | 0,00026 | 0,00033 | +0,00005

Tablo 3.3.22. R phaseoli suslarinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki PHB iiretimi (g/I)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,0470 0,0458 0,0468 0,0464 + 0,0006
12F 0,0409 0,0420 0,0419 0,0416 +0,0005
22F 0,0396 0,0394 0,0398 0,0396 +0,0002
23F 0,0242 0,0252 0,0246 0,0246 +0,0005
24F 0,0550 0,0554 0,0558 0,0554 + 0,0004
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Tablo 3.3.23. R phaseoli suglarinin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki PHB iiretimi (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3. paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,9535 0,9538 0,9547 0,9540 + 0,0006
12F 0,9633 0,9641 0,9643 0,9639 +0,0005
22F 0,8394 0,8399 0,8398 0,8397 +0,0002
23F 0,4642 0,4653 0,4655 0,4650 + 0,0006
24F 1,0291 1,0293 1,0283 1,0289 + 0,0005

Tablo 3.3.24. R phaseoli suslarinin 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki PHB iiretimi (g/I)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel | 3.paralel | Ortalama | Standart sapma
R. phaseoli CIAT 899 | 0,9691 0,9704 0,9702 0,9699 + 0,0006
12F 1,0358 1,0350 1,0351 1,0353 + 0,0004
22F 0,8653 0,8657 0,8652 0,8654 +0,0002
23F 0,4851 0,4863 0,4860 0,4858 + 0,0006
24F 1,1274 1,1282 1,1284 1,1280 +0,0005

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirhgina gére PHB iiretimi 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda en diisiik (0,00026 g/1), 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda en

yiiksek (0,9699 g/1) olarak bulunmustur.

R. phaseoli izolatlarimin hiicre kuru agirliklarina goére PHB iiretimi; 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda 0,00017-0,00033 g/1, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 0,0246-
0,0554 g/1, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 0,4650-1,0289 g/1, 96 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda 0,4858-1,1280 g/l arasinda degisiklik gdstermistir.

Caligilan tiim inkiibasyon siirelerinde 23F kodlu izolatin en diisiik PHB iiretimine, 24F
kodlu izolatin ise en yiiksek PHB iiretimine sahip oldugu goriilmiistiir. 24 saatlik inkiibasyon

stiresi sonunda PHB {iretimleri oldukca diisiik olarak bulunurken, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
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stireleri sonunda PHB iiretimlerinde belirgin bir artis goriilmiistiir. 96 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda ise 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen PHB iiretimlerine yakin sonuclar
elde edilmistir. Bu farkl: inkiibasyon siirelerinin PHB {iretimlerinin artiginda biiyiik bir etkisinin

oldugu goriilmiistiir.

Mercan [59], yapmus oldugu doktora calismasinda, R. phaseoli suslarinda hiicre kuru
agirliklarina goére PHB iretimlerini 0,024-0,060 g/1, R. leguminosarum suslarinda ise 0,024-
0,106 g/l olarak bulmustur. R. phaseoli suslarinda buldugu maksimum ve minimum PHB

tiretimleri, calismamiz ile uygunluk gostermektedir.

Mercan ve arkadaslari [60], Rhizobium cinsi bakterilerle yaptiklari ¢alismalarinda hiicre

kuru agirliklarina gére PHB iiretimlerini 0,01-0,5 g/l arasinda bulmusglardir.

Urug [64], yapmis oldugu yiiksek lisans tezi ¢alismasinda Rhizobium cinsi bakterileri
kullanmustir. R phaseoli suslarinda hiicre kuru agirliklarina gére PHB iiretimlerini0,0248-0,553
g/l olarak bulmustur. R. leguminosarum suslarinda ise hiicre kuru agirliklarina gore PHB
diretimlerini 0,0271-0,0601 g/l arasinda bulmustur. R. phaseoli suslarinda buldugu maksimum

ve minimum PHB iiretimleri, calismamiz ile uygunluk gostermektedir.

