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Bu calismada Tuz Golii (Ankara ili tarafi) ve Acigdl (Denizli)’den toplanan toprak,
camur, su ve tuz drneklerinden halofilik bakteriler izole edilmis ve PHB iiretenler Sudan
Black B boyasi ile belirlenmistir. PHB iireten izolatlardan 12’si segilerek tirettikleri
PHB miktarlar1 spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Izolatlardan AG 27
(%29.48)’de en yiiksek PHB iiretimi gozlenirken, TG 24 (%2.03)’te hiicre kuru
agirligia gore en diisiik PHB verimi gozlenmistir. En yiiksek verim elde edilen AG 27
izolat1 karbon kaynagi olarak %1 oraninda Galaktoz ve %0.3 oraninda Yeast ekstrakt
iceren besiyerinde gelistirildiginde ise hiicre kuru agirhiginin %59,19°unu PHB olarak

biriktirdigi belirlenmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis
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In this study, halophilic bacteria were isolated from salt, water, soil and sludge samples
which were taken from Tuz Golii and Acigél (Denizli). In the first step, PHB producer
isolates were determined by Sudan Black B staining. Twelve isolates which are
produced PHB were selected and PHB amount was measured spectrophotometerically.
The highest percent yield of PHB was observed in the isolate AG 27 (29.48%),
according to dry cell weight whereas the lowest percent yield of PHB was determined in
the isolate TG 24 (2.03%). AG 27 isolate, which have the highest yield, accumulated
59.19% PHB of its dry cell weight when it was grown in the medium containing

galactose (1%) and Yeast extract (0.3%) as carbon source.
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1. GIRIS

Yasamimizin hemen hemen her alaninda kullanilan plastik esyalar giinliik hayatimizin
vazgecilmez birer pargalaridir. Plastikler 1940’11 yillardan itibaren camin, odunun, diger
insaat malzemelerinin, metallerin yerini aldiklarindan 6nemli olmaya baglamiglardir
(Lee et al. 1991, Cain 1992, Poirier et al. 1995, Lee 1996). Plastikler, ¢ok kullanish
olmalarina ragmen, dogaya birakildiklarinda yiizlerce yi1l par¢alanmadan kaldiklarindan
cevre kirliligi sorununu da beraberinde getirmektedir. Sadece Amerika Birlesik
Devletleri’nde her yil 50 milyon ton plastik iiretilmekte (Atlas 1993) ve Diinya’da
biriken yillik plastik miktar1 ise 25 milyon tonu bulmaktadir (Lee 1996). Her yil denize
atilan yiiz binlerce ton plastik bagka bir ekolojik soruna da neden olmaktadir. Tahminen
her yi1l 1 milyon deniz canlisi ya yanlislikla yiyecek yerine atik plastikleri yerken
bogulmakta ya da parcalanmayan plastik yiginlari arasinda sikisarak oOlmektedir

(Fiechter 1990).

Parcalanmayan plastik atiklarin yarattig1 ¢evre kirliligi problemine karsi birkag ¢éziim
yolu bulunmaktadir. Bunlar yakarak yok etme, geri doniisiim uygulama ya da biyolojik
olarak parcalanabilen plastikleri tiretip kullanmaktir. Petrol kokenli plastikleri yakarak
yok etme iyi bir ¢Oziim gibi goriinse de ¢evre ve insan sagligini riske atan bir
yontemdir. Ciinkii; plastik atiklar yakilirken hidroklorik asit ve hidrojen siyanid gibi
zararli gazlar ortaya c¢ikmaktadir. Geri donilisiim uygulama da uygun bir ¢oziim gibi
goriinmekte, ancak bu yontemin de bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Birincisi pahali
bir yontemdir, ikincisi plastik atik materyallerin ayiklanmasi ¢ok zaman alic1 bir islem
oldugundan olduk¢a yorucudur. Bunun disinda, pigment, kaplama, dolgu maddesi gibi
cesitli  katki  maddelerinin  varli§i maddelerin  yeniden kullanilabilirliligini

sinirlandirmaktadir (Khanna and Srivastava 2005).

Ayrica 1970’1i yillardaki krizden sonra petrol fiyatlarinin artmasi ve diger nedenlerden
dolay1 sentetik plastiklerin istenilen fiziksel ve kimyasal ozelliklerini tasiyan petrol
kokenli plastiklere alternatif, ekolojik yonden yararli, biyolojik olarak parcalanabilen

materyallerin gelistirilmesi ve kullanim1 konusunda artan toplumsal ve bilimsel bir ilgi



ortaya ¢cikmustir (Bichler et al. 1993, Lee 1996, Braunegg et al. 1998, Amass et al.
1998, Muller et al. 2001).

Biyoparcalanir plastikler 3 kategoriye ayrilabilirler:

1) Kimyasal olarak sentezlenen plastikler: Poliglikolik asit, polilaktik asit, poli(e-
caprolactone), polivinil alkol, poli(etilen oksit) bu kategoriye girmektedir. Bunlar
enzimatik veya mikrobiyal etkiye duyarlidirlar. Plastiklerin biitiin 6zelliklerini
tasimadiklarindan dolay1 ticari acgidan plastiklerin yerini alacak derecede uygun
degildirler.

2) Nisasta bazli biyoparcalanir plastikler: Bu tipte, dolgu maddesi olarak nisasta
eklenmekte ve capraz baglarla nisasta-plastik karistmi olusturulmaktadir (6rnegin;
nisasta-polietilen). Toprak mikroorganizmalar1 nigastay1 kolayca parcalayabildiginden
polimer matriks de pargalanabilmektedir. Bu yiizden pargalanma siiresinde énemli bir
azalma meydana gelmektedir. Fakat bazi plastikler kismen pargalanabilmektedir.
Nisasta par¢alandiktan sonra agiga ¢ikan plastikler dayanikli olup ¢evrede olduk¢a uzun
bir siire kalmaktadirlar.

3) Polihidroksialkanoatlar (PHA): Sadece bu grup %100 biyoparcalanir polimerlerdir.
Bunlar ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan, azot ve fosfor gibi temel besinlerin
sinirlt konsantrasyonlarinda ve karbon kaynaginin fazlaliginda enerji depo materyali
olarak sentezlenen cesitli hidroksialkanoat polimerleridir. PHA polipropilen gibi ¢esitli
termoplastiklere benzer oOzelliklere sahip olduklarindan polipropilenin yerine
kullanilabilmektedirler. PHA toprak, deniz, g6l sulart ve atik sulardaki
mikroorganizmalar tarafindan aerobik sartlarda karbondioksit ve suya kadar, anaerobik
kosullar altinda metana kadar tamamen parcalanabilmektedirler (Khanna and Srivastava

2005).

Bu nedenlerle, PHB gibi biyolojik olarak tamamen parcalanabilen dogayla dost
plastiklerin bakterilerde sentezi ve endiistriyel uygulamalar ile ilgili elde edilen olumlu
sonuglarla biyoplastiklere olan ilgi her gegen giin artmaktadir (Braunegg et al. 1998,
Poirier 2002).



Bu calismada, Tuz Golii (Ankara ili tarafi) ve Acigdl (Denizli)’den toplanan tuz, su,
camur, toprak orneklerinden PHB iireticisi halofilik bakterilerin izolasyonu, PHB iiretim
kapasitelerinin belirlenmesi ve farkli karbon kaynaklarinin PHB iiretimi {izerine

etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Biyoplastiklerin Tanmimi, Formiilii ve Genel Ozellikleri

Biyoplastikler, degisik besin ve ¢evre kosullari altinda gelisen mikroorganizmalar
tarafindan, stres kosullar1 altinda mikroorganizmanin canli kalabilmesi i¢in hiicre i¢i
depo graniilleri halinde biriktirilen polimerlerdir (Barnard and Sander 1989, Madison
and Huisman 1999, Sudesh et al. 2000). Polihidroksialkanoat (PHA) olarak adlandirilan
bu polimer, dogrusal, kisa zincirli B-hidroksi yag asiti monomerleri igeren, zarla ¢evrili
hiicre i¢i depo materyali olup tekrarlanan hidrofobik birimlerden meydana gelmis uzun
bir polimerdir (Findlay and White 1983, Lafferty et al. 1988, Anderson and Dawes
1990, Slater et al. 1992, Madison and Huisman 1999, Poirier 2002). Bu hiicre i¢i depo
materyalinin bakterilerde, insandaki yag ve bitkilerdeki nisasta gibi rol oynadigi

bildirilmektedir (Pool 1989).

Hidroksialkanoatlarin poliesteri olan PHA 1n genel formiilii Sekil 2.1°de gosterilmistir.

R 0
| |
O—CH—(CH,)—C
00-30000

n=1 R = hidrojen ise poli-3-hidroksipropiyonat
metil ise poli-3-hidroksibiitirat
etil ise poli-3-hidroksivalerat
propil ise poli-3-hidroksiheksanoat
pentil ise poli-3-hidroksioktanoat
nonil ise poli-3-hidroksidodekanoat

Sekil 2.1 Polihidroksialkanoatlarin genel yapisi (Steinbiichel 1991, Lee 1996)

Bakterilerde bulunan PHA graniilleri genellikle kiire seklinde olup ortalama 100-800

nm capa sahiptirler. Graniilleri ¢evreleyen zarm kalinligi ise 2-4 nm civarindadir.



Graniiller yaklasik olarak %98 PHB, %2 protein icerir (Dunlop and Robards 1973,
Lafferty et al. 1988).

Sekil 2. 2’de hiicre sitoplazmasindaki PHB graniilleri gosterilmektedir.

