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OzZET

Plastik atiklarla ¢evrenin kirlenmesi glinden giine artmaktadir. Petrol kokenli plastiklerin
kullanimindan kaynaklanan c¢evre kirliligi problemlerini ¢6zmek igin biyopargalanabilir ve dogda
ile dost plastiklerin Uretimine ilgi artmaktadir. Poli-B-hidroksibitirat'in (PHB) biyoplastik polimeri
olarak ©6nemi bilinmektedir. Bu grandller, karbon ve enerji kaynadi olarak, birgok
mikroorganizmada olumsuz kosullarda biriktirilir.

Son yillarda PHB (reten mikroorganizmalar Uzerinde cgalisan arastiricilarin sayisi
artmistir. PHB’lar petrol kdkenli plastiklere gore birgok avantaja sahiptir. Boylece endustriyel
uygulamalarda yeni olanaklar ortaya ¢ikmistir.

Bu calismada Bacillus subtilis ATCC 6633 susunun PHB verimliligi arastiriidi. PHB
miktari 235 nm' ye ayarlanan UV spektrofotometre kullanilarak belirlendi. inkiibasyon siiresi (2-
30 saatler), sicaklk (20, 25, 30, 35 ve 40 0C), pH pH (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0), farkh karbon
kaynaklari (glukoz, sukroz, D-mannitol ve arabinoz), farkli azot kaynaklari (proteaz pepton, L-
glisin, L-sistein, amonyum siilfat ve potasyum nitrat) ve karbon/azot (C/N) oraninin (0.5, 1, 1.5,
2, 2.5) PHB sentezine etkisi arastirildi.

Bacillus subtilis ATCC 6633 susunda en yuksek PHB birikimi, 24 saat inkiibasyonda
(10,4981 pg/ml), pH 7.0'da (10,4981 ug/ml), karbon kaynag olarak D-mannitol igeren
besiyerinde (23,6623 pg/ml), azot kaynagi olarak L-glisin iceren besiyerinde (14,6217 pg/ml),
karbon/azot orani 2.5 olan besiyerinde (3,2481 ug/ml ) ve 30 °C sicakliktaki kiltiir ortaminda
(10.4981 pg/ml) elde edildi.

Bacillus subtilis ATCC 6633 susu kullanarak PHB retimi pahali bir ydntem olmasina
ragmen, PHB gibi doda dostu biyoplastikler, daha verimli suglar ya da mikroorganizmalar
velveya ucuz substratlar kullaniimasin sayesinde populerlik kazanabilir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus subtilis, karbon ve azot kaynaklari, Poly-B3-hidroksibutirat (PHB),
PHB (biyoplastik) tretimi



ABSTRACT

Environmental pollution due to plastic wastes is an emerging problem of the world. The
use of novel biodegradeable plastics is currently seen as a solution to overcome this problem
and poly-B-hydroxybutyrate (PHB) polymer is a well-known bioplastic agent. Many organisms
accumulate PHB granules as carbon and energy sources under stress.

There has been an increase in the number of researchers working on PHB-producing
microorganisms in recent years. PHB has many advantages compared to petroleum-based
plastics, which facilitate its use in many fields of industry.

In the present study, our aim was to assess the PHB productivity of Bacillus subtilis
ATCC 6633 strain under different conditions. The amount of PHB production was measured by
UV-VIS spectrophotometer at 235 nm. The effects of incubation time (2-30 hours), temperature
(20, 25, 30, 35 and 40 0C), pH (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 and 9.0), carbon sources (glucose, sucrose, D
—mannitole, arabinose), nitrogen sources (protease peptone, L-glycine, L-cystein, ammonium
sulfate and potassium nitrate) and the rate of carbon/nitrogen ratio (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5) on PHB
synthesis were all assessed in the study.

According to the results of the study, the highest PHB production was obtained after 24
hours of incubation (10.4981 pg/ml), at 7.0 of pH (10.4981 ug/ml), with D-mannitole (23.6623
pg/ml) as carbon source, L-glycine (14.6217 ug/ml) as nitrogen source, C/N ratio of 2.5 (3.2481
Hg/ml) and with a temperature of 30 °C in culture media (10.4981 pg/ml).

Although PHB production is relatively an expensive method with Bacillus subtilis ATCC
6633 strain, nature-friendly bioplastics such as PHB will probably gain popularity with more
efficient strains or microorganisms and/or cheap substrates.

Keywords: Bacillus subtilis, carbon and nitrogen sources, Poly-B-hydroxybutyrate (PHB), PHB

(bioplastic) production
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1. GiRiS

1.1. Plastikler ve Cevre

Plastikler petrol ve dogalgaz gibi dogal kaynaklardan elde edilen hidrokarbonlar kullanilarak
uretilirler. Teknik olarak ifade etmek gerekirse plastikler monomerlerin kimyasal baglarla polimere
dénugmesi ile meydana gelir.

Plastikler toz, granil, “flake” ve ¢ozelti seklinde olabilir. Kati maddelerin 1si ve basingla
muamelesi sonucu gunlik hayatimizda yakindan tanidigimiz birgok plastik Grtin Uretilir. Plastiklerin
islevsel olarak mukemmel olmalari ile gevresel etkileri arasinda denge saglanmasi gereklidir.
Plastikler alternatiflerine gére daha az malzeme kullanimi, Uretimde daha az enerji tiketimi,
tasimacilikta daha az yakit kullanimi ve bunun sonucunda emisyonlarin azalmasi, faydali émri
doldugunda daha az miktarda atik olusumu saglarlar (www.genbilim.com/2008).

Ancak, plastigin “kullanihp-atilabilme” 6zelligi, simdiden cevre Kirliligi agisindan en buyuk
sorunlardan biri haline gelmistir (Page, 1992a). Her yil birka¢ yuzbin ton plastik denize atilir ve
okyanusta birikir (www.bact.wisc.edu/2008). Dinyada biriken yillik plastik miktari 25 milyon ton
kadardir (Lee, 1996). Bu nedenle, son yillarda plastikler, ekolojik problemlerin kaynagi olarak artan
cevre kirliligine neden olan baslica etkenlerden biri seklinde karsimiza ¢ikmaktadirlar (Yiimaz ve
Beyatli, 2003).

Plastik atiklari yok etmenin bir yolu plastiklerin toplanarak yakilmasi ise de, bu hem pahali bir
islemdir, hem de zehirli gazlarin agiga ¢ikmasina sebep olmaktadir. Geri ddnusim projeleri ise,
plastiklerin ¢ok fazla gesidinin olmasindan ve donustirme islemi hepsinin tek tek ayirt edilerek
kullanilmasini gerektirdiginden zordur. Ayrica, plastikler geri kazanilsa bile eski saglamliklarini
yitirdiklerinden, geri dénusum urdnlerin kullanim alanlar sinirhdir. En ucuz ve basit olan yol ise,
plastiklerin diger c¢oplerle birlikte belli bir alanda biriktiriimesidir. Ancak, diger ¢opler
mikroorganizmalar tarafindan pargalanir ve bir sekilde tiketilirken plastikler kimyasal ve fiziksel
Ozellikleri sebebiyle mikroorganizmalar tarafindan besin olarak kullanilamazlar. Bu ylzden de, her
gecen gun artarak ekolojik dengeyi tahrip etmektedirler. Bunu o6nlemenin bir yolu, dodada
¢ozulebilen, tiiketilebilen plastiklerin Uretilebilmesi ile olur.

Dogada ¢ozunebilir 6zellikte baslica (g tur plastik vardir:

+ Gunes 1s1dina hassas plastikler: Bazi plastikler glines i1sidina maruz kaldiklarinda molekulleri

birbirine baglayan kimyasal baglar kopmakta ve kiiglilen pargalar daha sonra mikroplar tarafindan



kullanilabilmektedir. Ancak ¢oplerin biriktirildigi yerlerde Ustlste yidilan plastiklerin hepsine guines

1IsIginin ulasmasi mdmkun olmadigindan, bu yol her zaman ise yaramamaktadir.

» Nisasta gibi ¢abuk bozulan polimerlerin eklenmesiyle Uretilen plastikler: Bu tir polimerlerde
molekul dizileri nisasta kullanilarak birbirine baglanirlar. Plastik ¢ope atildiginda mikroplarin
nisastayl kullanmasi ile polimer pargalanir. Ancak, yine ¢ép yiginlari altinda yeterli glines 1s1§1 ve
oksijen olmamasi nisastayi tiketen mikroorganizmalarin is gérememesine neden olur. Ayrica bu

sekilde Uretilen plastikler digerlerine gére daha dayaniksizdirlar.

« Uglincii tip ise, bakteriyal plastikler (biyo-plastikler)dir (www.yildizindunyasi.net/2002).

1.2. Bakteriyal Plastikler (Biyoplastik) ve Onemi

Atiklarin bayuk bir bolimina plastik materyaller olusturmaktadir. Atik plastikler genellikle diger
evsel atiklarla birlikte ¢op bosaltma sahalarina atilmakta veya ¢6p gukurlarina dokulmektedir. Atik
bosaltma sahalarinin ve gukurlarinin giderek dolmasi, yakma gibi alternatif yéntemlerin giderek
artan maliyetleri, ¢esitli teknik sorunlar, enerji kaynaklarini koruma ve atiklari gevresel agidan kabul
edilebilir sekilde azaltma istegiyle birlesince atik plastiklerin yeniden kullanimi konusu gindeme
gelmistir (Savasc! ve digerleri, 1998 ).

Fakat atik plastiklerin tekrar kullanima hazirlanmasi igin toplama, ayiklama, hammadde haline
getirme asamalari maliyeti arttirmaktadir. Petrolden elde edilen sentetik polimerler, plastik atik
olarak dogaya terk edildiklerinde, toprakta uzun sire pargalanamadigindan gevre kirliligine ve toksik
madde birikimine neden olmaktadirlar (Dave et al, 1996). Bu sorunlarin ¢ézimune yonelik polimer
biliminde yapilan calismalar arasinda biyopolimerler (mikrobiyal termoplastikler) dnemli bir yer
tutmaktadir (Page, 1992b; Beyatl, 1996 ).

1970'li yillardaki petrol krizinden sonra petrol fiyatlarinin artmasina da bagli olarak, petrol
kokenli polimerlere alternatifler aranmis ve 1976 yilinda, ingiltere'deki Imperial Kimya Endistrisi
(ICI), bakteriyel fermentasyonla uretilen Poli-B-hidroksibutirat'la (PHB) ilgili arastirmalara baglamistir
ve petrol kokenli plastige alternatif olarak biyouyumlu, biyopargalanabilir ve dodayla dost plastikler
ortaya ¢ikmistir (Braunegg et al, 1998; Poirier, 2002) .

Biyolojik olarak pargalanabilen poli-B-hidroksibatirik asit (PHB)in &zellikleri yillardan beri
bilinmesine ve alinan patentlerin 1962’de J.N. Baptist tarafindan Amerika’da orijinal olarak
dosyalanmasina ragmen 1982’de Imperial Chemistry Industries Plastic (ICI plc.) tarafindan bu
polimerin Biopol ticari adiyla pazarlanmasina kadar, polihidroksialkanatlarin (PHA) ve PHB'’nin

endustriyel Uretimi Gzerinde yeterince durulmamistir (Anderson and Dawes, 1990).



Birgok mikroorganizma tarafindan dogal olarak sentezlenen PHB’nin, yiksek miktarlarda
uretilen ve c¢ogunlukla ambalaj malzemesi olarak kullanilan polipropilenin &6zelliklerine benzerlik
gOstermesi, bu termoplastigin Avrupa, Amerika ve Japonya’da endistriyel ¢apta uretimine hiz
kazandirmistir (Braunegg et al, 1998).

Avantajli ézelliklerinden yararlanmak ve endustriyel PHB dretimi yapmak igin uygun suslarin
tespiti arastirmalarinda, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium ve Bacillus cinsi gibi bakteri

gruplari yer almaktadir (Anderson and Dawes, 1990; Wu et al, 2001).

1.3. Poli-B-hidroksialkanat (PHA) ve Poli-B-hidroksibiitirat’in (PHB) Tarihgesi

Mikroskobun, mikrobiyoloji alaninda kullaniimaya baslanmasindan bu yana, birgok kez klguk
"yag damlalari"nin bazi bakteri hiicrelerinde dizenli bir sekilde gézlendigi belirtiimistir. Rhizobium
(Sekil 1.1) hicreleri icindeki boyle granillerin nodillerden izole edilen bakteroidlerde de bulundugu

g6zlenilmis ve bunlar “isi1g1 kiran damlaciklar” olarak belirtilmistir.

Sekil 1.1. Rhizobium laguminosarum bakterisi (http://www.britannica.com/eb/art-19576/The-soil

bacterium-Rhizobium-leguminosarum/2008)

Bircok mikrobiyolog, bakterilerdeki lipofilik grandlleri ¢ok dnceden tanimlamis olmasina
ragmen, bu partikillerin yapisi ilk kez Lemoigne tarafindan 1923 yilinda ortaya konmustur.
Arastirmaci, Bacillus subtilis kulturleri distile suda otolize oldugu zaman, bilinmeyen bir asit olusumu
ile pH'nin azaldidini gbézlemistir. Bu bilinmeyen asidin, seker hastalarinda gérilen Urindeki -
hidroksibutirik asite benzer oldugu sonradan bulunmustur. (Lee, 1996; Anderson and Dawes,
1990).


http://www.britannica.com/eb/art-19576/The-soil%20bacterium-Rhizobium-leguminosarum
http://www.britannica.com/eb/art-19576/The-soil%20bacterium-Rhizobium-leguminosarum

ilk kez Lemoigne tarafindan, 1920'li yillarda, topraktan izole edilen Bacillus megaterium (Sekil
1.2) bakterisinde bilinmeyen bir materyalin par¢calanmasi sonucu rastlanilan 3-hidroksibdtirik asit,
poli-3-hidroksibutirat homopolyesteri (PHB) olarak tanimlanmistir. Sonraki 30 yilda PHB polimerine
olan ilgi giderek artmis ve 1958 yilinda Macrae ve Wilkinson Bacillus hucresi icinde PHB sentezi ve
parcalanmasini yénlendiren hiicre ici sartlari ve mekanizmasini arastirmiglardir (Braunegg et al,
1998; Anderson and Dawes, 1990; Holmes, 1985).

Sekil 1.2. Bacillus megaterium bakterisi (http://www.magma.ca/~scimat/B_megate.htm/2001)

PHB’nin mikrobiyal sentezi uzun vyillar arastirma konusu olmamigtir. Lafferty ve
arkadaslarinin bildirdigine goére, gram negatif bakterilerde PHB sentezini ilk kez gdsteren Forsythe
ve grubu olmustur. Buna ilaveten arastiricilar PHB sentez yetenedinin varlidinin ya da yoklugunun,
bir taksonomik kriter olarak kullanilabilecegini de rapor etmislerdir. Ayni yillarda bakteriyal
biomasstan PHB'nin kantitatif belirlenmesi igin ilk pratik metotlardan biri gelistiriimistir. Hicreleri,
PHB’nin disinda tim hticresel bilesiklerin ¢6zlinebildigi standart sartlarda alkali hipoklorit solusyonu
ile muamele etmislerdir. Bu sekilde elde edilen PHB granullerinin yogunlugu, hicre icindeki PHB
miktariyla baglantili olarak belirlenmistir. Bu metot gelistirimeden 6nce Lemoigne, PHB’yi kuru
bakteri kutlesinden kloroform ile ayirmis ve gravimetrik olarak belirlemigtir. (Lafferty et al, 1988).

‘Bakteriyel plastik’ veya ‘biyoplastik’ de denilen ve petrokimyasal plastiklerin neden oldugu
cevresel kirlilige alternatif olarak ortaya ¢ikan poli-B-hidroksialkanatlar (PHA), geleneksel plastik
potansiyeline sahip, mikrobiyal olarak dretilen polimerlerdir (Anderson and Dawes, 1990;
Loosdrecht et al, 1997).


http://www.magma.ca/~scimat/B_megate.htm

PHA c¢ok rastlanan depo ilavelerinden birisidir. Uzun polimere baglanmis birgok karbon
zincirini iceren, tekrarlayan hidrofobik birimlere sahiptir. Polimerlerin bu sinifinin en ¢ok rastlanilani
Sekil 1.3’ te géruldigu gibi yan zincir olarak metil grubuna sahip olan PHB’dir. PHA bakterilerde
karbon ve enerji depo urlnu olarak islev gormektedir. Nasil ki bizler yag depo ediyorsak, bazi
bakteriler de PHA depo etmektedir. Bazi PHA polimerleri plastik benzeri 6zelliklere sahiptirler

(www.bact.wisc.edu).

Sekil 1.3. Rhodobacter sphaeroides ‘de PHB grandlinin elektron mikroskop goérintisi ve PHA
monomerinin genel kimyasal yapisi. PHB igin R grubu metildir.
(http://www.bact.wisc.edu/Microtextbook/index.php?module=Book&func=displayfigure&book_id=4&f
ig_number=33&chap_number=2/1999)

PHA'larin bakterilerde, insandaki yag veya bitkilerdeki nisasta gibi rol oynadigi bildiriimektedir
(www.bact.wisc.edu). Birgok ¢esidi bulunan PHA'lar, linear, uzun, 3-hidroksi yag asidi
monomerlerinden ibaret, aktif mikrobiyal polyesterlerdir (Anderson and Dawes, 1990; Madison and
Huisman, 1999).