Ates ve Ekmekgi [53] yapmis olduklar ¢calismada, Pseudomonas extorquens DSM 1337
ve Azotobacter chroococcum (TEM)’in PHB iiretimlerini incelemisler ve her bir organizma icin
farkli calkalama hizlarimin, farkli seker konsantrasyonlarinin ve farkli inkiibasyon siirelerinin
etkilerini arastirdiklar1 caligmalarinda, farkli calkalama hizlarinin PHB iiretiminde etkisi
aragtirilirken, her iki bakteri tiirliniin PHB iiretimlerinde belirgin bir degisim goriilmemistir.
Farkli seker konsantrasyonlarinin PHB iiretiminde etkisi calisilirken, P. extorquens DSM
1337°de en yiiksek PHB iiretimi % 1,5°lik seker konsantrasyonunda, A. chroococcum (TEM)’de
en yiksek PHB firetimi % 1’lik seker konsantrasyonunda bulunmustur. Farkli inkiibasyon
stirelerinin PHB {iretiminde etkisi ¢alisilirken, PHB tiretimleri P. extorquens DSM 1337°de 32.
saatin sonunda, A chroococcum (TEM)’de 28. saatin sonunda en yiiksek degere ulagmistir. Ates
ve Ekmekci’nin yapmis olduklart calismada farkli c¢alkalama hizlaniyla farkli seker
konsantrasyonlarinin, PHB {iiretimlerinin degisiminde biiyiik bir etkisinin olmadig: goriiliirken,
farkli inkiibasyon siirelerinin, PHB iiretimlerinin degisiminde, belirgin bir etkisinin oldugu

goriilmiistiir. Bu durum ¢alismamuz ile paralellik gdstermektedir.

Beyatli ve Mercan [51] 10 adet Bacillus sphaericus susunun PHB iiretimlerini tespit
etmislerdir. . Suslarin PHB iiretimleri tespit edildikten sonra, en yliksek verimi gosteren 4 susun
farkli karbon kaynaklarinda bakterilerin PHB iiretimleri incelenmistir. Bacillus sphaericus
ATCC 12300 susunun % 0,2°lik beef ekstrakt iceren besi ortaminda 0,106 g/l, Bacillus
sphaericus ATCC 7055 susunun % 2’lik beef ekstrakt iceren besi ortaminda 0,143 g/1, Bacillus

40



sphaericus 34-2 susunun, % 0,2’lik beef ekstrakt iceren besi ortamuinda 0,147 g/1, Bacillus
sphaericus 1404 susunun % 0,2’lik beef ekstrakt icern besi ortaminda 0,089 g/l maksimum PHB
iiretimine ulastig1 goriilmiistiir. Bacillus sphaericus ATCC 12300 susunun % 0,2’lik sodyum
asetat iceren besi ortaminda 0,062 g/l, Bacillus sphaericus ATCC 7055 susunun % 0,5°lik
sodyum asetat iceren besi ortaminda 0,062 g/l, Bacillus sphaericus 34-2 susunun, % 1’lik
sodyum asetat iceren besi ortaminda 0,089 g/l, Bacillus sphaericus 1404 susunun % 0,2’lik

sodyum asetat igern besi ortaminda 0,089 g/l maksimum PHB iiretimine ulastig1 goriilmiistiir.