Sekil 2.2 Pseudomonas saccharophila’nin freze-fructered elektron mikrografinda
goriilen PHB grandilleri (Young et al. 1972)

Lipit yapilarini belirleyen Sudan Black B (Burdon 1946) ile dogal PHA cisimcikleri
boyanabilmektedir (Williamson and Wilkinson 1958, Kallio and Harrington 1960).
Bunun yanmi sira Nile Blue A gibi bir floresan boya ile daha spesifik olarak
boyanabilmektedir (Ostle and Holt 1982). PHA graniilleri yiiksek derecede
kiriciliklarindan  dolayr faz-kontrast mikroskobu veya elektron mikroskobu ile
kolaylikla gozlenebilmektedirler (Dawes and Senior 1973). Bu boyama metodlari ile
PHA’larin sadece varligi belirlenebilmekte, bunlarin monomerik kompozisyonlarini

belirlemek icin kimyasal analizler gerekmektedir (Khanna and Srivastava 2005).



Graniil analizinde atomik kiitle mikroskopisi, Raman spektroskopisi gibi teknikler
kullanilmaktadir. Santrifiijle ya da kloroform, trifloroetanol, dikloroetan, propilen
karbonat, metilen klorid, dikloroasetik asit gibi kimyasallarla izole edilen PHA’larin
molekiiler agirliginin hesaplanmasinda jel kromatografisi, sedimentasyon analizi ve
viskozite dl¢tim teknikleriyle; monomer kompozisyonlari ise gaz kromatografisi, kiitle
spektroskopisi ve niikleer manyetik rezonans analizleriyle belirlenebilmektedir
(Marchessault et al. 1970, Holmes 1988, Garcia et al. 1999, Madison and Huisman
1999, Lee and Choi 1999, Di Lorenzo and Silvestre 1999, Kessler et al. 2001).

PHA’larin biriktirildigi graniillerin biiyiikliigii, sayisi, monomer kompozisyonu,
makromolekiiler yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri iiretici mikroorganizmaya bagh
olarak degisiklik gostermektedir (Ostle and Holt 1982, Anderson and Dawes 1990,
Murray et al. 1994, Ha and Cho 2002).

Polimerin molekiiler agirlig1 bakterinin tiiriine, biiyiime kosullarina, hiicrenin yasam
dongiisiine gore degismekle birlikte, 60.000-2.000.000 Da arasinda oldugu bildirilmistir
(Dunlop and Robards 1973, Taidi et al. 1994, Braunegg et al. 1998). Hiicre i¢inde sivi,
disinda kat1 olan bu polimerler organik ¢oziiciilerle hiicreden oziitlendiklerinde hemen
kristallesmektedirler (Lafferty et al. 1988, Dave et al. 1996, Madison and Huisman
1999).

PHA’lar zincirlerindeki karbon atomlarinin sayisina bagl olarak; 3-5 karbonlu kisa
zincirli PHA’lar, 6-14 karbonlu orta zincir uzunlugundaki PHA’lar ve 14 karbon
atomundan fazla karbon atomu iceren uzun zincirli PHA’lar olmak iizere 3 gruba
ayrilabilmektedir. Bu farklilik, belirli sayida karbon atomu i¢eren 3-hidroksialkanoatlari
tantyan PHA sentazin substrat spesifikliginden kaynaklanmaktadir (Anderson and
Dawes 1990, Luengo et al. 2003). Ayrica PHA’lart degisik kriterlere gore de

siiflandirmak mimkindiir.



Cizelge 2.1 Degisik kriterlere gére mikrobiyal biyoplastiklerin siniflandirilmasi
(Luengo et al. 2003)

SINIF

ALT SINIF

Biyosentetik
koken

Dogal biyoplastikler: Mikroorganizmalar tarafindan  genel

metabolitlerden tiretilirler (6rnegin; PHB’lar ve alifatik PHA lar)

Yar1 sentetik  biyoplastikler:  Mikroorganizma tarafindan
sentezlenemeyen bazi Oncii maddelerin besiyerine eklenmesine

gerek vardir (0rnegin; aromatik monomerler igeren PHA’lar)

Sentetik biyoplastikler: Bunlar sadece kimyasal sentezlerle elde
edilebilen dogal olanlara benzeyen polyesterlerdir (6rnegin;

sentetik termoplastik polimerler)

Monomerlerin

kimyasal yapis1

Alifatik yag asiti iceren biyoplastikler: Doymus veya doymamis
(¢ift ya da iic bag iceren) monomerler; diiz veya dallanmig

monomerler

Aromatik yag asiti iceren biyoplastikler

Hem alifatik hem de aromatik yag asitlerini i¢eren biyoplastikler

Degisik bilesikler iceren biyoplastikler (6rnegin; poli-y-glutamik
asit, poli-B-L-malik asit, poliglikolik asit)

Kisa zincirli biyoplastikler (6rnegin; 3-5 karbon atomu igeren

PHAlar)

Monomer Orta zincir uzunlugundaki biyoplastikler (6rnegin 6-14 karbon
Biytkligi atomu iceren PHAlar)
Uzun zincirli biyoplastikler (6rnegin; 14 karbon atomundan fazla
karbon atomu i¢ceren PHA ’lar)
Homopolimerik biyoplastik: Biyoplastikte tek bir monomer vardir.
Polyesterdeki

monomer igerigi

Heteropolimerik biyoplastik (kopolimer): Biyoplastikte birden

fazla monomer vardir.

PHA’larin ¢ok sayida degisik tipleri olmasina karsin en yaygin ve en genis kapsamli

olarak c¢alisilan tipi PHB’tir (Madison and Huisman 1999). Bu ylizden bakteri




PHA’larinin fiziksel 6zellikleriyle ilgili bir ¢ok bilgi PHB ve P(HB-co-HV) ile ilgili
arastirmalardan elde edilmistir. Petrol kokenli polipropilene benzer fiziksel 6zellik
gosteren PHB molekiilii oldukga aktif D-(-)-3-hidroksibiitirik asitin bir polimeri olup
yan zincirinde bir metil grubu tasimaktadir (Nickerson et al. 1981, Lafferty et al. 1988,
Anderson and Dawes 1990, McCool et al. 1996, Dave et al. 1996, Madison and
Huisman 1999). PHB D-(-) konfigiirasyonundaki asimetrik karbon atomundan kaynakli
%100 stereospesifiktir ve olduk¢a kristal yapidadir (Doi and Abe 1990, Steinbiichel
1991). Kat1 - kirilgan PHB kopolimerlerinin erime sicakligi 157-188 °C arasinda degisir
ve bu sicaklik polimerin termal olarak ayrigtigi sicakliga yakindir (Lafferty et al. 1988,
Dave et al. 1996, Madison and Huisman 1999).

Neme direngli olmasi, suda c¢oziinmemesi ve optik saflik gibi bir ¢ok kullanish
ozellikleriyle PHB, suda c¢oziinen ya da neme duyarli diger biyolojik olarak
pargalanabilen plastiklerden farklilik gdsterir. Ayrica PHB oksijene karsi oldukga
dayaniklidir (Holmes 1988, Lindsay 1992). PHB’1n UV isinlarina direngli, fakat asit ve
baz uygulamalarma kars1 zayif oldugu yapilan arastirmalarla gdsterilmistir (Poirier

2002).

3-hidroksivalerat gibi monomerlerin eklenmesi ya da diger polimerlerle karistirilarak
yapilan denemelerle PHB’in kirilganlhi§inin azaldigi bildirilmektedir (Holmes 1985,
Holmes 1988, Kunioka et al. 1989, Du et al. 2001a). Monomer parga sayisinin
artmastyla bozunma sicakliginda bir degisiklik olmadan erime sicakligi diismektedir.
Bu ise termal pargcalanma olmadan kopolimerin termal iglenmesine olanak tanimaktadir

(Ojumu et al. 2004).

PHB ve kopolimerleri ile petrol kokenli polipropilenin karsilastirmali polimer

ozellikleri cizelge 2.2°de gosterilmektedir.



Cizelge 2.2 PHB ve kopolimerleri ile petrol kokenli polipropilenin karsilastirmali
polimer 6zellikleri (Poirier et al. 1995, Lee 1996’dan degistirilerek

hazirlanmistir
P(3HB-co-3HV)
Ozellik PHB | %3 mol | %l14mol | %25 | Polipropilen
HV HV mol HV
Erime sicaklig1 (°C) 175 169 150 137 176
Kristallik orani (%) 80 - - 40 70
Gerilme giicii (MPa) 40 38 35 30 34.5
Uzamanin sonlanmasi(%) 6 - - - 400

Biyoplastikler bir ¢ok tiir tarafindan asimile edilebildiginden (biyoparcalanabilir) ve
konakta toksik etkiye neden olmadigindan (biyouyumlu), diger geleneksel sentetik
tirlinlere gore daha avantajhidirlar (Steinbiichel and Fiichstenbusch 1998, Angelova and

Hunkeler 1999, Zinn et al. 2001, Williams and Martin 2002).

2.2 Tarihce

Bir ¢cok mikrobiyolog tarafindan bakteri hiicrelerinde hiicre i¢i graniillerin varligi ¢ok
onceden tanimlanmasina ragmen, PHB graniillerinin kompozisyonu ilk defa 1923’te
Lemoigne (1926a) tarafindan agiklanmistir. Arastirmaci yapmis oldugu bir ¢aligmada
Bacillus subtilis kiiltiirlerini distile suda otoliz etmis, bilinmeyen bir asitin olugmasi ile
pH degerinin diistiiglinlii gézlemlemis, olusan bu asitin diyabetik hastalarin idrarlarinda

bulunan B-hidroksibiitirik asite benzer oldugunu bildirmistir (Lemoigne 1926b).