Bunlar icinde yer alan poli-B-hidroksibutirat (PHB), PHA'larin en yaygin ve genis kapsamli
olarak galisilan tipidir ve polimerin bu sinifina ticari ilginin dogmasina neden olan PHA'dir (Madison

and Huisman, 1999; www.clt.astate.edu/2008).


http://www.bact.wisc.edu/

Bu yillarda ingiltere'de Imperial Kimya Endustrisi (ICl) birgok bakteriyel tiirli, potansiyel PHB
Uretimi agisindan incelemis ve endustriyel Uretimde, hicre kuru agirhdinin % 90" Gzerinde PHB
biriktiren Alcaligenes eutrophus bakterisini kullanmaya baslamistir (Madison and Huisman, 1999).

Bircok bakteri cinsinin PHB sentezleme yetenegine sahip oldugu gorilmustir ve farkl
cinslerde sentezlenen PHB’nin infrared absorbsiyonu ile X-igini differaksiyonu gibi fiziksel 6zellikleri
birbirine benzemektedir. Boylece bir depo materyali olan PHB’yi sentezleme yeteneginin prokaryotik

mikroorganizmalarda ¢ok yaygin oldugu bulunmustur (Braunegg et al, 1998).
1.3.1. PHB’In Ozellikleri ve Dogal Yapisi

Hucre ici depo graniliu seklinde sentezlenen ve biriktirilen PHB, yapisinda kisa zincirli 3-
hidroksi yag asitleri igeren, prokaryotlarin membranla cgevrili hlicre i¢i depo maddesi olup,
tekrarlanan hidrofobik birimlerden olusan uzun bir polimerdir (Poirier, 2002; Slater et al, 1992).

PHB'In sag el heliks yapisinda ve iki kath kivriimis bir eksene sahip oldugu, her bir ipligin
0,596 nm’de bir tekrarlandidi, molekiler yapisinin kivrilmalar halinde oldugu ve hicre icinde genis
hacim tuttugu rapor edilmistir (Anderson and Dawes, 1990). PHB akici, sivi durumda olusur ve
hicreden organik ¢dzlcllerle ekstrakte edildikten sonra yiksek kristalin halinde olup kati fakat
basinca dayanikh olmayan kirilgan bir materyaldir (Madison and Huisman, 1999).

Yan zincirinde bir metil grubu bulunan, optikge aktif D(-)-3-hidroksi bdatirik asidin
makromolokuler bir polimeri olan PHB'In genel formula (C4HgO,), seklindedir (Sekil 1.4). (n) sayisi
35 000 gibi yuksek bir sayiya ulasabilir. Polimer boyunca karbonil oksijen ile metil gruplar
bulunmaktadir. Polimerin molekil agirhdi, izolasyon metodundan ve c¢evresel sartlardan da
etkilenmektedir (Madison and Huisman, 1999; Nickerson et al, 1981; McCool et al, 1996).

[-O—CH-CH,—C-] ,

| |
CH3 O

Sekil 1.4. D(-)-3-hidroksi butirik asit polimerinin kimyasal yapisi (Dave et al, 1996; Anderson and
Dawes, 1990).



Hucrede bir redoks dizenleyicisidir (Anderson and Dawes, 1990; Madison and Huisman,
1999; Valentin et al, 1994).

Faz kontrast veya elektron mikroskobu (EM) kullanildiginda, bakteriyel hicrelerde PHB
granulleri kolaylikla gozlenebilir (Sekil 1.5). PHB, genellikle kiire seklinde olup, her granil cap
olarak 100-800 nm arasindadir. Bunlar 2-4 nm kalinhdinda Uniter olmayan lipid ve proteinden
olusan bir membranla cevrilidir. Granillerin yaklasik % 98'i PHB, % 2'si ise protein icermektedir
(Lafferty et al, 1988; Madison and Huisman, 1999). Membran lipid ve fosfolipidleri granilin
hidrofobik kismi ile dig ortam arasinda bir ylzey stabilitesi olusturmaktadir. PHB polimeraz ve
depolimerazin aktivitesi, membran proteinleri ile iligkilidir. PHB yavas kristalize olur, maksimum
kristalize hizi 110-120 °C’dir (Anderson and Dawes, 1990).

PHB dogal seker, etanol, karbondioksit ve hidrojen gazlari iceren fermenterlerde,

mikroorganizmalarin gelistiriimesi ile olusmaktadir (Holmes, 1985).

Sekil 1.5. Alcaligenes latus’da PHB grandilleri (http://www.nrc-cnrc.gc.ca/highlights/2007/0703

maplesap_e.html)

Yapilan EM calismalarinda, granilin igte yer alan bir merkezi kisim ve birkag tabakal

membranla ¢evrilmis kabukdan olustugu bildirilmistir (Dunlop and Robards, 1973) (Sekil 1.6).


http://www.nrc/

Sekil 1.6. PHB granillerinin SEM goriuntisi (http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0366-
16442002000400025&script=sci_arttext#img07/2002)

Isik-yayillma dlgumlerine gére PHB granullerinin molekuler agirliklari 5x10° civarindadir ve
her bir granil minimum 1000 polimer zincirinden olugsmaktadir. A. eutrophus’taki PHB granillerinin

%40 su igerdigi tespit edilmistir (Anderson and Dawes, 1990).
PHB'lar, polipropilen gibi petrol tdrevli yaygin plastiklere benzer materyal 6zellikler
gosterirler (Madison and Huisman, 1999). PHB ve polipropilen (PP)in baz o&zelliklerinin

karsilastiriimasi Tablo 1.1. ‘de verilmistir.

Tablo 1.1. PHB ve Polipropilen (PP)’in bazi 6zelliklerinin karsilastiriimasi

Fiziksel Ozellikler PHB PP
Kristalin kaynama noktasi (°C) 175 176
Camsi gegis sicakhig (°C) 15 -10
Yogunluk (g/cm®) 1.250 0.905
Kirllma uzamasi 6 400
UV’ye dayaniklihk Dayanikh Dayaniksiz
Organik ¢dziclye dayaniklihk Dayanikh Dayaniksiz




Bir termoplastik olan PHB'in sertligi, polietilene kiyasla dort misli fazladir. Hicre iginde sivi,
atmosferde kati halde olan PHB, organik ¢6zlcu ile hicreden 6zitlendiginde kristalize olur. Kati
ama kirilgan bir materyal olan PHB'In erime sicaklidi, 157-188 °C olup, bu, polimerin termal olarak
ayristigi sicakliga yakindir. PHB termoplastik oldugundan preslenip sekil verilebilir (Dave et al,
1996; Lafferty et al, 1988; Madison and Huisman, 1999).

PHB'In asit ve baz uygulamalarina karsi zayif dirence sahip oldugu bildiriimektedir. Ayrica,
polimerin su ve hava gegirmez olusu hidrolitik pargalanmaya karsi diren¢ sagladigindan PHB'In
kullanim olanaklari geniglemektedir (Poirier, 2002).

Polimerin molekul agirligi, 6zellikle bakterinin tirine bagl olmakla birlikte, buyiime kosullari
ve hiicrenin yasam déngusiindeki yerine gére de degisebilir (Dunlop and Robards, 1973; Taidi et
al, 1994).

PHB molekilinin agirhdinin 60.000-2.000.000 Dalton arasinda degistigi bildiriimektedir
(Braunegg et al, 1998).

PHB biyosentez genlerinin, kromozomda veya Plasmid DNA'da lokalize oldugu
bildiriimektedir (Steinblchel and Schlegel, 1991).

PHB'In, biyolojik parcalanabilirligi, biyolojik uyum yetenedi ve toksik olmayisi sayesinde
endustriyel uygulamalarda kolayca kullanilabilecegi bildiriimektedir (Weber, 2000).

Barham ve ark. (Barham et al, 1984), c¢oOzelti halindeki PHB'’yi ¢oOktirerek tek lamelli
kristaller elde etmisler, lameller arasindaki kalinlik ile 25 -125 °C arasindaki kristallesme sicakliginin
birbiriyle iligkili oldugunu saptamiglardir. Bu arastiricilar eritmeyle kristalizasyonda PHB'’yi kimyasal
olarak saf ve kiresel seklinde elde edip, bunlar kristalizasyon sicakhgina gére ayirmiglardir. Bu
yuzden PHB’nin preparasyon yontemi onun hem morfolojisi hem de fiziksel &zelliklerini
belirlemektedir. PHB'nin fiziksel ozellikleri, kullanilan bakteri susundan elde edilen polimerin
molekuler agirhdina baghdir. Ayrica PHB’nin mikrobiyal kitleden ekstraksiyonu sirasinda molekuler
agirhginda bir azalma olmaktadir (Lafferty et al, 1988).

PHB, kopolimerleri kadar iyi bir sekilde preslenebilir, bi¢imlendirilebilir, lif haline
dondstirtlebilir, filmleri yapilabilir ve polietilen gibi dijer sentetik polimerlerle heteropolimerler
yapiminda kullanilabilir. Sentetik polimerlere kiyasla PHA’nin fiziksel 6zellikleri PHV/PHB molekduler
oraninin degistiriimesiyle duzenlenebilir. PHB kopolimerleri diger kopolimerlerden ¢ok daha
kullaniglidir (Witholt and Kessler, 1999).

Hucre ici depo granilu olarak sentezlenen ve biriktirilen PHB, mikroorganizma igin karbon
ve enerji kaynadi olarak kullaniir. Buna ilaveten lokal oksijen konsantrasyonlarinin
dizenlenmesinde, sporulasyon igin enerji saglanmasinda ve redukleyici ekivalentler icin elektron

havuzu olarak da rol oynar (Anderson and Dawes, 1990; Madison and Huisman, 1999).
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1.3.2. PHB’In Olugum Sartlari ve Tayini

Arastirmacilar, PHB'In birgok mikroorganizma tarafindan, uygun olmayan Ureme
kosullarinda olusturuldugunu (Lafferty et al, 1988; Jan et al, 1996) ve PHB birikiminin genellikle,
fazlaca karbon kaynagi varliginda, ancak biytume igin gerekli nitrojen kaynagi, oksijen ve esansiyel
elementler (N, P, S, Mg, K, Fe vb.) gibi besleyici maddelerin eksikliginde gerceklestigini
bildirmektedirler (McCool et al, 1996; Jan et al, 1996; Brandl et al, 1991).

Yapilan arasgtirmalarda, buyime ve PHB biriktirimi arasinda yakin bir ilgi tespit edilmigtir.
Buna gore, bakteri gelisiminin eksponansiyel fazinda PHB birikimi artmakta, ge¢ eksponansiyel-
erken durgun donemde ise maksimum dizeye ulagsmaktadir (McCool et al, 1996). Biyime
sirasinda bolinme olmayan hicrelerde de, PHB miktarinin ylksek oranda arttigi bilinmektedir (Lee,
1996). Sporlu bakterilerde PHB birikiminin spor olusumundan hemen o&nce oldudu ve
sporulizasyonda enerji kaynagi olarak kullanildidi belirtiimektedir (Nickerson et al, 1981; Benoit et
al, 1990).

UV spektrofotometrik olarak tayini yapilabilen PHB, hiicreden ayrildiginda, sulfirik asitle
krotonik aside donusturilerek, 235 nm dalga boyundaki absorbansi 6él¢llebilir (Bonartseva and
Myskina, 1985).

PHB'In hilcrede teshisi ve konsantrasyonunun belirlenmesinde 'H NMR ve Gaz
Kromatografisi analizi ve FTIR spektroskopi yontemi kullanilabilmektedir (Jan et al, 2000; Yan et al,
2000).

Canli bakteri hicresi icerisindeki PHB depo granullerinin tespit edilmesi i¢in genis olarak
kullanilan metotlardan biri de lipofilik boyalarla boyamadir. Bu amagla Nil Blue A, Sudan Black B ve
Sudan Il gibi bazi florosan boyalar kullanilabilir (Ostle and Holt, 1982; Bonartseva, 1985; Pierce
and Schroth, 1994).

1.3.3. PHB’ In Sentezi

Polimerin biyosentezi, monomerlerin olusumu ve birlestiriimesi gibi, iki enzimatik asama
gerektirir. Uretim seviyesi, zincir uzunlugu ve olusan kopolimerlerin kompozisyonu, bu enzimlerin
performansina baglidir (Taguchi et al, 2001).

Hucre icinde PHB birikiminin artmasi icin, yliksek NAD(P)H, yuksek asetil-CoA ve dusuk

serbest CoA dizeyinin olmasi gerekmektedir. Bu sartlarin olusumu, mikroorganizmalara gore
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degismekle beraber genelde nitrojen, potasyum, silfir veya oksijenin sinirlandiriimasi gibi
bldyumeyi sinirlandirici etkenlere bagldir (Braunegg et al, 1998).

En kapsamli karakterize edilen polimer olan PHB'In biyosentezi, U¢ degisik enzim
tarafindan katalize edilen, li¢ enzim reaksiyonundan olusmaktadir (Sekil 1.7).

ilk reaksiyon, iki Asetil-CoA molekiiliiniin, B-ketoacil CoA tiolaz tarafindan, Asetoasetil
CoA'ya donustirilmesini igermektedir.

ikinci reaksiyon, Asetoasetii CoA'nin NADPH bagh bir Asetoasetii CoA dehidrogenaz
tarafindan, R-3 Hidroksibutiril CoA'ya indirgenmesidir.

Son olarak, R-3 Hidroksibutirii CoA monomerleri PHB sentaz tarafindan, PHB'a polimerize
olmaktadir. Asetil CoA ve 3-Hidroksibitirii CoA, PHB sentezindeki ara araglardir. Asetat ve PHB,
Asetil CoA'nin konsantrasyonunu arttirabilir ve hiicrede 3-Hidroksibitirii CoA ve 3H'in sentezini

bundan dolayi kolaylastirir (Madison and Huisman, 1999).

Asetil-CoA+Asetil-CoA

CoAd™ ‘B-ketoagil CoA tiolaz
Asetoasetil CoA

NADPH

Asetoasetil CoA dehidrogenaz
NADP+

R-3-Hidroksibutiril CoA
‘PHB sentaz
PHB

Sekil 1.7. Phb biyosentezi (Madison et al, 1999)

Prokaryot hiicrelerde PHB'in hiicre i¢i sentezi icin baglangi¢ bilesigi, Asetil CoA'dir. Substrat
ve Asetil CoA'nin hicre i¢i konsantrasyonunun artmasiyla olusan kosullar, sentezde pozitif bir

etkiye sahiptir. Bu ayni zamanda PHB sentezini basitlestirmektedir. Enzimatik olarak katalizlenen
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reaksiyonun diizenleyici mekanizma idaresi altinda olmasi bunun nedeni olarak goésteriimektedir
(Lafferty et al, 1988).

PHB olusumunda ilk basamagi katalizleyen, 3-ketoagil CoA tiolaz (phbA geni ile kodlanan),
acil-CoA+asetil-CoA'daki substratlarin tiolitik ayrilmasini igeren enzim ailesinin bir Uyesidir. Yiksek
Okaryotlardan, mayalara ve prokaryotlara kadar dogal olarak bulunurlar (Madison and Huisman,
1999).

Asetoasetil CoA dehidrogenaz (phbB geni ile kodlanan), bir R-3-hidroksiacil CoA
dehidrogenazdir ve 3-hidroksibutiril-CoA'yl asetoasetil-CoA'ya ¢eviren ikinci basamag: katalizler.
PHB biyosentez yolunda, tiolaz ve dehidrogenaz enzimleri tarafindan katalizlenen reaksiyonlar,
polimerizasyon i¢in monomer saglar. Olusan bu R-3 Hidroksibutirii CoA monomerleri ise, PHB
sentaz tarafindan (phbC ile kodlanan) PHB'a polimerize edilir (Madison and Huisman, 1999).

PHB grantilleri ile sentaz enzimi polimerizasyonu arasindaki iligki yillardir bilinmektedir.
Sinirl karbonlu ortamda gelisme sirasinda, sentaz enzimi ¢éziinmis formda olusmaktadir. Nitrojen
azliginda ise PHB sentaz olusmaktadir. C6ziinmis sentazin bu sartlar altinda hizla tikenmesi PHB
granulleri ile iligkilidir (Anderson and Dawes, 1990).

PHA sentezinin anahtar enzimleri olan ve 3-hidroksiagil-CoA substratlarinin PHA'lara
donisimind katalizleyen PHA sentazlarin, 54 farkli ¢esidi tayin edilmis ve klonlanmigtir. Alt Gnite
kompozisyonu ve substrat 6zgulligine bagh olarak PHA sentazlar Ug¢ ¢esit olarak ele alinir. I. Sinif
PHA sentazlar Alcaligenes eutrophus'dan, Il. Sinif PHA sentazlar Allochromatium vinosum ve |l
Sinif PHA sentazlar Pseudomonas aeruginosa'da bulunan enzimlerdendir (Rehm et al, 2002).