Saadettin ve arkadaglar1 [65], yapmuis olduklar1 ¢alismada, Bacillus cinsine ait B.
sphaericus, B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus, B. thuringiensis ve Bacillus spp.
bakterilerinin PHB iiretimlerini tespit etmislerdir. Calisilan 23 adet Bacillus susunun PHB
giretimleri 0,03- 0,31 olarak bulunmustur. Daha sonra en yiiksek verimi gosteren 3 Bacillus
susunun farkli karbon ve azot kaynaklarinda PHB iiretimleri incelenmistir. B. sphaericus NRS
592 susunun en yiiksek PHB verimini gosterdigi glisin i¢eren besi ortaminda PHB {iiretimi 0,08
g/l, B. subtilis ATCC 6633 susunun en yiliksek PHB verimini gosterdigi sakkaroz iceren besi
ortaminda PHB iiretimi 0,33 g/l, B. licheniformis ATCC 10716 susunun en yiiksek PHB
verimini gosterdigi proteaz pepton iceren besi ortaminda PHB iiretimi 0,06 g/l olarak tespit
edilmistir. Aragtirmacilar daha sonra bu 3 Bacillus susunun, UV ve akriflavin ile elde edilen
mutant suslarinda PHB iiretimini incelemislerdir. B.sphaericus NRS 592 susundan 80 pg
akriflavin ile elde edilen mutant Y7 susunun PHB iiretimi 0,09 g/l, B. subtilis ATCC 6633
susundan 100 pg akriflavin ile elde edilen mutant Z# susunun PHB iiretimi 0,16 g/l, B.
licheniformis ATCC 10716 susundan 8 dakika UV ile elde edilen mutant Ms susunun PHB

tretimi 0,18 g/l olarak bulunmustur.

3.4. PHB Verimlerinin Belirlenmesi

Suslarin PHB iiretimleri tespit edildikten sonra elde edilen degerler kullanilarak PHB

verimleri hesaplanmustir.
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Tablo 3.4.25. R phaseoli suglarimin 50 rpm ¢alkalama hizindaki hiicre kuru agirliklarina gére %

PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/1) | PHB iiretimi (g/l) | % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 0,1979 0,0454 22,96
12F 0,2380 0,0404 17,00
22F 0,1917 0,0385 20,12
23F 0,0959 0,0242 25,33
24F 0,2092 0,0531 25,42

Tablo 3.4.26. R phaseoli suslarimin 100 rpm ¢alkalama hizindaki hiicre kuru agirliklarina gore

% PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/l) | PHB iiretimi (g/l) | % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2019 0,0464 23,00
12F 0,2340 0,0416 17,15
22F 0,1957 0,0396 20,28
23F 0,0978 0,0246 25,18
24F 0,2133 0,0554 26,00
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Tablo 3.4.27. R phaseoli suslarimin 150 rpm ¢alkalama hizindaki hiicre kuru agirliklarina gore

% PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/) | PHB iiretimi (g/l) | % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2177 0,0491 22,58
12F 0,2623 0,0442 16,88
22F 0,2116 0,0429 20,29
23F 0,1053 0,0263 25,03
24F 0,2301 0,0595 25,90

Tablo 3.4.28. R phaseoli suslarimin 200 rpm ¢alkalama hizindaki hiicre kuru agirliklarina gore

% PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/l) | PHB iiretimi (g/l) | % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2335 0,0539 23,10
12F 0,2808 0,0474 16,90
22F 0,2260 0,0459 20,33
23F 0,1335 0,0333 24,96
24F 0,2469 0,0651 26,38

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirligina gore PHB verimi 150 rpm
calkalama hizinda en diisiik (% 22,58), 200 rpm calkalama hizinda en yiiksek (% 23,10) olarak

bulunmustur.

R. phaseoli izolatlarinin hiicre kuru agirliklarina gore PHB verimleri; 50 rpm calkalama
hizinda % 17,00-% 25,42, 100 rpm calkalama hizinda % 17,15-% 26,00, 150 rpm c¢alkalama
hizinda % 16,88-% 25,90, 200 rpm ¢alkalama hizinda %16,90-% 26,38 arasinda degisiklik

gostermistir.
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Calisilan tiim ¢alkalama hizlarinda 12F kodlu izolatin en diisik PHB verimine, 24 F
kodlu izolatin ise en yiiksek PHB verimine sahip oldugu gériilmiistiir. 12F kodlu izolat i¢in 100
rpm, 22F kodlu izolat i¢in 200 rpm, 23 F kodlu izolat i¢in 50 rpm, 24F kodlu izolat i¢in 200 rpm
PHB verimi i¢in en uygun c¢alkalama hizlan olarak bulunmustur. Ancak bu farkli calkalama

hizlari, PHB verimlerinde cok kii¢iik degisimler yapmislardir.