Bundan sonraki 30 yilda PHB polimerine olan ilgi artmus ve Bacillus sp. hiicreleri
icinde PHB sentezi ve yikimini yonlendiren hiicre i¢i sartlar ve mekanizmalar

arastirilmistir (Macrae and Wilkinson, 1958a, 1958b).



Bakteriyel biyokiitleden PHB’in kantitatif analizi icin pratik yollardan birinin
gelistirilmesi de bu yillara rastlamaktadir. 1950’lerin sonuna kadar yaygin olarak
kullanilan analitik teknikler gravimetrik metottur. Bu metod kloroformla PHB
ekstraksiyonundan ve bunu takiben dietil eter veya aseton ile presipitasyondan
olugmaktadir (Lemoigne 1926a). Williamson and Wilkinson (1958), kontrollii zaman ve
sicaklik altinda PHB graniilleri disindaki biitiin hiicre bilesenlerinin alkali sodyum

hipoklorit ¢cozeltisinde ¢oziindiiglinii gostermislerdir.

Biyolojik olarak pargalanabilir PHB polimerinin petrol kokenli plastiklerin yerini almasi
icin ticari Uretim ¢aligmalar1 1960’11 yillarda baslamis ancak endiistriyel iiretimi 1970’1
yillarda gergeklestirilmistir (Holmes 1985, Anderson and Dawes 1990, Madison and
Huisman 1999). 1982’de Imperial Kimya Endiistrisi (ICI Ltd.) polimeri Alcaligenes
cinsine ait bakterileri kullanarak endiistriyel olarak iiretmis ve BIOPOL® adiyla
patentlemistir (Holmes 1985, Anderson and Dawes 1990). Ancak, PHB’1n ilk ticari
kullanicis1 Almanya’daki Wella kozmetik sirketi olup PHB’1 sampuan siseleri igin
kullanmisgtir (Lafferty et al. 1988).

Daha sonraki yillarda PHB ile ilgili ¢alismalarda Pseudomonas sp., Azotobacter sp.,
Hydrogenomonas sp., Chromatium sp., Bacillus sp. vb bakteriler kullanilmig, PHB’1n
fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, molekiiler agirligi, ekstraksiyon metotlari,
metabolizmasi, i¢ ve dis yikimi gibi cesitli ozellikleri incelenmistir (Anderson and

Dawes 1990, Braunegg et al. 1998).

2.3 PHB Sentez Yolu

Biyoplastikler bir ¢ok mikroorganizma tarafindan, uygun olmayan {ireme kosullarinda
olusturulmaktadir (Lafferty et al. 1988, Jan et al. 1996). Bu hiicre i¢i depo materyalinin
birikimi, genellikle fazla karbon kaynagi varliginda, biliylime i¢in gerekli azot
kaynaginin, oksijenin ve fosfor, kiikiirt, magnezyum, potasyum, demir gibi temel besin

maddelerinin eksikliginde olmaktadir (Findlay and White 1983, Lafferty et al. 1988,
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Anderson and Dawes 1990, Brandl et al. 1991, Valentin et al. 1994, McCool et al.
1996, Jan et al. 1996).

Yapilan arastirmalar sonucu, biiyiime ve PHB birikimi arasinda yakin bir ilginin oldugu
belirlenmistir. Bakteri gelisiminin logaritmik iireme fazinda PHB birikiminin arttig1, gec
logaritmik {ireme-erken duraklama doneminde ise maksimum diizeye ulastig
bildirilmistir (McCool et al. 1996). Biiyiime sirasinda boliinmeyen hiicrelerde de PHB
miktar1 yiiksek oranda artmaktadir (Lee 1996). Arastirmacilar sporlu bakterilerde PHB
birikiminin spor olusumundan hemen once oldugunu ve bu biriken PHB’mm
sporulasyonda enerji kaynagi olarak kullanildigini bildirmektedirler (Nickerson et al.

1981, Benoit et al. 1990).

Su ana kadar PHA’larin sentezinde dort degisik yol bulunmustur. Alcaligenes
eutrophus’ta PHA sentezi gerceklesirken birinci basamakta phbA geni tarafindan
kodlanan pB-ketotiyolaz enzimi iki molekiil asetil-CoA’y1 asetoasetil-CoA’ya
dontistiirmektedir. Steinbiichel and Schlegel (1991), biyosentez olayinda bu basamagin
anahtar basamak oldugunu bildirmislerdir. Bu basamaktaki B-ketotiyolaz enzimi
yiiksek Okaryotlardan mayalara ve prokaryotlara kadar dogal olarak bulunur.
Substratlarin  tiyolitik pargalanmasin1  gergeklestirerek agil-CoA + asetil-CoA’y1
olusturan enzim ailesinin bir iiyesidir. ikinci basamakta phbB geni tarafindan kodlanan
NADPH bagimh asetoasetil-CoA rediiktaz enzimi asetoasetil-CoA’yr 3-
hidroksibiitiril-CoA’ya indirgemektedir. Ugiincii ve son basamakta ise phbC geni
tarafindan  kodlanan PHA  sentaz, 3-hidroksibiitiril-CoA  monomerlerini
polimerlestirmektedir. PHA biyosentezinin son basamaginda rol alan PHA sentazlarin
54 farkli tipi belirlenmistir. Bu PHA sentazlar, alt iinite kompozisyonu ve substrat
spesifikligi géz oniinde bulundurularak 3 gruba ayrilmaktadir. I. simif PHA sentazlar
Alcaligenes eutrophus’ta, II. simif PHA sentazlar Allochromatium vinosum’da ve III.
siif PHA sentazlar Pseudomonas aeruginosa’da bulunmaktadir (Masamune et al.
1989, Anderson and Dawes 1990, Steinbiichel 1991, Byrom 1994, Rehm et al. 2002).
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Rhodopseudomonas rubrum’da sentez yolu ikinci basamaktan sonra farklilik
gostermektedir. Buna gore asetoasetil-CoA, NADPH bagiml rediiktaz tarafindan L-
(+)-3-hidroksibiitiril-CoA’ya indirgenir. Sonra bu molekiil iki enoil-CoA hidrataz
tarafindan D-(-)-3-hidroksibiitiril-CoA’ya déniistiiriiliir. Ugiincii tip PHA biyosentez
yolu rRNA homoloji grup I iiyesi olan Pseudomonas tiirlerinde bulunmustur. P.
oleovorans ve diger Pseudomonas tiirleri alkan, alkanol veya alkanoik asitte
gelistirildiginde ~ 3-hidroksialkanoik  asit  birimlerinden  olusan = PHA’lan
sentezlemektedir (De Smet et al. 1983, Brandl et al. 1988, Lagaveen et al. 1988).
Dordiincii tip PHA biyosentez yolu ise rRNA homoloji grup II liyesi olan hemen hemen
tim Pseudomonas tiirlerinde bulunmaktadir. Bu yol asetil-CoA’dan orta uzunluktaki
3HA zincirlerinden meydana gelen kopolyesterlerin sentezini gerceklestirmektedir. Bu

sentez yolu heniiz detayli olarak ¢alisiilmamistir (Khanna and Srivastava 2005).

Hiicresel PHB sentez ve yikim yolu sekil 2.3’te gosterildigi gibidir.

Azetil-Col + Azetil-Coh

Cod B-ketotiyolaz

y_y Asetoasetil-Cod Sentaz
lhsetoasetil-Cod *
\DH | NADFH bagmh asetoasetl-Colt rediltaz L ;:{NADPH bagul rediktaz i
NADF 40 NADF 4]

3-hidrelestbitrl-Co b
¥EB)
{

L-(+)-3-kidroksibittiril- Co

NADH 4.

-

D-(3-3-hicrokesibitirat]

‘IL PHA sentaz l enoil-Cod hidrataz
A deludrojenaz

P(3HB)H

NAD™

Alcaligenes eutrophus ta PHB hivosentez yolu D-)-3-hidroksibitin-CoA

P(3HE)nt+1 » | D-(-)-3-hidroksibiitirat

PHA Depolimeraz

PHE 11 yilermmn
Rhodopseudamonas rubrura’da PHB biyo sentez yolu

Sekil 2.3 Alcaligenes etrophus ve Rhodopseudomonas rubrum’daki PHB sentez ve
yikim yolu (Lee 1996’dan degistirilerek hazirlanmistir)
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2.4 Biyoplastiklerin Kullanim Alanlar

Endiistriyel olarak tiretilen biyoplastikler polietilene oranla dort kat daha fazla serttir
(20 kg/m). PHB’1n petrol kokenli polipropilene gore daha kristal yapida olmasi, 6zgiil
agirhigmin daha yiliksek olusu, UV’ye direngliligi gibi bazi 6zelliklerinden dolay1
tiretiminin daha iyi bir segenek oldugu bildirilmistir (Barham et al. 1984, Beyatli 1996,
Bluhm et al. 1998).

PHB’mn dogaya birakildiginda tamamen pargalanabilmesi, ¢evre kirliligi yaratmamasi
gibi 6zelliklerinden dolay1 ve endiistriyel uygulamalar agisindan dnemleri her gegen giin

artmaktadir (Page et al. 1995, Lee 1996).

1982°de Imperial Kimya Endiistrisi (ICI Ltd) tarafindan BIOPOL®’tin ilk endiistriyel
tiretiminden bu yana, biyoplastikler ilk olarak siselerin ve paketleme malzemelerinin
imalatinda kullanilmaya baglanmistir (Steinbiichel and Fiichstenbusch 1998, Angelova
and Hunkeler 1999). Daha sonralar1 biyoplastiklerin tip, tarim, veterinerlik,

kimyasallarin eldesi gibi alanlarda kullanildig1 bilinmektedir.