Caulobacter crescentus 'dan izole edilen 2019 Nukleotid iceren ve 673 aminoasidi kodlayan
PHB sentaz geni, phaC, yaklasik 73 kDa olan molekuler agirhdi ile bugiine kadar tanimlanan en
biyuk PHA sentaz enzimidir (Qi and Rehm, 2001).

Miyake ve arkadaslarn (Miyake et al, 2000), asetil-CoA'nin asetilfosfata donlisimuinu
saglayan fosfotransasetilaz ezimi ile ilgili yaptiklari ¢alismada, bu enzimin agiga c¢ikardigi asetil
fosfatin PHB sentaz aktivatori gibi rol oynadigini ve PHB sentezini aktive etttigini bildirmislerdir.
Ancak, bu enzimdeki azalmanin da PHB sentezi izyolundaki asetil-CoA substratini arttirabilecegini
ve sonug olarak PHB birikiminin ylkselebilecedini rapor etmislerdir.

PHB sentezinde is gdren enzimlerin farklh hicre i¢i sartlara uyum saglayabilmeleri, PHB
Ureten mikroorganizmalarin genis bir gesitlilige sahip olmalarina neden olmaktadir. Ancak, her ne
kadar PHB biriktirimi bir cok prokaryotik mikroorganizmada gorulir ise de, B-keto agil CoA Thiolaz,
Asetasetil CoA Dehidrogenaz ve PHB Sentazin enzimatik mekanizmalari ile ilgili biyokimyasal
arastirmalar sadece bunlarin iki dogal yapimcisi olan Zooglea ramigera ve Alcaligenes

eutrophus’da (Sekil 1.8) yapiimistir. Ornegin, Bacillus megaterium (Sekil 1.8) PHB'In ilk olarak izole
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edildigi ve tanimlandidi bakteri olmasina karsin, heniz biyosentez mekanizmasi tam olarak

karakterize edilememistir (Madison and Huisman, 1999).

Sekil 1.8. Bacillus megaterium (solda) ve Alcaligenes eutrophus (sagda) bakterileri
(http://db2.photoresearchers.com/feature/infocus255?action=store&iid=10074202&infocus=255&pf=
1/2008; http://chem.kcn.ru/science/Katz2/microb_mediators.htm/2008)

1.3.4. PHB"In Biyolojik Pargalanabilirligi ve Yenilenebilme Ozelligi

PHB, biyolojik parcalanabilirligi nedeniyle, bir kez kullanilip atilan esyalarin Uretiminde
bilyuk avantajlar saglar (Lafferty et al, 1988).

PHB'In en dnemli 6zelliklerinden biri, toprak ve insan vicudu vb. yerlerde, toksik Urdnler
meydana getirmeksizin tamamen parcalanabiliyor olmasidir. PHB'In aerobik ortamdaki parcalanma
urinleri karbondioksit ve su; anaerobik ortamda pargalanma Urtnt ise metandir (Page, 1992; Lee,
1996; Braunegg et al, 1998).

PHB'In pargalanma siresi bir kag aydan (anaerobik), bir ka¢ yila (denizsuyu) kadar, katki
maddesi ile ayarlanabilir. Pargalanmada nitrojen oksidi olusmamasi, ¢evre korunmasinda 6énemlidir.
Parcalanan biyoplastik bitkilerin gelismesini olumlu ydnde etkilemektedir (Dave et al, 1996; Madison
and Huisman, 1999; Chen et al, 1991).

Polimerin pargalanmasinda, bakteri, mantar ve yiksek organizmalar biyolojik faktorler
olarak; hidroliz ve oksidasyon kimyasal faktorler olarak; gliines 15131, 1slanma ve mekanik agsinma ise

fiziksel faktorler olarak etki etmektedir (Madison and Huisman, 1999).


http://db2.photoresearchers.com/feature/infocus255?action=store&iid=10074202&infocus=255&pf=1
http://db2.photoresearchers.com/feature/infocus255?action=store&iid=10074202&infocus=255&pf=1
http://db2.photoresearchers.com/feature/infocus255?action=store&iid=10074202&infocus=255&pf=1
http://chem.kcn.ru/science/Katz2/microb_mediators.htm
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PHB ve onun kopolimerleri bakteriler, funguslar ve algler gibi mikroorganizmalar tarafindan
belirli ¢cevre sartlarinda, nispeten kisa bir peryot igerisinde tamamen karbondioksit ve enerjiye
donustirilerek pargalanabilmektedir (Lafferty et al, 1998). Tamamen pargalanma igin gereken
zaman ve biyopargalanma oraninin, kalinlk, ylizey 6zellikleri, 1s1 ve gevredeki mikrobiyal nifus gibi
etkenlere bagl olarak degistigi bildirilmistir (Lee, 1996; Lafferty et al, 1998).

Nguyen ve arkadaslari (Nguyen et al. 2002), PHB, PHV ve P(HB-HV) (polihidroksibdtirat-
co-hidroksivalerat) kopolimerlerinde, 1siya bagh (170-200°C) pargalanmayi arastirdiklar
calismalarinda, reaksiyonun ilk birka¢ saatindeki tabakalagmayi, isi etkisiyle erimenin takip ettigini
bildirmiglerdir. Arastirmacilar, 1si etkisiyle PHB parcalanmasinin hizlandigini belirterek, bunun
polimerlerin oligomer formlarinin krotonat son gruplari ile ilgili oldugunu bildirmislerdir.

Mergaert ve arkadaslar (Mergaert et al, 1993) ise, PHB'In toprakta ve steril tampon ¢ozeltide
pargalanmasini arastirdiklari ¢alismada, her iki ortamda da molekdl agirhginin distigini, ancak
kitle miktarindaki azalmanin sadece toprakta gorildigini ve bunun toprak gesidine bagh olarak
degistigini bildirmislerdir. Buna gobre, kitle azalmasindaki en ylksek dizeye killi toprakta
ulasiimigtir.

Bazi arastirmacilar da, topraktaki P(HB-HV) biyopargalanirlik yizdesinin topradin cesidi ve
icerdigi su miktarina bagli olarak degistigi bildirmektedirler (Yakabe et al, 1992).

PHB'In, karbon ve enerji kaynadi olarak bakteriler tarafindan kullanilabilmesi igin
depolimerize olmasi gerekmektedir. Depolimerizasyon sonucu olusan monomerik 3-hidroksibutirik

asit ve dimer yapi birgcok organizma igin kullanilabilir substratlardir (Sekil 1.9) (Lafferty et al, 1988).

F’I(B
PHB depolim

D(-)-i—hidroksib[]tirat

D(-)-3-hidroksibdtirat dehidrogena
Asetoasetat

Asetoasetil CoA sentaz

Asetogsetil CoA p» D(-)-3-hidroksibitiril CoA
i B-Ketotiolaz
Asetil CoA

Sekil 1.9. PHB'In pargalanmasi ve sentezi (Lafferty et al, 1988).
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PHB'In depolimerizasyonu igin kullanilan enzimler hiicre i¢i veya hiicre disi enzimler olabilir.
PHB'I pargalayan hiicre ici enzimler Bacillus megaterium ve Alcaligenes eutrophusda saptanmistir
(Lafferty et al, 1988). Hucre i¢i depolimerazlarin, hucre disi depolimerazlardan farkli fonksiyonlari
vardir. Hucre igi depolimerazlar, hicre iginde hareketli ve kristalize olmayan, dogal PHB
elastomerlerini pargalarlar. Déndsim sonrasinda kristalize olan, denature edilmis PHB ise hicre
digi depolimerazlar tarafindan hidrolize edilir (Lee, 1996). Bununla beraber, hiicre digi PHA
depolimerazlarla hicre ici depolimerazlar arasindaki yapisal farklilik nedeniyle, bozulmamis, dogal
PHA grandillerinin hiicre disi PHA depolimerazlarla direkt olarak pargcalanamadigi bildiriimektedir
(Braunegg et al, 1998).

PHA sentaz ve PHA depolimeraz aktivitelerinin, granillerin membran protein tabakasi ile
yakin iligkili oldugu ve membrani pargalayici veya tahrip edici metodlar olan PHB ekstraksiyon
metodlarinin, sentaz aktivitesinin kaybina ve depolimerizasyona hassasiyetin artmasina yol acgtigi
bildiriimektedir (Braunegg et al, 1998).

PHB'In hicre igi pargalanmasi, PHA depolimeraz enziminin PHB'I hidrolize etmesi ile
baslar. R-3-hidoksibutirat dehidrogenaz ve asetoasetil-CoA sentaz, R-3-hidroksi bitirat monomer
ve dimerlerinin olusumuna neden olur (Braunegg et al, 1998).

A. eutrophus'da PHB'In in vivo depolimerizasyonu sonucu olusan 3-hidroksi batirik asit
monomerlerinin, hicredeki dusuk -R-(-)-3-hidroksi bdtirik asit dehidrogenaz ve ylksek PHA
depolimeraz aktivitesi ile olusturuldugu bildirilmistir (Lee, 1996). Ancak, Gribel'in (1968) B.
megaterium 'la yaptigi ¢calismada PHA sentaz ve PHA depolimeraz enzimlerinin granile bagli
olmayip, ¢6zinmuis halde oldudu bildirilmigtir. Burada, granul dis membraninin bir proteini,
depolimeraz aktivitesini engeller. Buna goére, ¢6zlcu ile granll yapisinin tahrip olmasi Uzerine
polimer hidrolizindeki artis agiklanabilir (Braunegg et al, 1998).

PHB'In, hicre digi parcalanmasi depolimeraz tarafindan katalizlenir. Bu enzimlerin
aktiviteleri polimerin kompozisyonuna, amorf veya kristalin olmasina, yani fizik formuna, 6rnegin
bélimlerine ve en Onemlisi cevresel kosullara bagl olarak degisebilmektedir (Madison and
Huisman, 1999). Alcaligenes faecalis 'de PHB depolimeraz enziminin etkinliginin kristal yapinin
kalinlasmasi ile azaldid bildirilmistir (Abe et al, 2000).

Abe ve Doi (Abe and Doi, 2002), (R)-3-hidroksialkanoik asitlerle kopolyester olusturan (R)-
3-hidroksibutirik asitlerin enzimatik pargalanmasi Uzerine yaptiklari ¢calismada, Alcaligenes faecalis
T1 PHB depolimeraz enzimi varhdinda, kopolyesterin erozyon oraninin hem kristaliniteye hem de
ornegin tabaka kalinligina bagh oldugunu ve enzimatik pargalanmanin monomer birimlerin karbon

sayisindaki artigla arttigini bildirmiglerdir.
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Hidroliz reaksiyonunun urlnu iz halindeki D(-)-3-hidroksibutirat monomeriyle esasen bir
dimerdir. Dimer ve monomerler hucrelerce igeriye alinir. Hicre iginde bir hicre ici Beta-
hidroksibutirat dimer hidrolaz tarafindan dimer katalizlenir ve daha sonra olusan monomer ara
metabolik yol izlerine dahil edilir (Lafferty et al, 1988). Ornegin, Alcaligenes faecalis ve
Pseudomonas lemoignei 'den elde edilen hicre disi PHB depolimeraz enzimi, PHB'dan 3-
Hidroksibutirik asit dimer ve trimer yapilarini serbestlestirmistir. Yine Bacillus megaterium ile yapilan
calismalarda da PHB'In pargalanmasi sonucu 3-Hidroksibutirik asit trimer yapilarinin hiicrede
biriktirildigi géralmustir (Kato et al, 1992).

PHB'in biyolojik yapisi ve biyolojik yikima ugramasi kadar énemli olan, onun yenilenebilen
kaynaklara dayali Uretilebilmesi gergegidir. Bir dogal materyal olan bu polyester bakteriyel orijinlidir
ve gergekten birgok mikroorganizma, bu makromolekilli pargalama yetenegindedir. Bunun yani
sira, petrokimyasal termoplastlar gibi, geri donustirilebilir bir biyopargalanma gosterirler (Madison
and Huisman, 1999).

PHB'In fermentatif Uretimi, sekerler ve yag asitleri gibi tarimsal Griinlerin karbon ve ener;ji
kaynagi olarak kullanilabilmesine baglidir. Bu, tarimsal kaynakh karbondioksit ve sudan meydana
gelmektedir ve bunlarin biyoparcalanabilir PHB'a ¢evriminden sonra, yikim urdnleri yine
karbondioksit ve sudur (Lee, 1996). Dolayisiyla, bazi uygulamalar i¢in biyoparcalanma kritik iken,
PHB'lar, azalmakta olan fosil yakitlarin yerine yenilenebilen bilesikler olarak dikkat ¢cekmektedirler
(Madison and Huisman, 1999).

Biyoplastiklerin yeniden olugsum devresi, sentez-parcalanma-sentez olarak gdsterilmigstir
(Sekil 1.10). Bu devre tabiatta kendiliginden gerceklesebileceginden, ¢cevre korunmasi agisindan da

6nemlidir (Dave et al, 1996).
C0O2-H,0
Bioparcalanma ——» Bitkiler

Fotosentez
Plastik Urtinler Karbanhidratlar
Fermentasyon
PHE - » Geri Donlsum

Sekil 1.10. PHB'In karbon déngusu (Dave et al, 1996).
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1.3.4.1. PHB’1 Pargalayan Mikroorganizmalar

PHB 'in pargalanmasinda, topraktaki birgok mikroorganizma goérev alir (Lafferty et al, 1988).
Aerobik ve anaerobik PHB parcalayan bakteriler disinda funguslar da, bu yikima katiimaktadir.
Bunlar toprak, kompostlar, aerobik ortamlar, anaerobik batakliklar, gél-deniz sulari ve hava gibi
cesitli ekosistemlerden izole edildiklerinden PHB'In bu ortamlarda pargalanabildigi bildirilmigtir
(Budwill et al, 1996; Molitoris et al, 1996). Topraklarda yer alan pargalayici organizmalarin bazi
Gram negatif mikroorganizmalar, Gram pozitif basiller, streptomycetler ve kiuf mantarlari oldugu
bildirilmistir (Mergaert et al, 1993).

PHB depolimeraz enzimi salgilayan bakteri ve mantarlar, PHA'lan suda ¢6zunebilen
oligomer ve monomerlere hidrolize ederler. Aerobik ve anaerobik PHA pargalayan
mikroorganizmalarin bu yetenekleri PHA kristalleri veya filmleri Uzerinde yapilan calismalarla
gerceklestirilir (Abe et al, 2000).

Molitoris ve arkadaslar (Molitoris et al, 1996), bir c¢alismalarinda, Comomonas sp.,
Pseudomonas lemoignei ve P. fluorescens tarafindan polihidroksialkonatlarin ylizey tabakasinin
bakteriyel olarak pargalandigini bildirmiglerdir. Bakteriyel hidroliz sirasinda polimerdeki morfolojik
degisikliklerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile arastirildigi galismada, pargalanan érneklere
bakildiginda hidrolizin yizeyden basladigi gérilmustur.

Denitrifikasyon yapan bazi bakteriler, PHB'I anaerobik olarak pargalayabilmektedirler. Khan
ve Hiraishi (Khan and Hiraishi, 2001), aktif camurdan izole ettikleri yeni bir denitrifikant
kemoorganotrof bakterinin PHB ve kopolimeri P(HB-HV)' aerobik ve anaerobik sartlarda
parcalayabildigini bildirmislerdir. Denitrifikasyon bakterilerinin PHB ve P(HB-HV)' parcalamalari
onlari elektron vericisi olarak kullanmalari ile mimkin olmaktadir.

Stieb ve Schink (Stieb and Schink, 1984), denizin anoksoik kismindan izole ettikleri, zorunlu
anaerobik, Gram negatif bir bakteri olan Ilyobacter polytropus'un 3-hidroksibutirati, butirata fermente
ettigini tespit etmiglerdir.

Cevreyle dost, biyoparcalanabilir plastiklerin kullanim ve tliketimlerinin artmasi dogal
cevredeki birikim ve biyoparcgalanabilir potansiyellerinin iyice bilinmesi geregini ortaya c¢ikarmistir.
Bu amagla, polimerleri parcalayici mikroorganizmalar ve mekanizmalar Gzerinde yapilan ¢alismalar
da her gegen giin artmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde, Sei ve arkadaslari (Sei et al, 2001), PHB
pargalayan mikroorganizmalarin hizli ve duyarh bir sekilde tespitine yarayan, bir PCR primer seti ve
gen probu dizayn etmisler ve bunun calismalarinda kullandiklari 57 PHB pargalayan

mikroorganizmadan 47'si izerinde olumlu sonug verdigini bildirmiglerdir.
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1.4. PHB Ureten Mikroorganizmalar

Polihidroksialkanatlar, hidroksialkanatlarin poliesterleridir. Bu poliesterlerin en iyi bilineni
Uzerinde en ¢ok calisiimasindan dolayr PHB'dir. Birgok bakteri PHB ve diger kopolimerleri, fazla
karbon kaynagi altinda azot, fosfor, magnezyum veya oksijenin sinirlandiyi dengesiz gelisme
sartlarinda sentezler ve intrasellller olarak depo eder.