Tablo 3.3.29. R phaseoli suslarmin % 0,5’lik seker konsantrasyonundaki hiicre kuru

agirliklarina gore % PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/1) | PHB iiretimi (g/1) % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 0,1747 0,0423 24,22
12F 0,2267 0,0364 16,08
22F 0,1879 0,0375 20,01
23F 0,0745 0,0199 26,84
24F 0,2001 0,0518 25,92

Tablo 3.3.30. R phaseoli suslarinin % 1°lik seker konsantrasyonundaki hiicre kuru agirliklarina

gore % PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/1) | PHB iiretimi (g/1) % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2019 0,0464 23,00
12F 0,2340 0,0416 17,15
22F 0,1957 0,0396 20,28
23F 0,0978 0,0246 25,18
24F 0,2133 0,0554 26,00
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Tablo 3.3.31. R phaseoli suslarinin

agirliklarina gore % PHB verimleri

% 1,5’lik seker konsantrasyonundaki hiicre kuru

Sus kodu Kuru agirhik (g/1) | PHB iiretimi (g/l) | % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2136 0,0472 22,13
12F 0,2546 0,0490 19,28
22F 0,2043 0,0420 20,59
23F 0,1129 0,0271 24,02
24F 0,2248 0,0562 25,01

Tablo 3.3.32. R phaseoli suslarinin % 2’lik seker konsantrasyonundaki hiicre kuru agirliklarina

gore % PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/1) | PHB iiretimi (g/l) | % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2213 0,0508 22,96
12F 0,2602 0,0506 19,45
22F 0,2079 0,0420 20,23
23F 0,1225 0,0291 23,77
24F 0,2337 0,0574 24,58

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirhigia gore PHB verimi % 1,5°lik seker
konsantrasyonunda en diisiik (% 22,13), % 0,5’lik seker konsantrasyonunda yiiksek (% 24,22)

olarak bulunmustur.

R. phaseoli izolatlarimin hiicre kuru agirliklarina gore PHB verimi; % 0,5°lik seker
konsantrasyonunda % 16,08-% 26,84, % 1’lik seker konsantrasyonunda % 17,15-% 26,00, %
1,5’1ik seker konsantrasyonunda %19,28-% 25,01, % 2’lik seker konsantrasyonunda % 19,45-
% 24,58 arasinda degisiklik gostermistir.
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% 0,5’1ik seker konsantrasyonunda 12F kodlu izolatin en diisik PHB verimine, 23F
kodlu izolatin en yiiksek PHB verimine sahip oldugu goriilmiistiir. Calisilan diger ttiim seker
konsantrasyonlarinda ise 12F kodlu izolatin en diisiik PHB verimine, 24 F kodlu izolatin ise en
yiiksek PHB verimine sahip oldugu goriilmiistiir. 12F kodlu izolat icin % 2’lik, 22F kodlu
izolat icin % 1,5’1lik , 23 F kodlu izolat icin % 0,5’lik, 24F kodlu izolat icin % 1’lik seker
konsantrasyonu, PHB verimi icin en uygun seker konsantrasyonlart olarak bulunmustur. Ancak

bu farkli seker konsantrasyonlari, PHB verimlerinde ¢ok kiiciik degisimler yapmuslardir.

Tablo 3.4.33. R phaseoli suslarinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki hiicre kuru

agirliklarina gore % PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/1) | PHB iiretimi (g/l) | % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 0,00630 0,00026 4,17
12F 0,00689 0,00017 2,53
22F 0,00610 0,00021 3,60
23F 0,00338 0,00017 5,29
24F 0,00605 0,00033 5,58