PHB ve kopolimerleri ¢esitli iirlinlerin yapisinda dnemli bir potansiyele sahiptirler.
Biyolojik uygunlugundan ve maliyetinden dolayr son zamanlarda tip ve eczacilik
alaninda kullanilmaya baslanmistir. Hayvan dokularina yerlestirilen PHB’1n toksik bir
etkiye neden olmamasindan dolayi, viicutta absorbe edilebilen protez aletlerinin, yapay
kan damarlarinin ve cerrahi dikislerde PHB’1n kullanilmasi bir ¢ok aragtiricinin bu alana
yonelmesine neden olmustur. Sonugta veterinerlikte ve tipta ilagla tedavide teropatik
bilesiklerin kontrollii salinnminda PHA’lar kullanilmistir (Lafferty et al. 1988,
Chowdhury and John 1998). Ayrica PHA’lar tipta; kan damari, vaskiiler asi, kemik
kirigini sabitleyen levhalarin yapiminda da kullanilmaktadir (Holmes 1985).

PHB’lar tarimda; toprakta par¢alanma gerektiren uygulamalar ve kaplama islemlerinde
kullanilabilmektedir. Biyoplastikler, ekin sulamasi i¢in yapilan oluklarin iiretiminde

tohum kapsiillendirilmesinde, fide tasimaciliginda ornekleri korumak i¢in, giibre ve
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pestisitlerin kontrollii saliniminda plastik kiliflar olarak ta kullanilabilmektedir (Holmes

1985).

PHB’lar kimyasallarin eldesinde de kullanilmaktadir. Antibiyotikler, vitaminler,
aromatikler ve feromonlar gibi kimyasallarin sentezinde kiral yap1 bloklar1 olarak, kiral
bir merkeze ve iki fonksiyonel gruba (-OH, -COOH) sahip olan (R)-(-)-hidroksi asitler
kullanilmaktadir (Lee et al. 1994).

PHB oldukga aktif bir bilesik olup D-(-) konfigiirasyonundadir. PHB soliisyonlar1 ve
PHB’tan yapilan filmler iclerinden gecen polarize 15181 konumunu degistirmektedir.
Bu optik izomerler bulunduklar1 ortamda kiral merkezlerinden dolay1 kuvvetli baglanma
Ozelligine sahiptirler ve kromatografide kullanilabilmektedirler. Bu nedenle PHB’1n
yag/su emiilsiyonlar1 i¢in emiilsifikasyon ajan1 olarak kullanilmasi da miimkiin

olmaktadir (Holmes 1985).

D-(-)-3-hidroksibiitirat monomerlerinden saf kimyasal maddelerin organik sentezinin
gerceklestigi bildirilmistir. Bunlardan Hindistan misirinda bulunan bir zararlinin esey
hormonu, balarist hormonu, Cerambycidae familyasindan bir bdcegin koruyucu

substrat1 ve glizel kokulu S-citrenellol gibi kimyasallar sayilabilir (Holmes 1985).

Ayrica; PHB kolay sekil alabildiginden ve pargalanabilme 6zelliginden dolayr daha ¢ok
paketleme malzemesi olarak kullanilmaktadir (Madison and Huisman 1999). PHB ve
kopolimerleri preslenebilmekte, bicimlendirilebilmekte, lif haline doniistiiriilebilmekte,
filmleri yapilabilmekte ve sentetik polimerlerle heteropolimer yapiminda
kullanilabilmektedir. Biyolojik olarak pargalanabildiklerinden tek kullanimlik tiriinlerin
iiretimi i¢in biyoplastikler ilgi ¢ekmislerdir. Tiras bigagi, hijyenik kadin iiriinleri, ¢ocuk
bezleri, tek kullanimlik mutfak malzemeleri, sampuan siseleri gibi {iriinlerin imalatinda

kullanilmaktadir (Lafferty et al. 1988).

Ayrica, biyoplastikler, 6zellikle uzun yan zincire sahip olan PHB’lar, basinca duyarl

yapiskanlar olarak kullanilabilmektedirler. Lateks gibi kagit oOrtiiler, giinlik krem
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onciilleri tiretimi ve gidalardaki unun dagilimini saglayan ajanlarin iiretiminde de PHB

kullanilmaktadir (Madison and Huisman 1999, Weber 2000, Lootz et al. 2001).

Taze balik, peynir, et ve et {riinleri, kurutulmus {iriinler, orta nemli gidalar, yagh
tohumlar, kurutulmus pastacilik iirtinleri, cipsler, sekerlemeler gibi gidalarda nem ve
oksijene karsi korumada, parlaklik saglamada, aroma kaybini 6nlemek amaciyla da

PHB’lar kullanilmaktadir (Lee 1996).

2.5 Bakterilerde PHB Uretimi

Biyoplastikler, toprak, deniz ve tathi su ve bunlarin sedimentleri gibi degisik ¢evrelerden
izole edilen, heterotrofik ve ototrofik aerobik, fotosentetik anaerobik bakteriler,
Actinomycetes’ler, Siyanobakteriler, anacrobik yag asiti okside eden bakteriler, Gram
negatif ve Gram pozitif bakteriler gibi bir ¢ok prokaryotik mikroorganizma tarafindan

sentezlenmektedirler (Findlay and White 1983, Labuzek and Radecka 2001).

PHA elde edilmesinde kullanilan bakteriler, sentez i¢in gereken kiiltiir sartlarina bagl
olarak 2 gruba ayrilabilmektedir: Birinci grup bakteriler PHA sentezi i¢in karbon
kaynaginin fazlaligmma ve azot, fosfor, magnezyum, kiikiirt gibi temel besinlerin
sinirlandirilmasina ihtiyag duyarken (6rnegin; Alcaligenes eutrophus), ikinci grup
bakteriler PHA sentezi i¢in besin sinirlandirilmasina ihtiyag duymamakta ve gelisme
boyunca polimer biriktirebilmektedir (6rnegin; Azotobacter vinelandii mutant susu)
(Khanna and Srivastava 2005).

PHA’1n endiistriyel iiretiminde hiicrenin ucuz karbon kaynagindan yararlanma yetenegi,
gelisme orani, polimer sentezleme orani, maksimum polimer biriktirme kapasitesi gibi
bir ¢ok faktdr mikroorganizmanin se¢iminde g6z oniinde bulundurulmalidir (Yamane,

1992, Yamane 1993, Yu and Wang 2001).
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Biyoplastik tliretiminde karbon kaynagi olarak genellikle glukoz, sukroz, yag asitleri,
alkanlar, kloroalkanoik asit, biitirik asit, pentatonik asit, propiyonik asit, 4-
hidroksihekzanoik asit; azot kaynagi olarak amonyum kloriir, amonyum asetat, balik
peptonu, amonyum siilfat gibi bilesikler kullanilmaktadir (Doi et al. 1986, Kato et al.
1992, Tanaka et al. 1993, Page and Cornish 1993, Jan et al. 1996, Braunegg et al.
1998).

2.5.1 Alcaligenes cinsi bakterilerde PHB iiretimi

Endiistriyel biyoplastik iiretiminde en fazla galisilan Alcaligenes eutrophus (Ralstonia
eutropha) bakterisinin karbon kaynagi olarak fruktoz kullanildiginda hiicre kuru
agirhiginin %80’ine varan verimle PHB biriktirdigi bildirilmistir (Kim et al. 1994).
Beaulieu et al. (1995), Alcaligenes eutrophus DSM 545 susunun amonyum siilfat ve
seker kamis1 melasi iceren besiyerinde gelistirildiginde PHB veriminin %26 oldugunu
hesaplamiglardir. Kim et al. (1994), Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599 susunun
farkl1 zamanlarda ve amonyumu sinirlt sartlarda PHB iiretimini incelerken, en yiiksek
hiicre yogunlugu sirasinda sinirlandirilan amonyumun PHB veriminde %76’lik bir artisa
neden oldugunu rapor etmislerdir. Tanaka et al. (1993), L-laktat i¢eren besiyerinde
gelisen Alcaligenes eutrophus’un %55 verimle PHB biriktirdigini bildirmislerdir.

Alcaligenes latus bakterisi de bir ¢ok karbon kaynagini kullanarak yiiksek PHB verimi
saglamaktadir (Lafferty et al. 1988). Alcaligenes latus DSM 1123 susu 35 °C’de hem
gelisebilmekte hem de PHB iiretebilmektedir. Bu sus hiicre kuru agirliginin %80°1 kadar
bir verimle PHB iiretebilmesi i¢in 5 saate ihtiya¢ duyar. Azot siirlandirmasiyla bu
susun PHB verimi %50’den %87’ye cikarilabilmektedir (Wang and Lee 1997).
Alcaligenes latus tiirleri melas veya seker surubundan PHB elde etmede de
kullanilmaktadir. Alcaligenes latus ATCC 29713 susu hiicre kuru agirhi@inin %63’
kadar verimle PHB biriktirmektedir. Dort farkli azot kaynagi, amonyum klorid,
amonyum siilfat, amonyum nitrat ve iire kullanildiginda sadece ilk ikisinin bakterilerin

gelismesini ve PHB tiretimini destekledigi bildirilmistir (Grothe et al. 1999).
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2.5.2 Azotobacter cinsi bakterilerde PHB iiretimi

Borman et al. (1998), Azotobacter beijerinckii’nin azot kaynagi olarak kazein, pepton,
maya Oziitli, kazamino asit ve iire; karbon kaynagi olarak glukoz veya sukroz
kullanildig1 besiyerinde gelistirdiklerinde, azot sinirlandirmasi olmadan %50’ye varan
verimle PHB f{iretebilecegini gostermiglerdir. Bu c¢alismada, oksijeni sinirlandirilmis

sartlar altinda PHB iiretiminin arttig1 bildirilmistir.