Ginimuizde PHB depo eden 300°'den fazla Gram negatif ve Gram pozitif bakteri tespit
edilmistir. Bu nedenle polimerin etkili Gretimi icin tesvik edilebilecek kultur stratejilerinin gelistirilmesi
onemlidir. Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii 'nin mutant suslari ve diger birgok bakterinin
PHB'’yi depoladidi bilinmektedir. Polimerin endustriyel tretimi, uygun mikroorganizmanin segimi,
secilen bakterinin gelisim orani, polimer sentezi, depolamadaki maksimum oran ve ucuz karbon
kaynaklarinin segimi gibi birgcok faktore baglidir. PHA’larin iyesi olan Uzerinde en siklikla durulan
P(3HB), P(3HB-co-3HV) ve P(3-hidroksikekzanat-co-3-hidroksioktanat) kopolimerleri bakterilerde

yiksek verimlilikte Gretiimeye baslanmistir (Lee, 1996).
1.4.1. Alcaligenes, Azotobacter ve Pseudomonas Cinslerinde PHB Uretimi

Alcaligenes eutrophus, endustriyel PHB Uretiminde en fazla kullanilan bakteri olup, hicre
icinde yiksek miktarda PHB depoladigi (hiicre kuru agirhginin % 80'i) tespit edilmigtir. ingiltere’de
(IC), A. eutrophus ’un endustriyel biyoplastik uretiminde kullanildidi bildirilmistir (Holmes, 1985).

A. eutrophus susunun PHB biyosentez geninin E. coli’'ye klonlandidi ve alici bakteride gen
ekspresyonunun gerceklestigi bazi arastiricilar tarafindan bildiriimistir (Madison and Huisman,
1999; Liu et al, 1998). Bakteri tarafindan Uretilen termobiyoplastigin, toprakta fungus ve bakteriler
tarafindan bir kag haftada pargalanabilecegi bildiriimistir (Anderson and Dawes, 1990).

Avustralya’da Biyoteknoloji Arastirma Unitesi'nde pargalanabilen biyoplastik Gretimi ile ilgili
teknik yontemler geligtiriimigtir. Uretimde, A. latus’'un mutant tipleri kullanilmigtir. Bu bakterinin
normal kosullarda Uretildiginde hicre igi PHB depoladigi bildirilirken (S$ekil 1.5), bakteri pancar
sekeri besi ortaminda uretildiginde, PHB miktarinin hiicre kuru agirhdinin %80’den fazla oldugu ve
PHB ekstraksiyonundan sonra uygulanan c¢okertmede PHB’nin safliginin %99’dan fazla oldugu
aciklanmistir (Beyatli, 1996).

A. latus bakterisinin kopolimer (R)-3-hidroksibUtirat ve 4-hidroksibitirat Gretimleri de
incelenmistir. Bakteri %1 sakkaroz ve %0.02 gammabutirolakton besi ortaminda 30 °C’de 2 giin
Uretilmistir. Sakkarozun 3HB’ye donustigunu ve bu maddenin bakteri kuru agirhginin %58’i kadar

oldugunu ve (4HB) kopolimerin gamma-butirolaktondan meydana geldigini, bu madde ile toplam
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polimerin %60’a yukseldigini bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar, bakteri yalniz gamma bdutirolakton
substratlarda dretildiginde, bakterinin Gremedigi ve polimerin olusmadigini bildirirken, iki maddeyi
iceren besi ortamina fruktoz sekeri ilave edildiginde, bakteri Uremesini sitimule ettidi tespit edilmistir
(Hiramitsu et al, 1993).

Azotobacter vinelandii UWD mutant susunun (Sekil 1.11), eksponansiyel gelisme fazinda
hicre kuru agirhdinin %75'i PHB’dir (Page and Knosp, 1989).

Seker pancari melasinda, yiksek miktarda PHB depo edildigi de gosterilmistir. Ayrica farkli
kompleks azot kaynaklari ilavesinin PHB sentezine etkisi incelenmis, %0,2 balik pepton ilavesiyle
bakterideki PHB konsantrasyonun 7,5 g/lI'ye ulastigi bildirilmistir. Arastirmacilar, hicrelerin bu besi
ortaminda kolay kirilabilir olduklarini, 45 °C’de 10 dakika 1N amonyakli suda muamele ederek,

polimerlerin saflastinlabildigini de rapor etmislerdir (Page, 1992; Page and Cornish, 1993).

Sekil 1.11.Azotobacter vinelandii bakterisi (genome.jgi.psf.org/.../azovi/azovi.home.html/2001)

Brandl ve ark. (Brandl et al, 1988), Pseudomonas oleovorans ’1, n-alkanoik asitlerin karbon
kaynagi olarak kullanildidi homojen bir sucul sistemde gelistirmislerdir. Bu ortamda 24 saatten
sonra bakteri hicre triininin 1,5 g/l'yi gegtigi ve hiicre kuru agirhginin %49’unun polimer oldugunu
rapor etmiglerdir. P. oleovorans alkan hidrolaz enzim kompleksini kodlayan OCT plazmidi ile yag
asitlerini oksitlemekte, B-oksidasyon yolu ile katabolize ederek polimeri olusturmaktadir.

Metilotrofik bir bakteri olan Pseudomonas extorquens’in PHB Uretim yetenedi degisik
karbon kaynaklari iceren substratlarda arastiriimistir. Bakterinin en yiksek PHB Uretimi %0,5
metanol iceren substratta, hicre kuru agirhiginda %27 olarak saptanmistir (Karaboz ve Umay,
1994).


http://genome.jgi-psf.org/draft_microbes/azovi/azovi.home.html
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1.4.2. Genetik Uygulamalarla Biyoplastik Eldesi

1920'li yillardan bu yana hakkinda birgok bilgi edinilmis olmasina ragmen, ticari PHB
Uretiminin hala gok yiksek maliyete neden olmasi, sentetik polimerlerin yerini alabilecek kapasiteye
sahip olan bu biyoplastijin en o6nemli dezavantajidir. Son vyillarda, molekiler biyolojideki
gelismelere paralel olarak, daha fazla ve ucuz PHB Ureten rekombinant bakteriyel suslarin ve

transgenik bitkilerin gelistiriimesi ¢alismalari hiz kazanmistir (Ahn et al, 2000; Poirier, 2002).

1.4.2.1. Rekombinant Mikroorganizmalardan PHB Uretimi

PHB'In rekombinant mikroorganizmalardan ylksek oranda Uretimi, vektdér veya promotor
aktivitesindeki zenginlesmeye bagli olarak artmaktadir (Taguchi et al, 2001). Bu amagla Alcaligenes
eutrophus ve Alcaligenes latus bakterilerinin PHB biyosentez genlerinin basariyla aktarildigi
rekombinant Escherichia coli suslari kullaniimaktadir (Ahn et al, 2000). Nitekim, 1987 yilinda A.
eutrophus genleri, E. coli bakterisine basariyla klonlanmis ve normalde PHB Uretmeyen bakterinin,
modifiye edildikten sonra PHB Urettigi gosterilmistir (Pool, 1989).

PHB biyosentetik genlerinin (phbA, phbB ve phbC) Alcaligenes eutrophus'da kromozom ve
megaplasmid pHG1'de yerlestigi bildiriimistir (Steinbichel and Schlegel, 1991). Gelisen
Hibridizasyon teknikleri ve heterolog tamamlayicilar, bu ve diger bakterilerin PHB biyosentez
genlerinin izolasyonunu ve klonlanmasint mimkun kilmaktadirlar (Steinblchel, 1991).

E. coli, PHB Uretimi galismalar igin etkin olarak kullanilabilen bir konakg¢i sus olup; sadece
¢cok dusuk molekul adirliga sahip grandl halde olmayan PHB biriktirdigi bildirilmistir (Sim et al,
1997). Rekombinant E. coli'nin PHB Uretimi icin gelistiriimesinin hizli Greyerek, gerekli hicre
yogunluguna ulasmasi; polimerin yiksek miktarda biriktirilebilmesi; ucuz karbon kaynagi
kullanabilmesi, Uretilen PHB''In  kolay saflastirilabilmesi ve  sentezlenen  polimerin
depolimerizasyonuna neden olan enzimlerin eksikligi gibi 6nemli bazi avantajlari vardir. Bu nedenle,
rekombinant E.coli bakterilerinden %80-90 oraninda PHB verimi elde etmek mimkin oldugu
bildirilmektedir (Lee, 1996).

Lee ve arkadaslari (Lee et al, 1994), E.coli'de PHB Uretimi igin, A. eutrophus PHB sentez
genleri tasiyan plazmidler kullanmiglar ve plazmid stabilitesinin ylksek oldugunu belirttikleri
calismalarinda, PHB veriminin %80,1'e ulastigini bildirmiglerdir.

Peynir alti suyu gibi ucuz substratlardan PHB Uretiminin, bir rekombinant E. coli susu
kullanilarak arastirildigi bir galismada, farkl oksijen konsantrasyonlari altindaki PHB verimleri

arastinimistir. Oksijen sinirlamasinin PHB verimini arttirdidi tespit edilen arastirmada, yizde PHB
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verimi %80'e ulasmistir. Arastirmacilar, rekombinant E. coli 'de PHB biyosentez zamani ve oksijen
sinirlandiriimasi zamaninin PHB verimi igin énemli oldugunu belirtmislerdir (Kim, 2000).

Klinke ve arkadaslari da (Klinke et al, 1999), seker veya melas gibi ucuz karbonhidrat
kaynaklarindan, rekombinant E. coli yardimiyla PHA Uretimi icin alternatif stratejiler yapilabilecegini
ve E coli'nin kisa sirede Ureme, PHA'In kolayca saflastirilabilmesi, polimeri pargalayici enzim
sisteminin  yoklugu nedeniyle dikkat cektigini soylemiglerdir. Arastirmacilar, B-oksidasyon
dongusinid isletemeyen bir E.coli susuna, glukonattan PHA sentezleyemeyen Pseudomonas
bakterisininden orta zincir uzunlugunda PHA polimeraz enzimini kodlayan geni aktararak, onun
glukonattan orta zincir uzunlugunda PHA lretmesini saglamislardir. Rekombinant E. coli ‘deki PHA
verimi %2,3 olarak tespit etmislerdir.

Qi ve Rehm (Qi and Rehm, 2001 ), bilinen en biyik PHB sentaz genine sahip oldugunu
bildirdikleri, glukoz varliginda %18 PHB lreten, Caulobacter crescentus ($ekil 1.12) bakterisini
genetik uygulamaya tabii tutmuslardir. Bakterideki PHB sentaz enzimi genini, phaC, kodlayan
bdlgeyi mutant A. eutrophus PHB(-)4 ve recombinant E. coli JM 109'a aktarmiglardir. Sonugcta
yizde PHB verimi sirasiyla %62 ve %6 olarak tespit edilmis, 6zellikle A. eutrophus PHB(-)4'den

alinan verim dikkate deger gorulmusgtir.

Sekil 1.12. Caulobacter crescentus bakterisi (http://thefutureofthings.com/articles/31/natures-super-
glue.html/2006)

Ahn ve arkadaslarinin (Ahn et al, 2000), Alcaligenes latus PHA biyosentez genlerini
kopyaladiklari E. coli CGSC 4401 susunun, peynir alti suyundan drettigi PHB miktarini tespit
ettikleri calismalarinda, ylizde PHB veriminin yaklasik %60 civarinda oldugunu tespit etmislerdir.

Arastirmacilar, farkli oranlardaki ¢ézinmus oksijen konsantrasyonunun etkisini de inceledikleri
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arastirmalarinin sonucunda, mikroorganizmanin aktif PHB sentez fazini gecirdigi sirada ¢ézinmus
oksijen konsantrasyonunun dusirilmesinin PHB sentezini hizla arttirdigini bildirmiglerdir.

Slater ve arkadaslari (Slater et al, 1992), yaptiklari calismada, A. eutrophus 'dan alinan
PHB biyosentez genlerini E. coli fadR atoC mutant bakterisine aktararak, glukoz ve propiyonat
iceren ortamda P(HB-co-HV) kopolimerinin Uretiimesini saglamislar ve 0zellikle ortamdaki
propiyonat miktarinin HV sekillenmesinin oranini degistirdigini tespit etmislerdir.

Follner ve arkadaslari (Follner et al, 1995), metanol igceren ve nitrojen ve fosforu
sinirflandiriimis ortamda, ¢ok az miktarda PHB biriktiren Mycoplasma rubra B346 susuna PHA
sentaz enimi genlerini aktarmiglar ve PHB birikimini %9,6'den %25'e yukseldigini bildirmiglerdir.

Hori ve arkadaslar (Hori et al, 2002), Bacillus megaterium 'un kendini yikan bir susu tizerinde
yaptiklari ¢alismalarla elde ettikleri transformantin PHB Gretimini incelemisler ve ortamda glukoz

tikenince hicrelerin kendiliginden pargalanip, PHB'in serbestlestigini tespit etmislerdir.

1.4.2.2. Transgenik Bitkilerden Biyoplastik Eldesi

Bitkiler birer PHB dreticisi olmamalarina karsin, PHB genlerinin tasiyicisi olabildiklerinden,
PHB Uretebildikleri (Dunlop and Robards, 1973) ve bu nedenle, transgenik bitkilerin ok miktarda ve
ucuz PHB Uretimi i¢cin potansiyel organizmalar oldugu bildirilmistir  (Poirier, 2002;
www.bio.umass.edu; Klinke et al, 1999).

Yapilan galismalarda bunlardan, kuru agirliklarinin %20-40 arasinda PHB elde edilebilmistir
(Klinke et al, 1999).

Bitkilerde biyoplastik sentezinin degisik metabolik yollarla, sitoplazma, plastid veya
peroksizomda gergeklesebildigi bildiriimektedir (Poirier, 2002). Arastirmacilar, gen aktarimi yapiimis
bitkilerin, PHB Uretimine basladiktan sonra nisasta Gretimini biraktiklarini ve tim enerijilerini polimer
yapimi igin yonlendirdiklerini séylemektedirler. Bunun, yeni enzimlerin eklenmesi ve varolan
enzimlerin ¢alismasinin engellenmesi ile ortaya ¢iktigini disinen bilim adamlari, PHB'I metabolize
edemeyen bitkilerin tohumlarinin gelisememesini ise bir problem olarak belitmektedirler (Pool,
1989).

Alcaligenes eutrophus 'dan alinan PHB genleri, misir, patates gibi birka¢ farkli bitkiye
aktarilarak, onlarin polimer Uretmesi saglanabildigi ve Imperial Kimya Sirketi'nin pilot
uygulamalarinda yilda 50 ton PHB-HV kopolimerinin elde edilebildigi bildirilmistir (Pool, 1989).

Misir ve arpa yagl tohumlarinda, aygicedi ve soya fasulyesinde PHA'larin Uretiimesi igin

buyuk sirketler tarafindan arastirmalara devam edilmektedir (Braunegg et al, 1998).
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Bitkilerden PHB eldesinde tiim fermentasyon islemlerinin ortadan kalktigini ve plastigin direkt
olarak elde edilebildigini bildiren arastirmacilar, genetik olarak degistiriimis misir bitkisine sentez
ettirilen plastigin, bitkinin ¢ok fazla bliyimeden hasat edilmesi ile elde edildigini rapor etmiglerdir
(www. sciam.com).

Modifiye misirdan PHA eldesinin ise, oldukga sert ve agir bir islem gerektirdigi ancak
karbondioksit ve glnes isiginin, karbon ve enerji kaynagi oldugu bu PHA Uretiminde yapiimasi
gerekenlerin, fermentasyon iglemlerinden daha fazla olmadigi sdylenmektedir (Braunegg et al,
1998).

Bitkilere PHA genlerinin aktarilmasi ile ilgili ilk arastirmalarda, A. eutrophus bitkisinden alinan
genlerin aktarildigi bitki, Arabidopsis thaliana olmustur (Sekil 1.13). Poirier, A. thaliana
sitoplazmasinda, A. eutrophus'un PHA sentaz ve asetoasetil-CoA rediktaz genlerinin etkinlik
gosterdigini rapor etmislerdir. 3-ketotiolaz geni bitki sitoplazmasinda mevcuttur. Bu deneyler, tim
bitki dokularinin koful, c¢ekirdek ve sitoplazmalarinda PHB sentezinin oldugunu fakat, disik

miktarda ve zayif tohum gelisimine sebep oldugunu gostermistir (Poirier, 2002).

Sekil  1.13. Alcaligenes eutrophus (solda) ve Arabidopsis thaliana (sagda)
(http://www.genome.bnl.gov/Sequencing/Rmetallidurans/2002;http://www.botanik.uni.karlsruhe.de/g
arten /fotos-knoch/2005)


http://www.genome.bnl.gov/Sequencing/Rmetallidurans/
http://www.botanik.uni.karlsruhe.de/garten%20/fotos-knoch/
http://www.botanik.uni.karlsruhe.de/garten%20/fotos-knoch/
http://www.botanik.uni.karlsruhe.de/garten%20/fotos-knoch/
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Daha sonraki arastirmalar, asetil-CoA'dan trigliseridlerin olustugu yer olan, plastid gibi 6zel
organellerde PHB dretiime ydntemlerinin gelistiriimesine yoOnlendirilmistir. Bu calismalarla,
sitoplazmada depolanan PHB'den 100 kez daha fazla, bitkinin kuru agirhiginin %14'G kadar
homopolimer elde edilmistir ve PHB granillerin sekli ve bulylkligi, bakteriyel granillere
benzemektedir (Braunegg et al, 1998).