Tablo 3.4.34. R phaseoli suslarinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki hiicre kuru

agirliklarina gore % PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhk (g/1) | PHB iiretimi (g/1) % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 0,2019 0,0464 23,00
12F 0,2340 0,0416 17,15
22F 0,1957 0,0396 20,28
23F 0,0978 0,0246 25,18
24F 0,2133 0,0554 26,00
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Tablo 3.4.35. R phaseoli suslarimin 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki hiicre kuru

agirliklarina gore % PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/1) | PHB iiretimi (g/l) | % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 3,2685 0,9540 29,19
12F 3,9782 0,9639 24,23
22F 3,1428 0,8397 26,72
23F 1,5486 0,4650 30,03
24F 3,5249 1,0289 29,19

Tablo 3.4.36. R phaseoli suslarimn 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonundaki hiicre kuru

agirliklarina gore % PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/1) | PHB iiretimi (g/l) | % PHB
R. phaseoli CIAT 899 | 3,2790 0,9699 29,58
12F 4,0128 1,0353 25,80
22F 3,1712 0,8654 27,29
23F 1,6002 0,4858 30,36
24F 3,6201 1,1280 31,16

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirligina gore PHB verimi 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda en diisiik (% 4,17), 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda en yiiksek

(% 29,58) olarak bulunmustur.

R. phaseoli izolatlarimin hiicre kuru agirliklarina gore PHB verimleri; 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda % 2,53-% 5,58, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda % 17,15-%
26,00, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda % 24,23-30,03, 96 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda % 25,80-% 31,16 arasinda degisiklik gostermistir.
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72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 12F kodlu izolatin en diisik PHB verimine, 23 F
kodlu izolatin ise en yiiksek PHB verimine sahip oldugu goriilmiistiir. Calisilan diger tiim
saatlik inkiibasyon siirelerinde ise 12F kodlu izolatin en diisik PHB verimine, 24 F kodlu
izolatin ise en yliksek PHB verimine sahip oldugu goriilmiistiir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda PHB verimleri oldukca diisiiktiir.48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda PHB
verimleri oldukca artmus, 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda ise 72 saatlik inkiibasyon siiresi

sonunda elde edilen PHB verimlerine cok yakin sonuclar elde edilmistir.

Mercan [59], yapmus oldugu doktora c¢alismasinda, R. phaseoli suslarinda hiicre kuru
agirliklarina gére PHB verimlerini % 23,08- % 28,70, R. leguminosarum suslarinda ise %

14,22- 9% 25,85 olarak bulmustur.

Mercan ve arkadaslari [60], Rhizobium cinsi bakterilerle yaptiklari ¢alismalarinda hiicre

kuru agirliklarina gére PHB verimlerini % 1,38-% 40,0 arasinda bulmuslardir.

Urug [64], yapmis oldugu yiiksek lisans tezi ¢alismasinda Rhizobium cinsi bakterileri
kullanmustir. R phaseoli suslarinda hiicre kuru agirliklarina gére PHB verimlerini % 17,23-%
26,04 olarak bulmustur. R. leguminosarum suslarinda ise hiicre kuru agirliklarina gére PHB
verimlerini % 8,69- % 18,91 arasinda bulmustur. R. phaseoli suglarinda buldugu maksimum ve

minimum PHB iiretimleri, calismamiz ile uygunluk gostermektedir.

Ates ve Ekmekgi [53] yapmuis olduklar ¢calismada, Pseudomonas extorquens DSM 1337
ve Azotobacter chroococcum (TEM)’in PHB iiretimlerini incelemisler ve her bir organizma icin
farkli calkalama hizlarimin, farkli seker konsantrasyonlarinin ve farkli inkiibasyon siirelerinin
etkilerini arastirdiklar1 caligmalarinda, farkli calkalama hizlarinin PHB veriminde etkisi
arastirilirken, P. extorquens DSM 1337°nin % 20,66-% 22,86 arasinda, A. chroococcum
(TEM)'in % 9,53-% 12,17 PHB verimine sahip oldugunu gormiislerdir. Farkli seker
konsantrasyonlarinin PHB iiretiminde etkisi ¢alisilirken, P. extorquens DSM 1337°de en yiiksek
PHB verimi % 1,5’lik seker konsantrasyonunda % 22,03, A. chroococcum (TEM)’de en yiiksek
PHB verimi % 1’lik seker konsantrasyonunda % 12,03 olarak bulunmustur. Farkli inkiibasyon
siirelerinin PHB iiretiminde etkisi ¢alisilirken, PHB {iiretimleri P. extorquens DSM 1337°de 32.
saatin sonunda % 23,35, A chroococcum (TEM)’de 28. saatin sonunda % 11,02’ye ulagmustir.
Ates ve Ekmekc¢i’nin yapmis olduklart calismada farkli ¢alkalama hizlariyla farkli seker
konsantrasyonlarinin, PHB verimlerinin degisiminde biiyiik bir etkisinin olmadig1 goriiliirken,
farkli inkiibasyon siirelerinin, PHB verimlerinin degisiminde, belirgin bir etkisinin oldugu