Azotobacter vinelandii UWD susu glukoz, fruktoz, sakkaroz, maltoz gibi karbon
kaynaklar1 ile seker kamisi melasi, seker pancart melasi, misir surubu, malt ekstrakti
gibi kompleks karbon kaynaklarindan yiiksek oranda PHB biriktirmektedir (Page 1989,
Page 1992a). Page and Knosp (1989), Azotobacter vinelandii UWD susunun glukoz ve
amonyum asetat veya azot iceren besiyerinde 24 saat boyunca gelistirmisler ve hiicre
kuru agirhiginin sirastyla %65 ve %75°1 oraninda PHB biriktirdigini bildirmislerdir.
Page et al. (1995), Azotobacter vinelandii UWD susunu glukoz ve balik peptonu iceren
besiyerinde gelistirdiklerinde %80 verimle PHB elde etmislerdir.

Ates ve Ekmekgi (2001), Azotobacter chrococcum (TEM)’un pancar melasi igeren
besiyerinde %12,1 verimle PHB iirettigini bildirmislerdir. Azotobacter chrococcum’un
PHB iiretimi i¢in ucuz karbon kaynagi olarak nisasta kullanildiginda ve oksijen
sinirlandirmasi uygulandiginda PHB verimini arttirarak, %20’den %46’ya ¢iktig1 rapor

edilmistir (Kim 2000).

2.5.3 Bacillus cinsi bakterilerde PHB iiretimi

Bacillus sp. tiirlerinde PHB, sporulasyon igin hiicre i¢i enerji deposu olarak
kullanilmaktadir. Bacillus cereus’ta PHB birikimi spor olusumundan hemen Once
maksimum diizeye ulasir (Nickerson et al. 1981). Benoit et al. (1990), Bacillus
thrungiensis’in  durgun fazdaki sporulasyon sirasinda PHB’in  kullanildigini
bildirmiglerdir. Lach et al. (1990)’a gore Bacillus megaterium PV 302 susu hiicre kuru
agirhiginin %16’s1 kadar PHB biriktirmektedir. Kato et al. (1992), Bacillus megaterium
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B-124 susunun hiicre kuru agirhginin %20’si kadar PHB biriktirdigini bildirmislerdir.
Gouda et al. (2001), %2 melas igeren besiyerinde gelisen Bacillus megaterium’dan
%46,2 oraninda PHB elde etmislerdir. Bazi arastirmalarda ise, bazi Bacillus sp.
suslarinin hiicre kuru agirligimin %50°sini PHB seklinde biriktirdigi ortaya konmustur
(Chen et al. 1991, Dave et al. 1996, Beyath et al. 1999). Law et al. (2001), aktif
camurdan izole edilen Bacillus sp. suslarinin arpa ve soya atik suyunda gelistirilmesiyle
HF-1 susunun %19,22, HF-2 susunun %10,18 oraninda PHB biriktirdigini rapor

etmislerdir.

Mercan ve Beyatli (2001), Bacillus sphaericus suslarinda PHB iiretiminin %5,00-25,88
arasinda gerceklestigini bildirmislerdir. Bu suslarin gelistirildigi besiyerine %0,2
oraninda beef ekstrakt eklendiginde bazi suslarin %32,50 verimle PHB {irettigi

bulunmustur.

Wu et al. (2001), melash besiyerinde gelisen Bacillus cinsi bakterilere uygulanan
oksijen sinirlandirmasinin sporulasyona neden oldugunu ve PHB iiretiminin diistiigiinii,
azot ve fosfor oraninin karbon kaynagina gore diisiik oldugu besiyerinde ise PHB
tiretiminin arttigin1 ve Bacillus sp. Jma5 susunun PHB veriminin %25-35 oldugunu

bildirmislerdir.

2.5.4 Pseudomonas cinsi bakterilerde PHB iiretimi

Hoffman et al. (2000), yaptiklar1 bir ¢alismada, glukonat veya asetatin karbon kaynagi
olarak kullanildig1 besiyerlerinde gelisen Pseudomonas sp. bakterilerinin orta uzunlukta
PHA zincirleri sentezledigini bildirmiglerdir. Huisman et al. (1989), karbon
kaynaklarinin varhiginda ve sinirlandirilmis sartlar altinda PHB iiretimi yapmayan
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida ve Pseudomonas fluorescens
bakterilerinin yag asitlerinde gelistirildiklerinde orta uzunlukta PHA zincirleri

sentezlediklerini ortaya ¢ikarmislardir.
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Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Pseudomonas fluorescens ve Pseudomonas testotereni’nin n-alkoller ve n-alkanoik
asitlerin varliginda PHB iirettikleri bildirilmistir (Holmes 1985, Anderson and Dawes
1990). Karaboz ve Umay (1994), karbon kaynagi olarak metanol iceren besiyerinde
gelistirilen Pseudomonas extorquens bakterisinin %27 verimle PHB irettigini
gostermiglerdir. Ates ve Ekmekc¢i (2001), pancar melasi igeren besiyerinde gelisen
Pseudomonas extorquens DSM 1337 susunun %2298 verimle PHB drettigini

bildirmislerdir.

Fakiiltatif metilotrof Pseudomonas sp. 135 susu, karbon kaynagi olarak metanol igeren
besiyerinde amonyumun sinirlandirildigr  kosullar altinda %55, magnezyumun
sinirlandirildigi kosullar altinda %42,5 ve fosfatin sinirlandirildigr kosullar altinda

%?34.5 oraninda PHB iiretmektedir (Daniel et al. 1992).

Xi et al. (2000), Pseudomonas stutzeri 1317 susunu glukoz, glukonat, yag asiti ve alkol
iceren besiyerinde gelistirdiklerinde PHA yapisinin ortamdaki yag asiti ve alkollere

bagli olarak degistigini ve %50 verimle PHB elde edildigini bildirmislerdir.

Durner et al. (2000), farkli C/N oraninda hazirlanmig oktanoat ve amonyum igeren
besiyerinde Pseudomonas oleovorans bakterisini gelistirmisler ve C/N orani arttiginda
PHA birikiminin arttigimi ve bunun azot sinirlandirmasindan kaynaklandigini

gostermislerdir.

Besiyerinde karbon kaynagi olarak glukoz ve ksiloz kullanildiginda Pseudomonas
pseudoflava’nin PHB veriminin %22, arabinoz kullanildiginda %17 oldugu
bildirilmistir. Arabinoz ve ksiloz igeren besiyerinde PHB birikiminin son asamasinda

azot sinirlandirildiginda verim diismektedir (Bertrand et al. 1990).
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2.5.5 Rhizobium cinsi bakterilerde PHB iiretimi

Bonartseva et al. (1994) Rhizobium leguminasorum, Rhizobium trifoli, Rhizobium
galega, Rhizobium meliloti, Rhizobium phaseoli tiirleriyle yapilan ¢alismalarda, PHB

iretiminin susa ve kiiltlirel ortama bagli oldugunu gdstermislerdir.

Rhizobium phaseoli’nin sukroz igeren potasyum nitratli besiyerinde %65 verimle
(Bonartseva et al. 1994, Beyatli 1996), Rhizobium meliloti’nin fruktozlu ortamda biiyiik
miktarda PHB biriktirdigi (Jan et al. 1996) bildirilmistir.

Oksotrofik Rhizobium etli CE3 susunun biotin ve tiamin yoklugunda yiiksek
miktarlarda PHB biriktirdigi bildirilmistir (Encarnacion et al. 1995).

2.5.6 Halofilik bakterilerde PHB iiretimi

Lillo and Valera (1990), halofilik bakterilerden Halobacter mediterranei bakterisinin
glukoz ve nisasta iceren besiyerinde gelistirilip fosfor siirlandirmasi uygulandiginda

%60 verimle PHB trettigini bildirmislerdir.

Castillo et al. (1986) yaptiklar1 bir calisgmada %25 tuz, %1 glukoz ve %0,1 oraninda
maya Oziitii iceren besiyerinde gelisen Haloferax volcanii, Haloferax gibbonsii ve
Haloferax hispanicum bakterilerinin sirasiyla hiicre kuru agirliklarmin %7, %1,2 ve
%2.4’1i oraninda PHB biriktirdiklerini bildirmislerdir.

Halomonas boliviensis LC1 susunun substrat olarak nisasta hidrolizati1 kullanildiginda
hiicre kuru agirliginin %56’s1 oraninda PHB biriktirdigini, Halomonas boliviensis
hiicrelerinin oksijen sinirlandirmasinin olmadigi kosullarda bu oranin %35°e diistiigi

rapor edilmistir (Quillaguaman et al. 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Materyaller

3.1.1 Bakteri izolatlan

Bu calismada PHB iireticisi halofilik bakterileri izole etmek amaciyla Tuz Golii (Ankara
ili tarafi) ve Acigol (Denizli)’den 2005 Eyliil’de toplanan toprak, camur, tuz ve su
ornekleri kullanilmistir. Ornekler steril cam kavanozlar icerisinde laboratuvara

nakledilmistir.

PHB iireticisi sus olarak Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Mikrobiyal Biyoteknoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan saglanan Pseudomonas

aeruginosa NRLL R23 susu kullanilmustir.

3.1.2 Besiyerleri ve solusyonlar

Orneklerden zenginlestirme ve PHB iiretimi i¢in %6 NaCl iceren Nutrient Broth (NB)
(Merck), bakteri izolasyonu icin ise %6 NaCl iceren Nutrient Agar (NA)(Merck)
besiyerleri kullanilmistir (Ek 1).