A. eutrophus'un PHA sentaz ve asetoasetil-CoA rediktaz genlerinin aktarildigi pamuk
bitkisinde de, pamuk liflerinin PHA icerdigi ve bu liflerin yiksek isiya daha dayanikh hale geldigi
bildirilmistir (Braunegg et al, 1998).

Simdiye dek yapilan ¢alismalar, PHB uretiminin transgenik bitkiler ile ucuzlatilabilecegini
gOstermektedir ki bu gelecekte marketlerde “plastik patatesler’le karsilasabilecegimizi
dusundirmektedir (Lee, 1996).

Arastirmalarda elde edilen sonuglardan, PHB Uretiminin mikroorganizmalarin tirtine, Gretim
sartlarina ve rekombinasyonlarin basarisina bagli olarak degisiklik gosterdigi tespit edilmistir.
Gelecek yillarda PHB polimerinin, genis kullanim alanlarina sunulabilecek diizeyde Uretiminin

blylk faydalar getirecegi aciktir.

1.4.3. Diger Bakterilerde PHB Uretimi

Biyolojik olarak parcalanabilen plastik olan PHA'In fotosentetik dretimi icin, glnes 1s131
yardimiyla, sera etkisi yaratan gaz olan karbondioksitin kullanimi gevresel olarak kabul edilebilir
oldugundan, bu is igin siyanobakterlerin seciminin uygun oldugu belirtiimistir. Karbondioksitten PHA
biriktiren ¢ grup mikroorganizma vardir ki bunlar, hidrojen okside eden kemoototrofik bakteriler,
genetik muhendisligi ile yukseltiimis bitkiler ve siyanobakterlerdir. Bunlar oksijenik fotosentez ile
PHA depo ederler.

Asada ve arkadaglan (Asada et al, 1999), termofilik izolat Synechoccus MA19 susu ile
yaptiklari ¢alismada, fotoototrofik sartlarda ve nitrojen azlidinda PHB biriktirdigini ve PHB
granullerinin tilakoid membranla iliskili oldugunu bildirmislerdir.

Gomez ve arkadaslari (Gomez et al, 1996), toprak Gram negatif bakterilerinin seker kamigi
turevli sekerler olan sukroz, fruktoz ve glukoz ile propiyonik asitten PHB uretimini incelemisler ve
%50-80 arasinda verime ulagmiglardir.

Bitkide nodul olusturan toprak bakterilerinden olan Rhizobium cinsi bakterilerin de hiicre igi
PHB depo etme vyetene@i birgcok arastirmaya konu olmustur. Bonartseva ve arkadaslarinin

(Bonartseva et al, 1989) yaptidi ¢alismanin sonuglarina gére, PHB igerigi, nitrogenaz enzimi
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aktivitesi ile ters, hidrogenaz enzimi aktivitesi ile dogru orantihdir. Yine, R. leguminosarum, R. trifoli,
R. galega, R. meliloti, R. phaseoli gibi farkl tirlerle yapilan ¢alismalarda da, PHB Uretimlerinin susa
ve kiltirel ortama bagh oldugu bildirilmistir. Stkroz igeren besiyerinde, farkh azot kaynaklari
kullanilarak yapilan g¢alismada, en yiksek PHB veriminin KNO;'li besiyerinde %65 ile R. phaseoli
'den elde edildigi bildirilmistir (Poirier, 2002; Bonartseva et al, 1994).

Jan ve arkadagslari (Jan et al, 1996), R. meliloti 'de ortamda karbon kaynag! oldugunda ve
gelisme igin gerekli nitrojen gibi elementler sinirli tutuldugunda PHB'In depo edildigini bildirmislerdir.
Karbon kaynagi timuyle kullanildijinda ise PHB metabolize edilmektedir. R. meliloti fruktozlu
ortamda Uretildiginde buyuk miktarda PHB depo etmektedir.

Tal ve Okon (Tal and Okon, 1985), Azospirillum brasiliense Cd susunun, eksponansiyel
fazin son asamasinda, yiksek C/N oraninda, oksijen sinirlandiriidiginda %5 olan PHB veriminin,
%40'a ulastigini bildirmislerdir.

Lillo ve Rodriguez-Valera (Lillo and Valera, 1990), ise, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda
yasayan halofilik bakterilerden olan Halobacter mediterranei 'nin, karbon kaynagi olarak glukoz ve
nisasta kullanildiginda, fosfati sinirlandiriimis sartlar altinda %60 PHB verimi elde edildigini
bildirmislerdir.

Bunlarin disinda Laktik asit bakterilerinin de PHB Uretimi i¢in kullanilabilecegdi bildirilmistir.
Lactobaciller surekli fermentasyon sartlarinda Uretilseler, daha fazla PHB biriktirdikleri ve bunun
ticari termoplastik tUretiminde de kullanilabilecegdi séylenmistir ( Beyatli, 1996).

Manna ve arkadaslari (Manna et al, 1999), topraktan izole ettikleri 55 toprak streptomycet
Uzerinde yaptiklari galismada, Streptomyces griseorubiginosus olarak tanimlanan izolatin, %2
glukoz varhginda, durgun fazda, miselial kuru agirhdinin %9,5'u kadar PHB drettigini tespit
etmislerdir.

Aktif camur bakterilerinde de PHB'In varligi rapor edilmis ve PHB gibi bakteriyel depo
polimerlerinin dnemi, aktif gamur islemlerinde karbon substrat degisimlerinin anlasiimasinda ayrintili
olarak galisiimistir (Beun et al, 2002).

Mikrobiyal oksidasyon sirasinda yapiskan, topakli ve gri-siyah bir yapi olan aktif ¢amur,
mikrobiyal hicre, heteropolisakkaritler ve polyester igerdigi bildirilmistir (Wallen and
Rohwedder,1974).

Loosdrecht ve arkadaslari (Loosdrecht et al, 1997), aktif camur igindeki bakterilerin PHB
depo ettiklerini ve hicre disi maddeler tikendiginde, depolar aracihigiyla gelismelerini

surdurduklerini belirtmiglerdir.
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1.4.4. Bacillus Cinsinde PHB Uretimi

Dogal PHB grandilleri, ilk kez Bacillus megaterium ve Azotobacter beijerinckii’nin DNaz ile
muamele edilen hicrelerinden, gliserol ylizeyinden toplanarak izole edilmistir (Anderson and
Dawes, 1990)

Benoit ve ark. (Benoit et al, 1990), B. thuringiensis HD-1 susunda, sporulasyon ile PHB
Uretimi arasindaki iligskiyi arastirmiglardir. HD-1 susunun, glukoz-tripton mineral tuz karisiminda
gelistirildiginde laktat, pirGvat, asetat, aseton ve PHB Urettigi bulunmustur. Bakterinin, asetati 2-3
bltandiol siklusuna okside ettigi, daha sonra PHB Uretimi igin kullanildigi belirlenmistir. Hiicrede
biriktirilen PHB’nin, sporulasyon sirasinda enerji kaynag olarak tiketildigi de saptanmistir.

Aktif gamur biyokitlesinde de biyolojik polimerin varligi kanitlanmistir (Dave et al, 1996).
Arastiricilar, teshis ettikleri 12 bakteriyal sustan, Bacillus cinsine ait 10 bakterinin PHB Urettigini
bulmuslardir. Suslar arasinda en yiiksek PHB Uretimini Bacillus sp. IPCB-403 gostermis, optimum
kiltir sartlarinda bakterinin %70’'inin PHB oldugu tespit edilmistir. Aslim vd. (Aslim ve digerleri,
1998), topraktan izole ettikleri farkli Bacillus tirlerinde PHB miktarlarinin sus ve tirlere gore farkhlik
gOsterdigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, suslarin hicre kuru agirlklarina gére %6,53-48,13’Unln
PHB oldugunu rapor etmiglerdir. Bir diger calismada ise, B. sphaericus suslarinin yizde PHB
verimleri %5-25,88 arasinda tespit edilmistir. Suslarin, Beef ekstrakt ve Sodyum asetatin farkl
konsantrasyonlarindaki PHB uretimleri incelenmis ve %0,2 Beef ekstrakt konsantrasyonunda B.
sphaericus ATCC 7055'in maksimum PHB verimine (%32,50) ulastigi tespit edilmistir (Mercan ve
Beyatli, 2001).

1.5. Bacillus Cinsi Hakkinda Genel Bilgiler

Bacillus cinsi Bacillaceae familyasina dahil olup, Gram pozitif (bazi tirleri degisken), aerobic
vaya fakdiltatif anaerobic, spor olusturan, gubuk seklinde bakterilerdir. 20-30 °C'de drerler, vejetatif
sekilleri dayaniksizdir,  sporlari bazen kaynama derecelerinde birka¢g saat dayanabilirler.

Cogunlukla mezofilik olmakla birlikte psikrotrof ve termofilik tirleri de vardir (Ayhan, 2000).

Cogu Bacillus turl, polisakkaritler, nikleikasitler ve lipidler gibi polimerleri pargalamaya
yarayan ve hicre disina salgilanan hidrolitik enzimler uretir. Bu molekullerin pargalanmasiyla
bakteri karbon kaynagi ya da elektron tasiyici olarak kullanabilecegi Urlnler elde eder. Yine ¢ogu
Bacillus turd antibiyotik Uretebilir. Basitrasin, polimiksin, tirosidin, gramisidin ve sirkllin bu

antibiyotiklere drneklerdir. Ozellikle B. popilliae ve B. thuringiensis (Sekil 1.14.) tiirlerini igeren bir
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grup Bacillus, bécek larvalarini éldiren maddeler Uretebilir. Ginimuizde bu tirlerin sporlarindan
hazirlanan biyolojik bocek ilaglari sentetik bécek ilaglarina alternatif olusturmakta ve dogaya verilen

zararin azaltilmasinda buyuk rol oynamaktadir (www.biltek.tubitak.gov.tr).

Sekil 1.14. Saghkli boécek larvasi (solda) ve B. popiliae ile enfekte larva (sagda)

(http://www.nysaes.cornell.edu/ent/biocontrol/pathogens/images/2008)

Endospor olusturular. Vejetatif hiicreler 0,5%1,2 ym ile 2,5x10 ym ¢apindadir. Bacillus cinsinin
koloni morfolojisi gesitlilik gosterir. Geneli beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir. Bazi tirlerinde

sari, pembe, portakal rengi ve siyah pigmentli kolonilere de rastlanir (Kalayli ve Beyatli, 2003).

Elliye yakin turl ihtiva eden Bacilluslarda endosporun hiicre iginde yeri farkh olabilir. Spor
hiicre merkezinde veya ugta olabilir. Vejetatif hiicreden daha dar olabildigi gibi, daha genis de
olabilir. Sekeri fermente ederler ve sonugta gaz olusumu gorilmeksizin asit Uretirler. Proteinleri ise,

amonyak olusumu altinda pargalarlar ve kokusmaya neden olurlar (Con ve Gokalp, 1997).

Batln tdrleri Nutrient Agar, Trypticase Soy Agar, Brain Heart Infusion ve Kanli Agar gibi
besiyerlerinde oldukga iyi trerler. Karbon kaynagi olarak organic asit, seker ve alkol igeren: nitrojen
kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler (Altun ve digerleri,
2002).

Birkag Bacillus tlrt polipeptit sinifi antibiyotik Gretir. Antibiyotikler, kultirlerde spor olusturma
asamasi bagladiginda goézlenmistir (Kalayl ve Beyatli, 2003).

Bacillus turlerinin tanimlanmasinda ve tlrler arasindaki farkliliklarin belirlenmesi i¢in spor ve
sporangium morfolojileri temel alinmistir. Buna gére Bacillus tirleri 3 grupta toplanmistir.

Birinci grup Bacillus turleri kendi iclerinde A ve B olmak Uzere ikiye ayrilir. Her iki grupta

sporangia sismemistir. Sporlar elips veya silindirik sekilli, santral veya terminal konumludur. A ve B



28

grubu arasindaki fark ise A alt grubunda hicre genisligi 1 pm’den kigik, B alt grubunda ise
1um’den buyuktir. A alt grubuna 6rnek olarak B. megaterium ve B. cereus; B alt grubuna 6rnek
olarak B. licheniformis, B subtilis ve B, coagulans verilebilir.

ikinci grup Bacillus tiirlerinde sporangia sismistir. Sporlari elips, santral veya terminaldir. Ornek
olarak B. macerans, B. berevis verilebilir.

Uglincii grupta yer alan Bacillus tiirlerinde de sporangia sismistir. Sporlar kiiresel, subterminal
ve terminal konumludur. B. sphaericus bu gruba drnektir (Kalayl ve Beyatli, 2003).

Birgok tiirli bulunan Bacilluslar toprak, su ve cesitli gidalarda bulunurlar. insanlarda gida
zehirlenmelerine, konserve gidalarda ise bozulmalara neden olurlar. Bacillus subtilis, subtilin adli bir
bakteriyosin Uretmektedir. B. subtilis, B. amiloliquefaciens ve B. stearothermophilus bakteriyel alfa-
amilaz enzim dretiminde kullaniimakta olup,amilaz ve amilodekstrini dekstrinlere pargalar.

B. subtilis, B. mesentericus ve B. stearothermophilus ise bakteriyel proteinaz enzimi
Uretiminde kullaniimaktadir. Bu enzim ise et ve balik etlerinin tenderize edilmesinde
(yumusatilmasi), sarap ve bira endistrisinde protein bulanikhdinin alinmasinda stabilize edici
olarak kullaniimakta olup, miso ve soysos uretiminde starter kultir olarak da yararlaniimakta oldugu
bildirilmektedir (Ayhan, 2000).

1.5.1. Bacillus Cinsi Bakterilerde Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) Uretimi

Cesitli arastirnicilar, biyoplastik uUretiminde Bacillus biyopolimerlerinin potansiyel gelecek
uygulamalar icin kullanilabilecegini bildirmektedirler (Dave et al, 1996; Labuzek and Radecka,
2001). Ayrica, Bacillus 'larin melas gibi ucuz substratlarda hizli bir sekilde buyudkleri; yliksek
sicaklik ve yuksek osmotik basinca dayanikh olduklar ancak, hicre duvari yapilarinin kalin olusu
nedeniyle PHB ekstraksiyonu zor oldugu bildiriimistir. Yine de avantajli 6zelliklerinden yararlanmak
ve endistriyel PHB Uretimi yapmak igin uygun suslarin tespiti arastirmalari devam etmektedir (Wu
et al, 2001).

Bacillus turlerinde PHB, sporulasyon igin hiicre igi enerji rezervi olarak islev gérmektedir.
Ornegin, B. cereus'da spor olusumundan hemen énce PHB birikiminin maksimum oranda oldugu ve
bakterinin sporulasyon doneminde PHB'in kullanildigi bildiriimektedir (Nickerson et al, 1981).

Benoit ve arkadaslari (Benoit et al, 1990), B. thuringiensis Uzerinde yaptiklari ¢alismada,
durgun fazdaki sporulasyon sirasinda PHB'in tiketilmeye basladigini ve PHB'In spor sekillenmesi

sirasinda enerji kaynagi olarak kullanildigini bildirmiglerdir.
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Kato ve arkadaslari (Kato et al, 1992) yaptiklari galismada, B. megaterium ‘da 3-
hidroksibutirik asit trimer yapilarinin ge¢ eksponansiyel fazda biriktirildigini, durgunlagsma ve 6lim
fazinda ise pargalanma sonucunda en yiksek diizeye ulastiklarini séylemislerdir.

Lach ve arkadaslari (Lach et al, 1990), filamentli, kigik sferik hicreler olusturan B.
megaterium PV302 mutantinda, PHB miktarinin hicre kuru agirhginin %16's1 kadar oldugunu tespit
etmiglerdir. Atasal susla karsilastirildiginda, mutantta sporulasyon ve gelismede bozukluklar
gorildigu bildirilmistir.

Yapilan arastirmalarda bazi Bacillus suslarinin hiicre kuru agirliginin %50 den fazlasini
PHB seklinde biriktirebildigi bildiriimektedir (Dave et al, 1996; Chen et al, 1991; Beyath ve digerleri,
1999).

Chen ve arkadaslari (Chen et al, 1991), zenginlestiriimis besiyerinde blyutilen Bacillus
bakterilerinde hiicre kuru agirligina goére %5-20 arasinda PHB biriktirildigini bildirmektedirler.

Kato ve arkadaslari da (Kato et al, 1992) kendi izole ettikleri B. megaterium B-124 susunun
hiicre kuru agirhdinin %20 sinin PHB oldugunu bildirmiglerdir.

Dave ve arkadaslari (Dave et al, 1996), aktif gamurdan izole edilen 10 Bacillus susundan
Ozellikle birinin %70 PHB verimlilige sahip oldugunu séylemislerdir.