goriilmiistiir. Bu durum ¢alismamuz ile paralellik gdstermektedir.

Beyatli ve Mercan [51] 10 adet Bacillus sphaericus susunun PHB iiretimlerini tespit

etmislerdir. . Suslarin PHB iiretimleri tespit edildikten sonra, en yliksek verimi gosteren 4 susun
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farkli karbon kaynaklarinda bakterilerin PHB {iretimleri incelenmistir. Bacillus sphaericus
ATCC 12300 susunun % 0,2’lik beef ekstrakt iceren besi ortaminda % 31,64, Bacillus
sphaericus ATCC 7055 susunun % 2’lik beef ekstrakt iceren besi ortaminda % 32,50, Bacillus
sphaericus 34-2 susunun, % 0,2’lik beef ekstrakt iceren besi ortaminda % 30,63, Bacillus
sphaericus 1404 susunun % 0,2’lik beef ekstrakt icern besi ortaminda % 19,78 maksimum PHB
verimine ulagtigr goriilmiistiir. Bacillus sphaericus ATCC 12300 susunun % 0,2°lik sodyum
asetat iceren besi ortaminda % 21,38, Bacillus sphaericus ATCC 7055 susunun % 0,5’lik
sodyum asetat iceren besi ortaminda % 24,80, Bacillus sphaericus 34-2 susunun, % 1’lik
sodyum asetat iceren besi ortaminda % 23,12, Bacillus sphaericus 1404 susunun % 0,2’lik

sodyum asetat icern besi ortaminda % 19,56 maksimum PHB verimine ulastig1 goriilmiistiir.

Saadettin ve arkadaglar1 [65], yapmuis olduklar1 ¢alismada, Bacillus cinsine ait B.
sphaericus, B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus, B. thuringiensis ve Bacillus spp.
bakterilerinin PHB iiretimlerini tespit etmislerdir. Calisilan 23 adet Bacillus susunun PHB
verimleri % 3,14-% 57,40 olarak bulunmustur. Daha sonra en yiiksek verimi gosteren 3 Bacillus
susunun farkli karbon ve azot kaynaklarinda PHB iiretimleri incelenmistir. B. sphaericus NRS
592 susunun en yiiksek PHB verimini gosterdigi glisin iceren besi ortaminda PHB verimi %
36,36, B. subtilis ATCC 6633 susunun en yiikksek PHB verimini gosterdigi sakkaroz iceren besi
ortaminda PHB verimi % 54,09, B. licheniformis ATCC 10716 susunun en yiiksek PHB
verimini gosterdigi proteaz pepton iceren besi ortaminda PHB verimi % 37,50 olarak tespit
edilmistir. Aragtirmacilar daha sonra bu 3 Bacillus susunun, UV ve akriflavin ile elde edilen
mutant suslarinda PHB iiretimini incelemislerdir. B.sphaericus NRS 592 susundan 80 pg
akriflavin ile elde edilen mutant Y7 susunun PHB verimi % 64,28, B. subtilis ATCC 6633
susundan 100 pg akriflavin ile elde edilen mutant Z# susunun PHB verimi % 44,44, B.
licheniformis ATCC 10716 susundan 8 dakika UV ile elde edilen mutant Ms susunun PHB

verimi % 36,00 olarak bulunmustur.
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