Yapilan biyokimyasal testlerde Triple Sugar Iron Agar (TSI), MR-VP Broth, Triptonlu

su, Simmon’s Sitrat Agar, Christensen Ure Agar besiyerleri kullanilmistir (Ek 1).

PHB miktar tayin ¢aligmalarinda ise saf kloroform (Merck), saf siilfirik asit (H,SO4)
(Merck) ve 2N hidroklorik asit (HCl) (Merck) ve standart olarak Alcaligenes sp.’den

saflagtirilan Sigma marka Poli-B-Hidroksibiitirat kullanilmistir.
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3.1.3 Boyalar

PHB graniillerinin boyanmasinda Sudan Black B boyasi1 ve safranin, Gram boyama i¢in

kristal viyole ve bazik fuksin boyalar1 kullanilmistir (Ek 2).

3.1.4 Mikroskobik inceleme

Izolatlarda PHB graniilii olup olmadigimi ve hiicre morfolojisini belirlemek igin
Olympus CX21 (USA) marka 151k mikroskobu; hareket yeteneklerinin belirlenmesi igin

Prior marka faz-kontrast mikroskobu kullanilmistir.

3.1.5 Spektrofotometrik ol¢ciim

PHB miktarlar1 Unico UV-VIS 2802 PC marka spektrofotometrede 235 nm de

Olctilmiistiir.

3.2 Yontem

3.2.1 Halofilik bakterilerin izolasyonu ve kiiltiirii

Toplanan ¢amur, tuz ve toprak ornekleri 1:1 oraninda (g/ml) steril serum fizyolojikte
siispanse edilmistir. Ustte kalan sividan 500 pl alinarak zenginlestirici besiyeri olarak
kullanilan %6 NaCl igeren 2,5 ml NB besiyerine inokule edilmistir. Su 6rnekleri ise 2,5
ml NB besiyerine direkt 500 pl olacak sekilde inokule edilmistir. 30 °C’de 120 rpm’de
1 hafta boyunca gelistirilen kiiltiirlerden %6 NaCl i¢ceren NA besiyerlerine ekilerek 7-10

giin sonra geligen tek kolonilerden yatik NA besiyerlerine se¢imler yapilmustir.
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3.2.2 PHB graniillerinin boyanmasi

[zolatlarm PHB iiretimlerini belirlemek amaciyla Sudan Black B boyasi ile boyama
yapilmistir (Burdon 1946). Bir haftalik NB’daki siv1 kiiltiirlerden lam {izerine yayma
yapilarak 6rnek kurutulup birkag¢ defa alevden gegirilerek tespit edilmistir. Lam tizerine
birka¢ damla Sudan Black B (%0,3 oraninda %70’lik etil alkoldeki ¢dzeltisi) boyasi
damlatilarak 10 dakika bekletildikten sonra ksilenle dekolorizasyon yapilmigtir. Lam
tizerine daha sonra safranin (%0,5’lik sulu ¢ozeltisi) boyasi ilave edilerek 10 saniye
bekledikten sonra preparatlar hafifce akan suda yikanmustir. Preparatlar havada
tamamen kuruduktan sonra immersiyon yagi damlatilarak 100X’liik objektifte

incelenmistir

3.3 Morfolojik ve Biyokimyasal Testler

3.3.1 Gram boyama ve hareket testi

30 °C’de 120 rpm de 48 saat boyunca gelistirilen sivi NB kiiltiirlerden lam {izerine
yayma yapilarak Gram boyama yapilmis, 151k mikroskobunda 100X’liikk objektifte

incelenmistir.

Hiicrelerin hareket yetenegi yine 48 saat boyunca gelisen kiiltiirlerden hazirlanan

preparatlarin 100X’liik objektifte faz kontrast mikroskobunda incelenerek belirlenmistir.

3.3.2 Katalaz testi

Izolatlarin katalaz aktivitileri %6 NaCl igeren NA besiyerinde gelistirilen 5 giinliik
kiiltiirler iizerine %3’liikk H,O, damlatilarak yapilmistir (Atlas et al. 1984).
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3.3.3 Oksidaz testi

Oksidaz aktivitesi, %6 NaCl igeren NA besiyerinde gelistirilen 5 giinliik kiiltiirlerin
tizerine %]1°lik tetrametil-p-fenilendiamin ayiract damlatilarak yapilmistir (Kovac’s
1956). Kolonilerin mor renge doniismesi pozitif, renk degistirmemesi negatif olarak

degerlendirilmistir.

3.3.4 Amilaz testi

Amilaz aktivitesi, %6 NaCl ve %1 ¢oziiniir nisasta iceren NA besiyerinde gelistirilen 5
giinliik kiiltiirler tizerine Lugol ayirac1 dokiilerek belirlenmistir (Barrow and Feltham,

1993).

3.3.5 H,S iiretimi

H,S iiretimini belirlemek amaciyla %6 NaCl i¢eren TSI besiyerine ekim yapilmis, 14
giinliik inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinde meydana gelen renk degisimine gore

H,S {iretimi belirlenmistir (Kelley and Post 1982).

3.3.6 Sekerlerden asit tiretimi

Sekerlerden asit iiretimini belirlemek amaciyla D(+)-glukoz, D(+)-galaktoz, maltoz,
laktoz ve sakkaroz olmak iizere 5 tip seker, filtre edilerek %0,5 oraninda fenol red
iceren steril besiyerine eklenmis, 12 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda renk degisimi

gozlenerek sekerlerden asit tiretimi saptanmustir (Atlas et al. 1984).
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3.3.7 Triptofandan indol olusumu testi

Bu test, %1 tripton ve %6 NaCl igeren triptonlu suda gelistirilen 14 giinliik siv1
kiiltiirlerin tizerine Kovac’s ayiraci eklenerek yapilmistir (Kovacs 1928). Besiyerinin tist

kisminda kirmizi halkanin olugmasi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.

3.3.8 Sitratin kullanima testi

Izolatlar %6 NaCl igeren Simmon’s Sitrat Agar besiyerine ekilmis ve 14 giinliik
inklibasyon sonucunda besiyerinde meydana gelen renk degisimi gozlenerek
belirlenmistir. Besiyerinin renginin yesilden maviye donmesi pozitif olarak

degerlendirilmistir (Atlas et al. 1984).

3.3.9 Metil Red ve Voges-Proskauer testi

Bu testler icin %6 NaCl iceren MR-VP Broth besiyeri hazirlanmig, 14 giinliik
inkiibasyon sonrasinda kiiltiirlerin iizerine organik asitlerin varligin1 belirlemek igin
metil red indikatorii damlatilarak, asetoin olusumunu belirlemek icin Barrit’s A ve B
ayiraglar1 damlatilarak belirlenmistir (Barritt 1936). Metil Red testinde besiyerinin
renginin kirmiziya donmesi pozitif, sartrya donmesi negatif olarak, Voges-Poskauer
testinde besiyerinin list kisminda pembeden parlak kirmiziya kadar degisen halka

olusumu pozitif, halka olusmamasi ise negatif olarak degerlendirilmistir.

3.3.10 Ureaz aktivitesi

Bu test i¢in Christensen Agar besiyeri hazirlanmis ve izolatlarin iireyi kullanip
kullanmadiklar1 1 haftalik inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinde meydana gelen renk
degisimi gozlenerek belirlenmistir (Christensen 1946). Rengin saridan pembeye

doniigsmesi pozitif olarak degerlendirilmistir.
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3.4 PHB Miktarinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan bakterilerin  olusturdugu PHB miktar1 Bonartseva and

Myshkina’nin (1985) metoduna gore belirlenmistir. Buna gore;

1) Izolatlar %6 oraninda NaCl iceren NB besiyerinde hiicre yogunlugu 600 nm’de 0.3-
0.5 (OD) olacak sekilde aktiflestirilmistir.

2) Aktiflestirilen kiiltiirler, 250 ml’lik erlenlerde hazirlanan 100 ml %6 oraninda NaCl
iceren NB besiyerine %?2 oraninda asilanmis ve 30 °C’de 120 rpm’de 48 saat boyunca
inkiibe edilmistir.

3) Inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii 8000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmistir.

4) Santrifiij sonunda olusan sivi kisim atilarak pelet 50 °C’de 1 gece kurutulmus ve
peletlerin hiicre kuru agirliklar1 6l¢tilmiistiir.

5) Pelet 5 ml steril distile su ile homojenize edilmis, hiicrelerin lize oldugundan emin
olmak i¢in 1 gece +4 °C’de bekletilmistir (Castillo et al. 1986).

6) 1:1 oraninda kiiltiir ve 2N HCI karisimi 100 °C’lik su banyosunda 2 saat tutulduktan
sonra karigim 5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek pelet elde edilmistir.

7) Pelet lizerine 5 ml saf kloroform eklenmis, agizlar1 iyice kapatilarak 1 gece 30 °C’de
120 rpm’de ¢alkalamali etiivde bekletilmistir.

8) Bu siire sonunda ornekler 5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilerek PHB
coktliriilmustiir. Kloroform fraksiyonundan 0,1 ml almip 40 °C’de 15-20 dakika
bekletilerek kloroform ugurulmus, tiiplere 5 ml saf H,SO4 konularak 100 °C’lik su
banyosunda 20 dakika bekletilmistir.

9) Son asamada Orneklerin optik yogunluk degeri 235 nm dalga boyunda UV
spektrofotometrede dlgiilmiistiir. Ornegin igerdigi PHB miktar1 standart PHB degeri ile
karsilastirilarak tespit edilmistir.