Mercan ve Beyatli (Mercan ve Beyatli, 2001), 10 adet B. sphaericus susunun PHB
Uretimlerini tespit ettikleri galismalarinda, PHB uretiminin %5,00-%25,88 arasinda bulmuslardir.
Ancak Ozellikle Uretimi en yuksek olan bazi suslarin, %0,2 beef ekstrakt iceren besi ortaminda
ylzde verimlerinin %32,50'ye kadar ¢iktigini bildirmislerdir.

Labuzek ve Radecka (Labuzek and Radecka, 2001), B. cereus UW85 susunu nitrojeni
sinirlandiriimis sartlarda gelistirmigler ve PHB verimini %9 olarak tespit etmislerdir.

Wu ve arkadaslari (Wu et al, 2001), melash besiyerindeki oksijen sartlarini degistirerek
yaptiklari caligmada, oksijen miktarindaki azalmanin sporulasyona neden oldugunu ve PHB
Uretiminin distigun{; nitrojen ve fosforun oraninin karbona gére disuk oldugu besiyerlerinde ise
PHB dretiminin arttigini bildirmiglerdir. Bacillus sp. Jma5 susunun, PHB verimini %25-35 olarak
tespit etmiglerdir.

Bacillus'larin amilaz ve proteinaz enzimlerinin varligi nedeniyle gida atik sularindan
faydalanabilecegini bildiren Law ve arkadaslari (Law et al, 2001), aktif camurdan izole ettikleri
Bacillus suslarini arpa ve soya atik suyunda gelistirerek PHB verimlerini arastirmislar ve suslardan
HF-1'in atiklardan %19,22 HF-2'nin ise %10,18 PHB verimine ulastigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar, dusuk maliyetli PHB lretimi icin ucuz karbon kaynaklarinin kullanilabilecegini

bildirmislerdir.
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Gouda ve arkadaslari (Gouda et al, 2001), seker kamigI melasi ve misir suyunu karbon ve
nitrojen kaynagi olarak kullanarak B. megaterium 'da PHB Uretimini incelemigler ve en yiiksek PHB
miktarinin melas ve glukoz iceren besiyerinde elde edildigini bildirmiglerdir. Aragtirmacilar, hicre
gelisiminin en iyi oldugu melas yizdesinin %3 olmasina ragmen, en yliksek PHB verimi olan

%46,2'lik oranin %2 melas iceren besiyerinde elde edildigini bildirmislerdir.

1.6. Bacillus subtilis ve Genel Ozellikleri

Aeorobik, fakiiltatif anaerobik olan etken 20-30 °C’de iirer ve vejetatif sekilleri dayaniksiz olup,
sporlari bazen kaynama derecelerinde birkag saat dayanabilirler. Toz, toprak, su ve heryerde
bulunduklarindan besin maddelerine kolaylikla bulasirlar. Ozellikle siitte gogaldiklari zaman kazeini
pargalayarak zehirli maddeler agiga cikarirlar. Diger besin maddelerinde Uredikleri zaman toksin

olustururlar. Kulugka suresi: 2-18 saattir. (http://tr.wikipedia.org/2008)

Kirpikli bir basil oldugu igin hareketli, sporlari oval ve subterminaldir. Kapstlsiiz, gram pozitif,
aerop, oda sicakligi ve zenginlesmemis besiyerinde rahatlikla Greyebilen, R tipi koloniler yapan

saprofit yani dogada yaygin olarak bulunan bir basildir.

Saprofit bir bakteri olmakla beraber doku i¢cinde veya goz icine bulasarak enfeksiyonlara ve

bazi besin zehirlenmelerine neden olabilir (www.mikrobiyoloji.org/2008).

Sekil 1.15. Bacillus subtilis bakterisi
(http://www.dailytech.com/Scientists+Use+Bacteria+to+Store+Data/article6262.htm/2007)
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1.7. PHB Uretiminde Kullanilan Substratlar

PHB ve cesitli PHA'larin GUretimi igin kullanilan substratlar 6zellikle karbon kaynagi
agisindan bakildiginda, glukoz, sikroz ve yag asitleri ile alkanlar ve kloroalkanoik asitler gibi
kimyasal bilesenlerdir (Jan et al, 1996; Kato et al, 1992; Tanaka et al, 1993). Ayrica, butirik ve
pentatonik asit, propiyonik asit, 4-hidroksi hegzanoik asit, L-Laktat gibi karbon kaynaklari kullanimi
da denenmistir (Tanaka et al, 1993; Doi et al, 1986).

PHB ve kopolimerlerin kompozisyonu, kullanilan karbon kaynagina bagli olarak
degisebildigi, ancak bu dagilimin tesadiifi olabilecedi de sdylenmistir (Doi et al, 1986; Bloembergen
et al, 1986).

Ramsay ve arkadaslar (Ramsay et al, 1990), Alcaligenes latus, Alcaligenes eutrophus,
Bacillus cereus, Pseudomonas pseudoflava, Pseudomonas cepacia ve Micrococus
halodenitrificans bakterilerini glukoz ve propiyonik asit bulunan ortamda gelistirdiklerinde, nitrojeni
sinirlandiriimis sartlar altinda P(HB-co-HV) kopolimeri Urettiklerini tespit etmislerdir. Arastiricilar,
kopolimer igindeki HV oraninin propiyonik asit miktarina bagli olarak degistigini de saptamislardir.

Chen ve arkadaslari (Chen et al, 1991), hicre kuru agirliginin %85'i kadar PHB biriktirdigini
bildikleri A. latus DSM 1122 susunun PHYV Uretimi Gzerine yaptiklari ¢galismada, ortama Na-valerat
eklediklerinde sadece PHV, oysa propiyonat ve asetatl ayni anda ilave ettiklerinde PHB ve PHV
elde edildigini tespit etmiglerdir.

Amonyum klortr (Kato et al, 1992), amonyum asetat, balik peptonu (Page and Cornish,
1993; Asada et al, 1999), amonyum sulfat (Braunegg et al, 1998) vb. azot iceren kaynaklardan da
PHB verimini arttirici calismalarda yararlaniimaktadir.

Durner ve arkadaslari (Durner et al, 2000), Pseudomonas oleovorans ile yaptiklari
¢alismada, oktonat ve amonyum igeren besiyerini farkli C/N oranlarinda hazirlamiglar ve C/N orani
artiginda PHA birikimini yukseldigini ve bunun nitrojenin sinirlanmasindan kaynaklandigini
bildirmiglerdir

Pseudomonas pseudoflava ile yapilan bir calismada da, besiyerinde karbon kaynagi olarak
glukoz ve ksiloz kullanilirsa %PHB verimimin %22, arabinoz kullanilirsa %17 olabilecegi
bildirilmistir. Arastiricilar, arabinoz ve ksiloz igeren ortamda, PHB biriktiriimesinin son asamasinda
nitrojen sinirlandinidiginda, PHB miktarinin dustugunu de bildirmislerdir (Bertrand et al, 1990).

Page ve arkadaslari (Page et al, 1995), Azotobacter vinelandii UWD susunu, glukoz ve balik
peptonu igeren besi ortaminda gelistirdiklerinde %80 PHB verimine ulagsmislardir.

Rhizobium meliloti'nin fruktozlu ortamda (Uretildiginde ylksek miktarda PHB depo ettigi
bildirilmistir (Jan et al, 1996).
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Alcaligenes eutrophus'da Tanaka ve arkadaslari (Tanaka et al, 1993), L-Laktatli besiyerinde
% 55 PHB birikimi tespit etmislerdir.

Biyopargalanabilir plastiklerin imali i¢in potansiyel hammadde olan PHB'In, fermentasyon
olayi ile kitle Uretiminin gelistiriimesi yoluna gidilmistir. Fermentasyon olayi, kesikli, yarikesikli ve

surekli fermentasyon olarak gercgeklestirilebildigi bildiriimistir (Braunegg et al, 1998).

1.8. PHB’in Ucuz Uretimi

PHB olusumu igin kullanilan seker substratinin fiyatinin, PHB Uretiminin ticari basarisinda
sinirlayici faktérlerden biri oldugu ve polimer Uretiminin her bir tonu igin, 3 ton glukoz kullaniimasi
gerektigi bildiriimektedir (Page, 1992a).

Kullanilan glukozun, maliyeti yikseltmesi sonucunda uretilen PHB'In kg fiyati 15-30 dolar
arasinda degismektedir. Polimerin kullanim sinirlarini belirleyecek olan maliyet fiyatini digstirmek
icin, rekombinant tiirler lGzerinde ¢alismalar yapilmasinin yanisira, farkli ve ucuz karbon kaynaklari
kullanarak yiksek PHB verimi elde eden suslar lizerinde arastirmalar da yapilmaktadir (Witholt and
Kessler, 1999).

Dusuk fiyath biyoplastik tretimi icin melas, (Wu et al, 2001; Gouda et al, 2001), ksiloz, arpa
ve soya atik sulari (Law et al, 2001) ve peynir alti suyunun (Ahn et al, 2000) kullaniimasi
arastinimaktadir. Ucuz PHB dretimi icin kullanilabilen melas, bakteriler icin karbon kaynagi
olmasinin yani sira, igerdigi vitaminler ve mineraller ile, buyime faktdri kaynagdi olarak da
kullaniimaktadir (Beaulieu et al. 1995).

Page (Page, 1992a), Azotobacter vinelandii UWD susunun seker pancari melasi gibi
kompleks karbon kaynaklarinda da yliksek PHB verimine sahip oldugunu saptamistir.

Page (Page, 1992b), iyi bir polimer Ureticisi olan A. vinelandii UWD susunun, ucuz karbon
kaynagi olan seker pancari melasinda uretildiginde, glukozun Ugte biri maliyete mal oldugunu ve
eger ortama valerat ilave edilirse PHV kopolimerinin olustugunu bildirmistir. Seker pancari
melasinin tanimlanmamis buyumeyi uyarici faktoérler igerdigini sdyleyen Page, seker pancari
melasindan polimer Gretimini arttirmak icin ortama azot bilesenleri ilave edilebilecegini de
belirtmistir.

PHB'In pratik uygulamalarinda Uretim fiyatlarinin indirgenmesi igcin daha ekonomik kultar
ortamlari arastirilirken substrat maliyetinin disdrilmesinin yani sira, karbondioksidin dénusturilip
ucuz yoldan PHB dretilebilmesi igin, Cyanobacter ile de ¢alismalar yurutilmektedir. (Miyake et al,
2000; Asada et al, 1999; Klinke et al, 1999).
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Ucuz karbon kaynaklari ve hatta peyniralti suyu gibi atiklardan PHB Uretimi yapilarak
verimin artttirlmasi amaglanmaktadir. Ahn ve arkadaslari (Ahn et al, 2000), rekombinant E. coli
kullanarak peynir alti suyundan yiksek PHB verimi alindigini bildirmiglerdir.

Kim (Kim, 2000), ise calismasinda, yine rekombinant E. coli'yi peynir alti suyunda
gelistirmis ve %20 PHB verimi; Azotobacter chrococcum'u ise nigsasta igeren besi ortaminda

gelistirerek, oksijeni sinirlandiriimis sartlar altinda %46 PHB verimi elde etmistir.

1.9. PHB’In Kullanim Alanlari

Endustriyel Uretilebilen termobiyoplastiklerin sertlik durumlarinin, polietilene oranla dért misli
daha fazla oldugu (20 kg/m) tespit edilmistir. Uretilen biyoplastik maddelerin, gesitli paketleme
materyalleri olarak degerlendirilebilecegi gdsterilmistir.

En c¢ok bilinen ve en yaygin kullanilan PHA tipi olan PHB'nin fiziksel 6zellikleri petrol
kodkenli polipropilen ile karsilastirildiginda PHB’nin daha kristal bir yapida olmasi, 6zgul agirhdinin
daha yiiksek olusu, UV’ye direncliligi gibi bazi 6zellikleri nedeni ile PHB Uretiminin iyi bir segenek
oldugu bildirilmigtir (Barham et al, 1984; Beyatl, 1996; Bluhm et al, 1998).

PHB’nin dogaya atildiginda tamamen yok olmasi ve gevre kirliligi olusturmamasi nedeniyle,
PHB/V tipi polimerlerden veya bunlarin baska polimerlerle karisimindan 6zellikle gida ve kozmetik
sanayiinde siseleme malzemesi olarak yararlaniimaya baslanmigtir. PHA'lar ¢evre dostu fiziksel
Ozelliklere sahip oluslarindan dolayi, endistriyel uygulamalar agisindan c¢ekici olmalarinin yani sira,
Ozel karakteristik 6zellikleri sayesinde biyomedikal alanda kullanimi ¢ok fazladir (Lee, 1996; Page,
1995).

1.9.1. Ziraatta kullanim alanlan

PHB ve kopolimerleri bakteriler, funguslar ve algler gibi mikroorganizmalar tarafindan belirli
cevre sartlarinda tamamen karbondioksit ve enerjiye dénustirilerek parcalanabilmektedir.
Parcalanma i¢in gecgen sure kalinlik ve ylzey 6zelliklerine bagli olarak diizenlenebilir (Lee, 1996).

PHB ve PHA, 6zellikle toprakta biyodegradasyon gerektiren uygulamalara ¢ok uygundur.
Cogunlukla bunlar bir aliminyum folyo gibi film seklinde kaplamada kullaniimaktadir. Tohum
kapstullendiriimesinde, fide tagimaciliinda muhafaza ve glibre ya da pestisitlerin kontrolli salinimi

icin plastik kiliflar olarak kullanilabilir (Holmes, 1985).
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1.9.2. Veterinerlikte Kullanim Alanlari

Veterinerlik hekimliginde ilaglarin salinimi i¢in biyolojik parcalanabilen bir matriks olarak
PHB’nin  birgok kullanim alani vardir. Polimer Ozellikle sigirlarin  rumeninde ¢ok iyi
parcalanabilmektedir. Bu konuda ¢ok tipik bir drnek olarak bir yil boyunca hayvanlarin kurtlanmasini

onlemek icin antihelmitik ilag iceren PHB’nin biyik kapsilleri yapilmistir (Holmes, 1985).

1.9.3. Tipta Kullanim Alanlarni

PHB ve kopolimerleri gesitli Grlinlerin yapisinda 6nemli bir potansiyele sahip olmakla
birlikte, biyolojik uygunlugundan dolayr son zamanlarda tip ve eczacilikta siklikla kullaniimaya
baslanmistir. Hayvan dokularinda toksik etki yapmadidindan, vicutta absorbe edilen protez
aletlerin ve cerrahi dikislerin yapiminda PHB’nin kullaniimasi birgok bilim adaminin, bu alanda
calismalara agirlik vermesine neden olmustur.

PHB ve kopolimerleri, hayvan dokularina implante edildiginde onlarin biyolojik olarak
pargalanabildigi gorilmis ve PHA’larin kullanimina olan ilgi artmistir. Neticede veterinerlikte ve
insanlarin ilagla tedavisinde terdpatik bilesiklerin kontrolli olarak saliveriimesi icin PHA’lar
kullaniimigtir (Lafferty et al, 1988).

Polimerin uygulama alanlari onun O&zelliklerine bagh olarak, dogrudan kullaniimasinin
yaninda depolimerizasyon Urinu olan D(-)-3-hidroksibitirik asit monomerinin kullanimi da
yaygindir. Ozellikle PHB’nin pargalanma rini olan D(-)-3-hidroksibitirik asit bu alanda c¢ok
onemlidir. Cunkl bu tim yuksek organizmalarda bir ara metabolit bilesigidir; lipit metabolizmasinin
urind olarak bulunur ve insan kaninin normal bir 6gesidir (Holmes, 1985). Belirli dokularda 6zellikle
de beyin ve kalp dokusu icin bir enerji kaynagi olarak rol oynar. Bu durum ilk olarak Krebs
tarafindan bulunmustur ve daha sonra bunun beyin gelisiminde rol alan aminoasitlerin éncisu
olarak fizyolojik bir role sahip oldugu saptanmistir. Ayrica D(-)-3-hidroksibdtirik asitin diyabetiklerin
kan serumunda anormal konsantrasyonlarda var olan keton yapilarindan biri olarak rol oynadidina
dair bir¢ok bilgiler de vardir.

Middlesex hastanesindeki ¢alismalar, D(-)-3-hidroksibutirik asidin damar i¢i veya agizdan
karbon saglanmasi i¢in kullanilabilecegini ve daha yaygin olarak kullanilan glukoz yerine bazi klinik
avantajlara sahip oldugunu gostermistir.

PHB'nin vicut iginde biyolojik parcalanmasi yavastir. Cunki insan vicudu PHB
depolimeraz enzimi icermez. Bu 6zelliginden dolayi da PHB, cerrahi dikisler, protezler ve igneler

gibi cerrahi malzemelerin yapiminda kullaniimistir (Holmes, 1985). PHB’nin hastanelerde cerrahi
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swaplar, yara sargilari, cerrahi eldivenler i¢in de bir yaglayici madde olarak veya ince toz formunda
kullaniimasi uygun goérulmdstur. Ameliyat sonrasi hastalarda unutulan pamuk swaplar, Amerika
Birlesik Devletlerinde ve diger Ulkelerde birgok hukuk davalarin basinda geldigi disunulirse bu
avantaj oldukc¢a onemlidir (Holmes, 1985).

Yuksek teknoloji ile PHB’nin gelecege yonelik kullanim alanlarindan biri de uygun olgllerde
su gegirmez bir tip formunda diizenlenen ¢ok ince fibrillerden meydana gelen kan damari veya bir
vaskdiler asi gibi kullaniimasidir. Bu asl, vicut icinde gelisen yeni dokular i¢in gegici bir yapi iskelesi
olarak rol alabilir ve sonugta dogal dokular tarafindan tamamen eski haline getirilebilir. Bu, viicudun
dogrudan tepkisini alan sentetik arterlerdeki blokaj ve pihti olusum problemini tamamen yok
edecektir (Holmes, 1985)

PHB’nin bir diger 6nemli 6zelligi de onun pieizoelektrik polimer olmasidir. PHB ve
kopolimerleri poliviniliden florit polimeri gibi kesikli pieizoelektrisite gostermektedir. Poliviniliden florit
polimeri filmleri, kemigi elektriksel stimilasyon ile kuvvetlendirmekte ve kemidi onarmaktadir.
Dolayisiyla, bir kemik kingini sabitleyen levhalar benzer mekanik 6zelliklere sahip takviyeli bir PHB
karisimindan yapilirsa, stimile edilen kemik buaylr ve gelisir. Boyle bir kemik kirigindaki plaka
biyolojik olarak pargalanabilir ve viicut tarafindan resorbe edilebilir. Bu sire iginde de kemik kaynar

ve plakay! uzaklastirmak igin ikinci bir ameliyata gerek kalmaz (Holmes, 1985).

1.9.4. Kimyasallarin Eldesinde Kullaniimasi

(R)-(-)-hidroksi karboksilik asitler, blylk oranda antibiyotikler, vitaminler, aromatikler ve
feromonlar gibi ince kimyasallarin sentezi icin kiral yapi bloklari olarak kullanilabilirler. Yeni
bilesenlerin sentezi igin, kiral bir merkeze sahip olan bu bilesikler, iki fonksiyonal grup (OH, COOH)
icerirler (Lee et al, 1994).

Organik kimyada asimetrik sentez islemi ¢ok 6nemlidir ve bu alanda enantiomerik saf
bilesikler revagtadir. D-(-)-3 -hidroksibUtirik asit de bu gruba ait oldugundan, saf maddelerin genis
miktarlarda eldesinde PHB'In kullaniimasi dnem kazanmaktadir. Dogada en yaygin form olan D-(-)-
konfigirasyonuna sahip olan bu optik izomerler, bulunduklari ortamda kiral merkezleriyle
digerlerinden daha kuvvetli baglanma 6zelligine sahip oldugundan kromatografide kullanilabilir.
Ayrica bunlarin yag/su emdlsiyonlari icin, emdlsifikasyon ajani olarak kullanimi da mimkuinduar
(Holmes, 1985).

Birgok ilag, sadece bir kiral formda aktiftir ve D-(-)-3-hidroksibutirat boyle bilesiklerin organik
sentezinde bir ¢imento blogu gibi kullanilir. D-(-)-3 hidroksibitirat monomerinden, Hindistan
misirindaki hasaratin bir seks hormonu, bir balarisi hormonu, Cerambycidae familyasindan bir



36

bdcegdin koruyucu substrati ve guzel koku olarak S-citronellol gibi 6 saf kimyasalin organik olarak
sentezlendigi belirtilmistir (Holmes, 1985).

1.9.5. Paketleme Filmleri ve Tek Kullanimlik Malzemelerin Yapiminda Kullaniimasi

PHB ve kopolimerlerinin mekanik o6zellikleri polietilen, polipropilen vs. gibi bazi ticari
plastiklere benzediginden termoplastik poliesterlerdir. PHB daha kirilgan olmasi ve zayif ¢dzgen
dayaniklih@i disinda, polipropilenle benzer 6zelliklere sahiptir (Lafferty et al, 1988).

Dusuk su buhari gegirgenligi gibi besin paketleme endustrisi agisindan énemli olan bir
Ozelligi ile de, dusuk yodunluklu polietiiene benzemektedir (Weber, 2000). Kopolimerler ise daha
esnektir ve daha disuk erime sicakligina sahip oldugundan, preslenmis Urinlerin imalati igin daha
kullaniglidirlar. Diger taraftan sadece belirli bakteriler tarafindan Uretilen uzun yan zincirli (C4-C1,)
polimerler, daha disik erime noktalari ve cam gegirgenlik sicakhigina sahiptir. Bu materyaller lastik
benzeridir ve gergekte bir termo-elastomerdir (Lafferty et al, 1988).

PHB, kopolimerleri kadar iyi bir sekilde preslenebilir, bicimlendirilebilir, lif haline
doénusturdlebilir, filmleri yapilabilir ve klorine edilmis polietilen gibi diger sentetik polimerlerle
heteropolimer yapiminda kullanilabilir (Lafferty et al, 1988).

PHB kalip yapimi, sikistinimis film ve bazi fibrillerin gelistiriimesinde kullaniimigtir. Yapilan
paket filmleri mikemmel bir gaz bariyeri 6zelligindedir. 25 pym kalinligindaki bir PHB filmi 45
cm3/m2/g[]n'|[]k bir oksijen gecirgenligine sahiptir. Dusik olan bu oksijen gegirgenliginden dolayi
gida maddelerinin paketlenmesinde PHB filmleri rahatlikla kullanilabilir. Bu PHB filmleri polipropilen
filmleri kadar gucladur, fakat poli-etileter fitalat kadar dayanikli degildir. Oysa cam takviyeli PHB
kaliplari naylon benzerlerine goére daha sert ve dayanikhdir. Fakat bunlarin da sicakliga
dayanikhhdi mihendislik agisindan iyi degildir. Ancak bir¢ok plastik, cam-fiber dolgusu ilavesiyle
kuvvetlendirilebilmistir (Holmes, 1985)

PHB mukemmel olan gaz bariyer 6zelliginden dolayl, film seklinde kaplamacilikta
kullaniimistir. Kanadadaki Hamur ve Kagit Arastirma Enstitlisii, Montreal'deki Mc Gill Universitesi
ile PHA laktik Ureten bir firma olan Ecole Politeknik ve Imperial Kimya Sirketi arasindaki ortak bir
projeyle PHB, kaplanmis kagit ve yuksek kalitede film yapmak icin kullaniimistir. Bu kaplanmis
kagitlar tamamen biyolojik olarak pargalanabilmektedir ve ticari olarak, kaplanmis kagitlarda geri
donldsim daha kolay olmustur (Lafferty et al, 1988).

Biyolojik olarak parcalanabilirliginden dolay tek kullanimlik Grinlerin tretimi icin PHA'lara
yonelinmistir. Bu alanda Imperial Kimya S$irketi ve bunun yan kurulusu olan Marlborough

Biopolimers gibi sirketler PHA'larin arastiriimasi ve gelistiriimesinde aktif olarak rol almistir. PHA
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polimerine bu iki sirket ticari isim olarak BIOPOL adini vermistir ve 1970' li yillarda ilk ticari
prosesleri patentlemiglerdir (Lafferty et al, 1988).

Imperial Kimya Sirketi, kadinlara mahsus hijyenik Urinler, tek kullanimlik ¢ocuk bezleri ve
geri donidsimi gug olan plastik filmler gibi tek kullanimlik mutfak malzemeleri icin PHA'In potansiyel
bir pazar oldugunu 6nceden goérmesine ragmen PHA'In ilk ticari kullanicisi Almanya'da Wella
kozmetik sirketidir. Bu sirket PHA enjeksiyonla sise seklinde kaliplamis ve sa¢ sampuanlarini
paketlemek icin kullanmistir (Lafferty et al, 1988).

Polipropilene fiziksel o6zellikleri yuzinden ¢ok benzeyen PHB, polipropilenden yapilan
yikanabilir kaplar, kingtirilabilen paketler ve ipler gibi pek ¢ok durinin yapiminda da
kullanilabilmektedir (Holmes, 1985).

1.9.6. Ozel Uygulamalarda Kullaniimasi

PHB, oldukga aktiftir ve polimeri olusturan her bir hidroksibltirat ve hidroksivalerat
monomer Unitesi kiral bir karbon atomuna sahip olup, bunlarin herbiri D(-) konfiglirasyonundadir.

PHB solusyonlari ve PHB’den yapilan filmler, kendi iginden gegen polarize 1s1gin konumunu
gevirecektir. Bu optik izomerler bulunduklari ortamda kiral merkezleriyle digerlerinden daha kuvvetli
baglanma o6zelligine sahip oldugundan kromatografide kullanilabilir. Polimerlerin hidrolizi ile elde
edilen birgcok ilag, sadece bir kiral formda aktiftir ve bu materyal bdyle bilesiklerin organik sentezinde
bir gcimento bloku olarak kullanilabilir.

Tokyo Universitesinden Prof. Mori, HB monomerinden, Hindistan misirindaki hagaratin bir
seks hormonu, bir balarisi hormonu, long-horned-beetle bir bécegin koruyucu substrati ve glizel
koku olarak S-citronellol gibi 6 kimyasal maddenin sentezini rapor etmistir (Holmes, 1985).

PHB ve kopolimerleri paketleme filmleri ve tek kullanimlik malzemelerin yapiminda da
kullaniimaktadir. Bu materyallerin Ozellikleri polietilen, polipropilen gibi bazi ticari plastiklere
benzediginden termoplastik materyallerdir. PHB filmleri, polipropilen filmleri kadar gugludur, fakat
PET (polyethylene terephthalate) kadar dayanikli degildir. Cam takviyeli PHB kaliplari ise naylona

olan benzerligine gbre daha sert ve dayaniklidir (Holmes, 1985).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Aragtirmada Kullanilan Mikroorganizma

Yapti§imiz arastirmada kullanilan Bacillus subtilis ATCC 6633 susu Ege Universitesi Bilim

Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden (EBILTEM) temin edildi.
2.2. Mikroorganizmanin Aktiflestiriimesi

Calismada kullanilan Bacillus subtilis ATCC 6633 susu Nutrient Broth besiyerinde 37 °C’de
24 saat inklbe edilerek aktiflestirildi.

2.3. Kullanilan Mikroorganizmanin Muhafazasi

Yatik Nutrient Agar (Merck) tiplerine steril kosullarda paralel olarak inokile edilen bakteri,
37 °C'de 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonucunda Ureyen bakteri kltiiri +4 °C’de
buzdolabinda (Arcelik 4022-T) muhafaza edildi. Stok kulttrler ayda bir aktiflestirildi.

2.4. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri

Calismada temel besiyeri olarak Nutrient Broth (Merck) ve Nutrient Agar (Merck) kullanildi.
100 ml distile su igerisine Nutrient Sivi besiyerinden 0.8.gr ilave edildi ve pH’lari 7’ye ayarlandi.
Hazirlanan besiyerleri 121 %C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Kati besiortami Nutrient Agar’in

hazirlanmasinda ise %2 oraninda agar agar (Merck) ilave edildi.
2.5. Ortamlara Ekim ve Kiiltiirasyon

Calismalarda kullanilan besiyerine Bacillus subtilis ATCC 6633 susunun ekimi igin yatik
Nutrient Agar (Merck) tlplerindeki stok kdlturler igerisine McFarland 2 (%1’lik H,SO, ¢bzeltisinden
9.8 ml + %1’lik BaCL, ¢ozeltisinden 0.2 ml) bulaniklik tiplne esdeger bulanikliga gelinceye kadar
steril serum fizyolojik (%0.9 NaCL) ilave edildi (Cetin, 1973) ve homojen bir bakteri siispansiyonu

hazirlandi. Bu stspansiyondan besiyerlerine 1/20 (v/v) oranini saglayacak sekilde steril kosullarda
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ekim yapildi. Uretim 37 °C'de, 150 r.p.m. dongisel calkalama hizina ayarlanmis inklbatérde
(UniEquip UniHood 550) gercgeklestirildi.

2.6. Kiiltiirlerde Uremenin Olgiilmesi

Klltirlerde Ureme, kiltir ortamindaki bakteri yogunlugu McFarland standartindaki
degerlerine bakilarak saptandi. Bu amagla dncelikle 545 nm dalga boyunda, Perkin Elmer UV/VIS
spektrofotometrede kére kargi McFarland standarti gikarildi. Orneklerdeki liremenin saptanmasi igin
santrifuj edilen 6rnekler 6nce steril serum fizyolojik ile yikandi ve sonra Uzerine 10 ml serum
fizyolojik ilave edilip kére karsi okundu. Bulunan optik yogunluk degerlerine karsilik gelen bakteri
sayisi standart egriden hesaplandi ve ml'deki bakteri sayisi olarak verildi (Gurgin ve Halkman,
1988).

2.7. Kiiltiirlerde PHB Miktarinin Olgiilmesi

Calismada kullanilan Bacillus subtilis ATCC 6633 susunun sentezledigi PHB miktari

Bonartseva ve Myshkina’nin (1985) metoduna goére belirlendi.

e Nutrient Agar iceren yatik tlplerde inklibe edilen Bacillus susu 100 ml N.B igeren
besiyerinde 37+1 °C’de 24 saatte aktiflestirildi.

e Inkiibasyon sonunda hiicre kiiltiirii 6000 r.p.m.’de 20 dakika santrifiij edildi.

e Santrifdjj isleminden sonra sivi kisim uzaklastirilip pelet elde edildi.

e Pelet Uzerine 5 ml distile su ilave edilip homojenize edilmistir. Ardindan 10 dakika
50 MHZ'lik ultrasonikasyon (Elma Transsonic Digitals Marka) cihazi ile bakterilerin
hicre duvarlari pargalandi.

e 1:1 oraninda, kiiltiir ve 2N HCL (Merck) karigsimi 100 °C’lik su banyosunda 2 saat
bekletilmistir. Sure bitiminde 6000 r.p.m.'de 20 dakika santriflij edilerek pelet elde
edildi.

o Peletlerin tzerine 5 ml saf kloroform (Carlo Erba) ilave edilerek agizlari hava
almayacak sekilde parafilm ile kapatilip 1 gece 28 °C’de calkalamali inkiibatorde
bekletildi. Bu asamada PHB kloroform iginde ¢éziinmeye birakildi.

e Ornekler 6000 r.p.m.de 20 dakika santrifiij edilerek PHB graniilleri ¢oktirildu.
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e Kloroform kismindan 0,1 ml alinip, 40+1 °C’de 15 dakika bekletilip kloroform
ucguruldu ve oOrnek Uzerine 5 ml saf H,SO, (Carlo Erba) eklendi. Daha sonra
ornekler 100 °C’'de su banyosunda 20 dakika bekletildi. Bu asamada PHB’nin
krotonik asite donlisimu saglandi.

e Orneklerin optik yogunluk degeri (0.D) 235 nm dalga boyunda UV
spektrofotometrede oélgllerek tespit edildi.

2.7.1. PHB Standartinin Hazirlanisi

1.0-10 ug/ml olacak sekilde degisen miktarlarda Merck marka Poli-B-Hidroksibutirat
kullanilarak PHB standartlari hazirlandi. Hazirlanan 6rnekler kdre karsi 235 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Perkin Elmer UV/VIS Spectrophotometer) okundu. Bulunan absorbans
degerleri standart grafikten ug / ml cinsinden PHB miktari olarak 3 6érnedin ortalamasi alinarak

hesaplandi.

2.8. Bacillus subtilis ATCC 6633 sugsunun Ureme ve PHB Uretimine Etkili Kiiltiirel

Parametrelerin Saptanmasi

2.8.1. PHB Miktarinin Zamana Gére Degisimi ve Uygun inkiibasyon Siiresinin

Saptanmasi

En ylksek PHB sentezini saglayan inklibasyon suresini saptamak amaciyla Bacillus subtilis

ATCC 6633 susunun zamana gore (2. - 30. saat) Uremesi, PHB Uretimi ve verimliligi tayin edildi.
2.8.2. Optimum Iinkiibasyon Sicakliginin Saptanmasi

inkiibasyon sicakliginin PHB sentezine etkisini incelemek amaciyla, mikroorganizma

yukarida anlatilan sekilde hazirlanan besiyerine 20, 25, 30, 35 ve 40 °C’lerde inkiibe edildi.
2.8.3. Optimum inkiibasyon pH’sinin Saptanmasi
Temel besiyeri pH: 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 olacak sekilde ayarlandi. Ortamlar sterilize

edildikten sonra ekim yapildi. Ekim yapilan besiyerlerinde, inkibasyon sonunda Ureme ve PHB

verimi él¢ulda.
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2.8.4. Cesitli Karbon Kaynaklarinin PHB Sentezine Etkisi

PHB sentezine etkili olan karbon kaynaklarini incelemek amaciyla Nutrient Broth (Merck)
besiyerine glukoz (Carlo Erba), sukroz (Merck), D-mannitol (Cerlo Erba), D-arabinoz (Fluka) milipor
filtrasyon (por gapi 0,45m) sonrasi %2 (w/v) oraninda ilave edildi. inkiibasyon siiresi sonunda
kiltir ortamlarindan alinan érneklerde Greme ve PHB miktari tayin edildi (Yliksekdagd ve digerleri,
2004).