Standartin hazirlamsi:

1,2,3,4,5,6,7,8,9 velO ng/ml” konsantrasyonlarda degisen miktarlarda Alcaligenes
sp’den saflagtirilan Sigma marka poli-B-hidroksibiitirat kullanilarak PHB standart
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solusyonlar1 hazirlanmistir, izolatlarin PHB {iretimi standart egri ile karsilastirilarak g/l

olarak hesaplanmustir.

Istatistiksel analiz:

Izolatlarin hiicre kuru agirhg (g/l) ve PHB iiretimi (g/l) arasindaki korelasyon,

Sperman’s p katsayisina gore gore belirlenmistir (Conver, 1971).

3.5 Galaktoz, KH,PO, ve Yeast Ekstraktin PHB Uretimi Uzerine Etkisi

Maksimum PHB fireten izolat %6 NaCl igeren NB besiyerine sirasiyla %1, %2, %5
oraninda filtrasyon yontemiyle sterilize edilmis D(+)-Galaktoz, %0,3 oraninda Yeast
ekstrakt ve %0,00375 oraninda KH,PO, eklenerek PHB verimi {iizerine -etkisi
arastirilmistir. Daha sonra, %1 oraninda Galaktoz ve % 0,3 oraninda Yeast ekstrakt

iceren NB besiyerinde gelisen izolatin PHB {iretim miktar1 belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 PHB Uretim Miktar1 Sonuclar

Izolatlarin PHB iiretip iiretmedikleri ilk asamada Sudan Black B boyasi ile graniiller
boyanarak belirlenmistir (Sekil 4.1). 70 izolattan 28 izolatin PHB iirettigi tespit edilmis,
bunlardan graniil yogunlugu en fazla olan 12 izolatin spektrofotometrik olarak PHB
iiretim miktarlar1 belirlenmistir. Izolatlarmm PHB miktarlar1 0,123 — 0,519 g/I; PHB
verim yiizdeleri ise hiicre kuru agirliklarmin %2,03 - %29,48’1 arasinda degismistir. 12
izolattan AG 27 %29.48 verimle en fazla PHB biriktiren izolat olurken, TG 24 %2,03
verimle en az PHB biriktiren izolat olmustur. Izolatlarm hiicre kuru agirliklari, PHB

miktarlar1 ve PHB verim ylizdeleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1 Sudan Black B ile boyanmis AG 27 izolatinda PHB graniilleri
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Cizelge 4.1 Halofilik bakteri izolatlarinin PHB {iretim miktarlari

e MomKGU veiv
IZOLAT é @ (g (%)
E Ortalama Ortalama Ortalama
1| 1,7 0,491 28,8
AG 27 21 1,8 | 1,76 £0,058 10,528 | 0,519 +0,025 | 29,3 29,48
31 1,8 0,539 29,9
1 07 0,164 23,4
AG 44 21 0,7 |0,66+0,058 0,167 | 0,162+0,006 | 23,8 24,54
3] 06 0,155 25,8
1| 1,8 0,334 18,5
AG 1 21 1,8 | 1,83 +£0,057 0,345 | 0,342 +0,007 | 19,1 18,68
31,9 0,348 18,3
1] 05 0,076 15,2
AG 38 2|1 04 |0,46+0,066 0,072 | 0,070 £0,006 | 18,0 15,21
3| 04 0,064 16,0
1 23 0,247 10,7
AG 26 21 22 1230+0,100 0,276 | 0,273 £0,025 | 12,5 11,86
3 24 0,298 12,4
10,23 0,021 9,1
AG 34 210,25 10,240,012 10,027 | 0,026 0,004 | 10,8 10,83
310,25 0,030 12
1| 09 0,085 9.4
TG 18 21 09 |093+0,047 {0,094 | 0,093 +0,008 | 10,4 10,00
31 1,0 0,101 10,1
10,30 0,023 7,6
TG 11 210,31 |031+0,015 0,025 | 0,025+0,002 | 8,0 8,06
31033 0,028 8,4
1] 1,11 0,075 6,7
TG 20 2| 1,07 | 1,09£0,021 0,060 | 0,067 +0,007 | 5,6 6,14
3| 1,10 0,068 6,1
1| 1,5 0,070 4,6
AG 14 21 1,4 | 1,43+£0,057 0,063 | 0,064 +0,005 | 4,5 4,47
3/ 14 0,059 4,2
1| 0,6 0,017 2.9
AG 40 21 06 |066=+0,115 0,020 | 0,022+0,006 | 3,3 3,33
31 0,8 0,029 3,6
1| 58 0,109 1,8
TG 24 21 58 |58 +£0,115 0,120 | 0,123 £0,016 | 2,0 2,09
3] 6,0 0,142 2,3
P. 1| 08 0,071 8,8
aeruginosa | 2 | 0.8 0,063 7,8
NRLL R 0,8 +£0,000 0.066 0,066 £+ 0,004 8,25
23 3108 8,2

29




Sekil 4.2°de ise halofilik bakteri izolatlarinin PHB verim yiizdeleri grafiksel olarak

gosterilmistir.

35

0 —

25 1 —

20 1

15

% PHB VERIM

10 4

A @\"" 6'923

Sekil 4.2 Halofilik bakteri izolatlari’nin PHB verim yiizdeleri

Izolatlarin hiicre kuru agiliklart (g/l) ile iirettikleri PHB miktar1 arasinda (g/1)
korelasyon olup olmadig: incelenmis, Sperman’s p katsayis1 0.673 olarak bulunmus ve
0.05 diizeyinde 6nemli bir korelasyonun oldugu saptanmustir. izolatlara ait verilerin

korelasyon grafigi Sekil 4.3°te gdsterilmistir.
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Sekil 4.3 Halofilik bakteri izolatlarinda hiicre kuru agirligi ve PHB miktar1 arasindaki
korelasyon

Calismanin ikinci boliimiinde en yiiksek PHB veriminin elde edildigi AG 27 izolati
farkl1 konsantrasyonlarda Galaktoz, Yeast ekstrakt ve KH;PO4lin bulundugu NB
besiyerinde gelistirilmis ve bu maddelerin PHB verimi iizerine etkisi incelenmistir

(Cizelge 4.2).

AG 27 izolatinin PHB veriminin %1 oraninda Galaktoz iceren besiyerinde gelistiginde
%43,47°ye; %2 oraninda Galaktoz igeren besiyerinde gelistiginde %42,09’a; %S5
oraninda Galaktoz iceren besiyerinde gelistiginde %42,69’a; %0,3 oraninda Yeast
ekstrakt iceren besiyerinde gelistiginde %52,20’ye ¢iktig1; %0,00375 oraninda KH,PO4

iceren besiyerinde gelistiginde ise %27,14 e diistiigl belirlenmistir.

NB besiyerine %1 oraninda Galaktoz ve %0,3 oraninda Yeast ekstrakt ayni anda

eklendiginde ise AG 27 izolatinin PHB veriminin %59,19’a ¢iktig1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.2 AG 27 Halofilik bakteri izolatinin Galaktoz, Yeast ekstrakt ve KH,PO4
eklendiginde NB besiyerinde PHB {iretimi

S .| HKAG@D PHB (g/1) VERIM (%)
NB’a EA
Eklenen = é
Bilesen § E Ortalama Ortalama Ortalama
S
126 1,068 41,07
224 1,044 43,50
3125 1,059 | 1,165+ 42,36
b g 28080228 o5 0120 [aazs| PV
5[28 1,261 45,03
63,0 1,308 43,60
13,2 1,476 46,12
23,1 1,345 43,38
Galaktoz| 2 [21201296x0,163 [L318 | 1240+ 143,93 1y, o
4129 1,160 0,157 140,00
5[28 1,078 38,50
6|28 1,103 39,39
1|27 1,181 43,74
2126 1,084 41,69
3125 1,056 | 1,093+ [4224
S 412620008 Pog ] 0043 [a223] P
5]25 1,074 42,96
6125 1,065 42,60
124 1,193 49,70
2125 1,338 53,52
Yeast 3124 1,264 1,232 + 52,66
ckstrakt | 02 [4 2,4 2,360,139 1,224 0,059 51,00 52,20
5023 1,196 52,00
62,2 1,182 53,72
1]25 0,663 26,52
2124 0,639 26,62
3125 0,654 | 0,619+ (26,12
Fosfat | 0,00375 = 21 2,280,213 0.604 0,046 2876 27,14
5022 0,619 28,13
62,0 0,536 26,80
1126 1,555 59,80
Galaktoz 2027 1,618 59,92
+ 32,7 1,694 1,539+ 62,74
Yeast | 1 702 (41252000089 gl 0085 [57.52] O
ekstrakt 5126 1,475 56,73
6125 1,457 58,28
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Cizelge 4.2°deki veriler kullanilarak elde edilen grafik ise Sekil 4.4’de goriilmektedir.

—

%1 %2 %5 %0,3 Yeast %0,00375 %1 P.
Galaktoz ~ Galaktoz  Galaktoz Ekstrakt KH2PO4 Galaktoz + aeruginosa
%0,3 Yeast NRLL R 23
Ekstrakt

Sekil 4.4 AG 27 Halofilik bakteri izolatinin Galaktoz, Yeast ekstrakt ve KH,PO4
eklendiginde NB besiyerinde PHB {iretimi

4.2 Biyokimyasal Test Sonuclar1

PHB iiretimleri belirlenen 12 izolatin gram boyama, hareket yeteneklerinin incelenmesi,
amilaz, oksidaz, katalaz, sekerlerden asit {iretimi, H,S iiretimi, triptofandan indol
olusumu, sitratin kullanimi, metil red, Voges-Proskauer ve iireaz testlerini iceren

morfolojik ve biyokimyasal testleri yapilmistir (Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.3 On iki adet halofilik bakteri izolatinin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari

iZOLAT

AG 27 AG 44 AG1 AG 38 AG 26 AG 34

TESTLER
Koloni basik, krem
Morfolojileri bastk, ortas: rengi, koyu renk ba@k, krem basik, merkezli | basik, merkezli | basik, merkezsiz

merkezli erkezli rengi, merkezsiz
Gram Boyama (-) gubuk (-) gubuk (-) gubuk (-) gubuk (-) cubuk (-) cubuk
Harcket () 8 O O () ()
Katalaz (+) (+) (+) (+) (+) (+)
Oksidaz (+) (1) (+) (+) (-) (+)
Amilaz ) ) ) ) ) )
Hs Uretimi 0 0 ) 0 O 0
D()-Glukoz ) ) () ) ) ()
D(+)-Galaktoz (+) (-) (+) (-) (-) (-)
Maltoz ) ) ) ) ) )
Laktoz ) ) ) ) ) )
Sakkaroz ) ) ) ) ) )
Triptofandan Indol
Olsmy ) ) ) ) ) )
Sitratin Kullanimi1
Sl *) ) *) *) ) *)
Metil Red Testi (-) () (-) () () (-)
Voges-Proskauer Testi (+) (1) (-) (+) (+) (-)
Ureaz Tesi ) () () () () ()
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Cizelge 4.3 On iki adet halofilik bakteri izolatinin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglar1 (devam)

1ZOLAT TG 18 TG 11 TG 20 AG 14 AG 40 TG 24
TESTLER
Koloni .
M(;rofolojileri ya;ﬁ;,ﬁe;tgﬁ yaygin, merkezli | yaygin, merkezli | basik, merkezsiz | basik, merkezli ba51k1;i§1;§;ll<52512,
Gram Boyama (-), cubuk (+), sporlu ¢ubuk | (+), sporlu ¢ubuk (-), cubuk (-), cubuk (<), cubuk
Hareket () (+) (+) (-) (-) (+)
Katalaz (+) (+) (+) @) (H) )
Oksidaz (+) (+) (+) () (+) (+)
Amilaz 0 0 () 0 0 0
Hos Uretimi ) ) ) ) ©) )
D(H)-Glukoz ©) ©) ) ©) ©) )
D(+)-Galaktoz () () () () (-) (-)
Maltoz ©) ©) () ©) ©) ©)
Laktoz ) ) ) ) ©) )
Sakkaroz ) ©) ) ©) ) )
Triptofandan Indol
Otsomy ) ) ) ) ) )
Sitratin Kullanimi
o (*) (+) (+) +) () ()
Metil Red Testi (-) () (-) () () (-)
Voges-Proskauer Testi ) (+) +) ) ) ()
Ureaz Testi ) ©) ) ©) ©) )
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On iki halofilik bakteri izolatindan 2’si gram (+), 10’u ise gram (-); 7’si hareketli, 5’1
hareketsiz, 1’1 oksidaz (-), 11’1 oksidaz (+), 1’1 amilaz (+), 11’1 amilaz (-), 1’1 glukoz
(+), 11°1 glukoz (-), 1’1 maltoz (+), 11’1 maltoz (-), 1’1 sakkaroz (+), 11’1 sakkaroz (-),
3’1 galaktoz (+), 9’u galaktoz (-), 3’1 iire (+), 9’u (-), 4’ii Voges-Proskauer (-), 8’1 (+),
12°si katalaz (+), laktoz (-), sitrat (+), metil red (-), indol (-), HoS (-) olarak

bulunmustur.
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5. SONUC VE TARTISMA

Bugiine kadar yapilan c¢alismalar sonucunda bir ¢ok toprak bakterisinin PHB iiretme
yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmada elde edilen sonuglar literatiirlere
dayanarak degerlendirildiginde Tuz Golii (Ankara ili tarafi) ve Acigdl (Denizli)’den
izole edilen halofilik bakterilerden AG 27 izolatinin besiyerine C kaynagi olarak %0,3
oraninda Yeast ekstrakt ve %1 oraninda D(+)-galaktoz ilavesiyle %59,19’luk bir
verimle PHB biriktirdigi belirlenmistir.

PHB iiretiminde bugiine kadar iizerinde en ¢ok ¢alisilan Alcaligenes eutrophus’un C
kaynag1 olarak fruktozun kullanildig1 besiyerinde gelistirilmesiyle elde edilen %80’e
varan PHB verimiyle (Kim et al. 1994), ve Azotobacter vinelandii UWD susunun
glukoz ve balik peptonu iceren besiyerinde gelistirildiginde elde edilen %80’e varan
verimle (Page et al. 1995) kiyaslandiginda, AG 27 izolatindan elde edilen PHB verimi
(hiicre kuru agirhgmin %59,19°u) %25 oraninda diisiik bulunmustur. Alcaligenes latus
DSM 1123 susuna azot sinirlandirmasi uygulandiginda bu sustan elde edilen %87’lik

verimle (Wang and Lee 1997) kiyaslandiginda ise, %31 oraninda diisiik bulunmustur.

Diger yandan, bazi Bacillus sp. suslarinin hiicre kuru agirliginin %50’ye varan verimle
PHB biriktirdigi bildirilmistir (Chen et al. 1991, Dave et al. 1996, Beyatl et al. 1999).

PHB verimi agisindan AG 27 izolat1 Bacillus sp.’ye benzerlik gostermektedir.

Fakiiltatif metilotrof Pseudomonas sp. 135 susunun, karbon kaynagi olarak metanol
iceren besiyerinde amonyum sinirlandirmasi altinda %55, magnezyum sinirlandirmasi
altinda %42,5 ve fosfat sinirlandirmasi altinda %34,5 oraninda PHB iirettigi Daniel et
al. (1992) tarafindan bildirilmistir. AG 27 izolatinin PHB verimi Pseudomonas cinsi

bakterilerinkine benzerlik gostermektedir.
PHB iiretiminin susa ve kiiltiirel ortama bagli oldugu gosterilen Rhizobium cinsi

bakterilerle AG 27 izolati1 karsilastirildiginda, Rhizobium phaseoli’nin, sukroz iceren

potasyum nitrath besiyerinde %65 verimle PHB iirettigi (Bonartseva et al. 1994, Beyath
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1996); AG 27 izolatinin ise %0,3 oraninda Yeast ekstrakt ve %1 oraninda D(+)-galaktoz

iceren besiyerinde gelistiginde %59,19’luk bir verime sahip oldugu belirlenmistir.

AG 27 izolati PHB verimi agisindan; halofilik bakterilerden Haloferax mediterranei’ye
benzerlik gostermektedir. H. mediterranei glukoz ve nisasta igeren besiyerinde
gelistirilip fosfor smirlandirilmasi uygulandiginda %60 verimle PHB iiretmektedir

(Lillo and Valera, 1990).

Quillaguaman et al. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada yine halofilik bakterilerden
Halomonas boliviensis LC1 susunun substrat olarak nisasta hidrolizati kullanildiginda
hiicre kuru agirliginin %56’s1 oraninda PHB biriktirdigi rapor edilmis ve PHB veriminin

AG 27 izolat1 ile benzer oldugu goriilmiistiir.

Yapilan bu calisma Acigél (Denizli)’den izole edilen AG 27 izolat1 endiistriyel amaclh

PHB iiretiminde kullanilabilecegi diistintilmektedir.

Sonug olarak bu g¢aligmayla, Tuz Golii ve Acigdlden izole edilen halofilik 12 adet
bakterinin PHB iiretim kapasiteleri ilk kez belirlenmis olup AG 27 izolatinin potansiyel
olabilecegi gosterilmistir. Daha sonra yapilacak calismalarla halofilik bakteri/arkelerin
daha kapsamli olarak taranmasinin yapilmasi ve AG 27 izolatinin cins/tiir diizeyinde

tanimlanmasi gerekir.
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EK 1 Kullanilan Besiyerlerinin I¢erigi

Nutrient Broth

Pepton from meat 50¢g
Meat extract 30¢g
Nutrient Agar

Pepton from meat 50g
Meat extract 30g
Agar-agar 120¢g

Simmons’ Citrate Agar

Ammonium dihydrogen phosphate 1.0g
Di potassium hydrogen phosphate 10g
Sodium chloride 50g
Sodium citrate 20¢g
Magnesium sulfate 02¢g
Bromothymol blue 0.08 g
Agar-agar 130¢g

Triple Sugar Iron Agar

Pepton from casein 150¢g
Pepton from meat 50¢g
Meat extract 30¢g
Yeast extract 30g
Sodium chloride 50g
Lactose 100 g
Sucrose 10.0 g
D(+)-Glucose 10g
Ammonium iron (III) citrate 05¢g
Sodium thisulfate 05¢g
Phenol red 0.024 ¢
Agar-agar 12 ¢
MR-VP Broth

Pepton from meat 7¢
D(+)-Glucose S5¢g
Buftered phosphate 5¢g
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Christensen Urea Agar

Pepton from meat

Sodium chloride

Potassium dihydrogen phosphate
D(+)-Glucose

Urea

Fenol red

48



EK 2 Kullamilan Solusyonlarin i¢cerigi

Sudan Black B Solusyonu

%70’1ik etanolde %0.3’lik ¢ozeltisi

Safranin Solusyonu

9%0.5’lik sulu ¢ozeltisi

Kovacs Aviraci

p-dimetilaminobenzaldehit
Amil alkol
HCI

Metil Red indikatorii

Metil red
%96°11k etil alkol
Distile su

Barritt Aviraci (A)

o-naftol
Etil alkol

Barritt Aviraci (B)

Potasyum hidroksit
Kreatin
Distile su

75 ml
25 ml

0.1g
300 ml
200 ml

5¢
100 ml

40 ¢g
03g
100 ml
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