2.8.5. Cesitli Azot Kaynaklarinin PHB Sentezine Etkisi

PHB sentezinde rol oynayan azot kaynagi turli Yiksekdag ve digerlerinin (2004) 6nerdigi
sekilde saptandi. Buna gore azot kaynagi olarak Nutrient Broth (Merck) besiyerine sadece L-sistein
(Merck), L-glisin (Merck), proteaz pepton (Fluka), (NH4),SO, (Carlo Erba) ve potasyum nitrat
(Merck) %0,2 (w/v) olacak sekilde ilave edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiir ortamlarinda

ureme ve PHB miktari tayin edildi.

2.8.6. C/N Oraninin PHB Sentezine Etkisi

PHB sentezinde rol oynayan C/N oranlari Okmen ve Algurun (2000) énerdigi sekilde
saptandi. Buna gére farkli C/N oranlarina (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 ve 2.5) goére kultir ortamina karbon
kaynag olarak glukoz (Carlo Erba), azot kaynagi olarak da L-glisin (Merck) ilave edildi. inkiibasyon

suresinin sonunda kultlr ortamlarinda Greme ve PHB miktari tayin edildi.
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3. BULGULAR

3.1. PHB Miktarinin Zamana Goére Degisimi ve Uygun inkiibasyon Siiresinin

Saptanmasi

Tablo 3.1’ de ve Sekil 3.1°de gorildigi gibi uygun inkiibasyon stiresinin 24. saat oldugu, PHB

miktarinin zamana gére degisiminde de en uygun sirenin 24. saat oldugu bulundu.

Tablo 3.1. Bacillus subtilis ATCC 6633’ de Zamana Bagh Olarak Ureme, PHB Uretimi ve Verimlilik

Zaman PHB miktari Hicre Sayisi Verimlilik

(Saat) (Mg/ml) (X 106) (Mg PHB /Total Hiicre X 10°°
2 0,0175 55 0,319
4 2,1309 1151 1,851
6 6,7527 1906 3,542
8 7,6014 2115 3,594
10 9,7416 2139 4,554
12 9,059 2333 3,882
14 9,1143 2443 3,730
16 10,1845 2402 4,240
18 8,3671 2262 3,698
20 10,2583 2482 4,133
22 9,4741 2432 3,895
24 10,4981 2489 4,217
26 9,7324 2506 3,883
28 9,2804 2466 3,763
30 9,9446 2517 3,950
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3.2. Optimum inkiibasyon Sicakliginin Saptanmasi

Tablo 3.2’de ve Sekil 3.2'de goérildigu gibi en yliksek PHB sentezi sicakhdin 30 °c oldugu
besiyerinde bulundu.

Tablo 3.2. Bacillus subtilis ATCC 6633’ de Sicakliga Bagh Olarak Ureme, PHB Uretimi ve Verimlilik

Sicaklik PHB miktari Hucre Sayisi Verimlilik
) ( pg/ml) (X 10°% (Mg PHB / Total Hiicre X 10
20 0,6088 1192 0,510
25 3,4963 1412 2,476
30 10,4981 2489 4,217
35 6,9372 1757 3,948
40 0,9778 1751 0,558

Sicakhiga Baglh Olarak Hiicre Sayisi ve PHB Uretimi
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3.3. Optimum inkiibasyon pH’sinin Saptanmasi

Tablo 3.3'de ve Sekil 3.3'de goérildigu gibi en yiuksek PHB sentezi besiyeri pH ‘1 7 oldugu
kosulda bulundu.

Tablo 3.3. Bacillus subtilis ATCC 6633’ de pH’a Bagl Olarak Ureme, PHB Uretimi ve Verimlilik

PH PHB miktar Hucre Sayisi Verimlilik
( ug/ml) (X 10°% (Mg PHB / Total Hiicre X 10
5 2,7306 1648 1,656
6 2,3431 1733 1,352
7 10,4981 2489 4,217
8 2,9704 1374 2,161
9 4,2250 1329 3,179

PH'a Bagh Olarak Hiicre Sayisi ve PHB Uretimi
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3.4. Cesitli Karbon Kaynaklarinin PHB Sentezine Etkisi

Tablo 3.4’de ve Sekil 3.4’de goruldugi gibi karbon kaynagi olarak D-mannitol kullanildiginda
PHB Uretimi en ylksek, sukrozda ise Gremenin en yuksek oldugu bulundu.

Tablo 3.4. Bacillus subtilis ATCC 6633’ de Farkh Karbon Kaynaklarinin Kullanimina Bagli Olarak
Ureme, PHB Uretimi ve Verimlilik

Karbon Kaynaklari PHB miktar Hicre Sayisi Verimlilik
(g/ml) ( pug/ml) (X 10° (Mg PHB / Total Hiicre X 10
Sukroz 8,7638 3124 2,805
Glukoz 5,2952 2644 2,002
D-Mannitol 23,6623 2544 9,301
Arabinoz 7,3708 71 0,0001

Farkh Karbon Kaynaklarina Bagh Olarak Hiicre Sayisi ve PHB

Uretimi
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Sekil 3.4. Bacillus subtilis ATCC 6633’ de Farkl Karbon Kaynaklarinin Kullanimina Bagh Olarak
Ureme ve PHB Uretimi
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3.5. Cesitli Azot Kaynaklarinin PHB Sentezine Etkisi

Tablo 3.5’de ve Sekil 3.5’de goruldigu gibi azot kaynadi olarak L-glisin kullanildiginda PHB

Uretimi en ylksek, amonyum siilfat kullanildiginda ise tGremenin en yiksek oldugu bulundu.

Tablo 3.5. Bacillus subtilis ATCC 6633’ de Farkli Azot Kaynaklarinin Kullanimina Baglh Olarak

Ureme, PHB Uretimi ve Verimlilik

Azot kaynaklari PHB miktar Hicre Sayisi Verimlilik
(g/ml) ( pg/ml) (X 10° (ug PHB / Total Hiicre X 10
Proteaz Pepton 3,0904 2128 1,452
Glisin 14,6217 1903 7,683
Amonyum Siilfat 0,1014 2196 0,046
Potasyum Nitrat 11,4022 2155 5,291
Sistein 0 114 0

Farkh Azot Kaynaklarina Baglh Olarak Hiicre Sayisi ve PHB

Uretimi
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3.6. C/N Oraninin PHB Sentezine Etkisi

Tablo 3.6’de ve Sekil 3.6’de goérildigiu gibi C/N oraninin 2.5 oldugu dederde PHB uretimi en

yuksek, C/N oraninin 0.5 oldugu durumda ise Gremenin en yliksek degerde oldugu bulundu.

Tablo 3.6. Bacillus subtilis ATCC 6633’ de Farkli Karbon / Azot Oranina Bagh Olarak Ureme, PHB

Uretimi ve Verimlilik

Karbon / Azot PHB miktar Hucre Sayisi Verimlilik
(g/ml) ( pug/ml) (X 10% (Mg PHB / Total Hiicre X 10
0,5 1,0027 2260 0,4367
1 0,8773 2227 0,3939
1,5 2,3238 2173 1,0693
2 1,2915 2188 0,5902
2,5 3,2481 2132 1,523
Karbon / Azot ' a Bagh Olarak Hiicre Sayisi ve PHB Uretimi
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4. TARTISMA VE ONERILER

Hidroksibutirik asit birgcok bakteri tarafindan aktif polimer olarak sentezlenmekte ve karbon
ve enerji kaynagi olarak sitoplazma igerisinde granil seklinde depo edilmektedir. Biyolojik islemler
sayesinde Uretilebilen bir termoplastik kristal olan PHB’nin ilk endustriyel Uretimi Alcaligenes latus
ve A. eutrophus kullanilarak baslamistir (Hiramitsu et al, 1993).

Reusch ve Sadoff (1983), D(-)poli-B-hidroksibutiralarin Azotobacter vinelandii, Bacillus
subtilis ve Haemophilus influenzae sitoplazma ve hicre membrani iginde 6nemli molekuller
oldugunu bildirmislerdir (Reusch and Sadoff, 1983).

Toplu kultirlerde glukoz, Embden-Mayerhoff-Parnas (EMP) metabolik yolu vasitasiyla esas
Urtn olarak piruvat ve asetata indirilir. Glukoz hemen tlketilir, asitler Trikarboksilik asit dongusi
(TCA) yolu ile oksitlenir. Bu islem sporulasyonun baslangici ile yakindan iliskilendirilmistir. Asetat
kismen Bacillus spp.’de sporulasyon boyunca tiketilen PHB’ye donistirilir (Benoit et al, 1990).

Kultirasyon sicakligi PHB Uretimini 6nemli dlglide etkileyen fizyolojik kosullardan birisidir.
Cok dusuk ve cok ylksek sicakliklarda istenilen sonuglar elde edilememektedir. Calismamizda
optimum sicakhk 30 °C olarak bulunmustur. Bu sicaklik derecesinde hem PHB iretimi, hem de
hicre sayisi en ylksek degerlerde saptanmistir. Daha ylksek ve dusuk sicakliklarda PHB Gretimi
ve hicre sayisi azalmaktadir. Bunun baglica nedeni de bu sicakliklarda enzimlerin optimal 1silarinin
gecilmesidir. Kultirasyon sicakhgi ile ilgili literatir sonuglari incelendiginde benzer bulgulara
rastlanmaktadir (Grothea et al, 1999; Yuksekdag ve digerleri, 2003).

Bakteriler genel olarak 6-8 pH araliginda optimum tdreme gdstermektedirler. Calismalarimiz
sonucunda PHB Uretimi i¢in en uygun baslangi¢ pH’si 7 olarak bulunmustur. Bu pH'da sicaklik,
karbon ve azot kaynaklari da istenilen dizeydedir. Konu ile ilgili yapilan c¢alismalarda bazi
arastiricilar PHB Gretimi igin baslangi¢ pH degerini 6,5 olarak bulmuslardir (Grothea et al, 1999).

PHB eldesi i¢in uygun inkibasyon suresinin 45 saat oldugunu bildiren ¢alismalarin yani sira
yuksek PHB sentezine uretimin 24.,48., 72. ve 120. saatlerde rastlandigini bildiren arastirmalar da
vardir (Yiksekdag ve digerleri, 2004; Benoit, 1990; Nam and Ryu, 1985; Klittermann et al,2002).
Calismamizda PHB sentezinin zamana bagl olarak artarak 24. saatte en yiuksek degere ulastigi
saptanmistir. Artan hiicre sayisina ragmen PHB seviyesinin belli zamandan sonra duslse
gecmesinin nedeni olarak; bakterilerin PHB'’yi karbon ve azot kaynagi olarak kullanmasi sonucu
ortamdaki yetersiz karbon ve azot sebebiyle olumsuz sartlarin olusmasi olarak gosterebiliriz.

Degisik karbon kaynaklarinin PHB Uretimine etkisinin incelendigi ¢alismamizda karbon

kaynagi olarak Mannitol igeren kultir ortamlarindan PHB Uretimi diger karbon kaynaklarini iceren
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kultir ortamlarina kiyasla daha yiksek bulunmustur. Ancak Mannitol maliyeti ¢cok ylksek olan
karbon kaynaklarindandir. Dolayisi ile bu tir endustriyel uygulamalar igin tercih edilmez.
Calismamizda da bu nedenle karbon kaynadi olarak Mannitol yerine daha ucuz ve kolay bulunan
Glukoz igceren kiltir ortaminda PHB Uretimi gercgeklestiriimistir. Yiksekdad ve arkadaslarinin
yapmis oldugu cgalismada en ylksek PHB seviyesi B. subtilis 25 ve B. megaterium 12’de karbon
kaynagi olarak glukoz iceren besiyerinde tespit edilmistir (Yiksekdag ve digerleri, 2004). Hori ve
arkadaglari, B. megaterium’da hiicrede max seviyede PHB icerigine glukozlu ortamda buyimeden
sonra ulasmistir (Hori et al,2002). Wu ve arkadaslarinin yénettigi bir diger calismada da Bacillus sp.
JMa5 sugunun sukroz fermentasyonu boyunca 25-35% (w/w) PHB biriktirtirdigi rapor edilmistir (Wu
et al, 2001).

Azot kaynaginin PHB birikimine etkisinin incelendigi ¢alismamizda PHB birikimi en fazla
Glisin iceren kultir ortaminda elde edilmistir. Yapilan diger calismalarda azot kaynagi olarak
proteaz peptonlu ortamda B.subtilis 25 ve B.megaterium 12’ de en yiksek PHB birikimi elde
etmislerdir (Yuksekdag ve digerleri, 2004). Mercan ve arkadaslari Rhizobium sp.’nin 2 susunda
farkli karbon (glukoz, sukroz, arabinoz) ve azot kaynagi (L-sistein, L-glisin, DL-triptofan, proteaz
pepton, potasyum nitrat) iceren YEM sivi besiyerinde disuk miktarda PHB Uretirken, yliksek PHB
Uretimi L-Sistein ve Glisin iceren besi ortaminda elde etmiglerdir (Mercan ve digerleri, 2002). Ugur
ve Sahin’in yapmis olduklari ¢alismada maximum PHB igerigi Streptomyces MU117’de azot
kaynag! olarak glisin ve tripton iceren ortamda bulunmus olmasina ragmen azot kaynagi olarak
aspargin ve amonyumsdllfat iceren ortamda geligtirildiginde cok daha dusik PHB iceridi tespit
edilmigtir. Ayni calismada sinirli-nitrojen kosullarinin miseliyal gelisim icin inhibitér oldugu, PHB
Uretimi agisindan ise uyarici ortaya koyulmustur (Ugur and Sahin, 2002).

Cesitli polimerlerin biyosentezinde kultir ortamindaki karbon/azot (C/N) orani énemli rol
oynamaktadir. Polimer Grunlerin verimliligini artirmak igin uygun karbon/azot oraninin gerekliligi ve
dnemi cesitli arastirmacilar tarafindan belirlenmistir (Wang et al, 2007; Okmen G. ve Algur O.F.,
2000; Grothea et al, 1999). Bu amagla yapilan galismada, degisik miktarlarda karbon ve azot
kaynaginin Bacillus subtilis ATCC 6633 kulturlerindeki PHB sentezine etkisi incelenmistir. Bulgulara
gore degisik miktarlarda karbon ve azot kaynagi iceren kultirlerdeki PHB Uretiminin C/N oraninin
2,5 oldugu durumda en ylksek oldugu goérilmektedir. Karbon miktarinin artmasi hicre sayisi
miktarini disurmekte, buna karsin PHB sentezini artirmaktadir. Azot kaynagi olarak kullandigimiz
Glisin’in, karbon kaynagi olarak glukoz kullanildiginda biyidme-sinirlayici faktér olarak rol oynamis
olabilecegi distincesindeyiz.

Son yillarda petrol kdkenli plastikler ¢gok kullanilan materyaller durumuna gelmistir. Plastik

maddelerin neredeyse her alanda kullanilabilmeleri, teknik 6zellikleri bu noktaya gelmelerinde en
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Onemli nedenlerdendir. Plastiklerin ginlik hayatta olduk¢a yaygin kullaniimalari onlari neredeyse
vazgecgilmez konuma getirmistir. Ancak bu tir plastiklerin pargalanmalarinin uzun sirmesi
nedeniyle gevre kirliligine neden olmalari ¢gevre dostu plastiklerin yani biyoplastiklerin denenmesine
yol agmistir. Yapilmis olan galismalardan da anlasildigi Gzere PHB en yaygin olarak bilinen ve
galisilan polimerlerden birisi konumundadir.

Mikrobiyal sekilde Uretilen PHB ve onun kopolyesterleri geridoniisim islemlerinin fazla
zaman almasi, zorlugu ve pahali olusu nedeniyle plastik materyallerin Gretimi icin heniliz genis
¢apta kullanilmamaktadir. PHB ve onun kopolyesterleri ile ilgili bir dijer esas problem islenmeleri
suresince koti kokmalaridir. Ayrica mikrobiyal yollarla elde edilen PHB ve kopolimerlerinden
yapilan plastik materyallerde safligi bozan seylerlerin varligi bazi insanlar i¢in alerjik reaksiyonlara
sebep olabilmektedir. Bu nedenle istenilen gekici 6zelliklere sahip PHB ve onun kopolimerlerinin
Uretimi icin yeni yollar arastinimaldir. Bu yollardan biri (R)-3-HB ve baska bilesikler kullanarak
polimerizasyon yoluyla PHB ve onun kopolimerlerini Gretmektir (Tokiwa and Ugwu, 2007).

Mikrobiyal sekilde PHB Uretiminin pahali olmasindan dolayi meydana gelen olumsuziugu
gidermek amaciyla gesitli arastirmalar yapilmakta olup, ucuz substrat ve polimer utretim yontemleri
aranmaktadir. Literatlirde bu konu ile ilgili yapilan arastirmalardan birinde, Gretilen PHB miktari,
organizmanin Gremesi mimkin oldugunca ekonomik olan sadece flask ve batch kultur teknikleri ile
gerceklestirildiginde ¢ok dusuk gbézlemlendigini, buna karsin yiksek PHB konsantrasyonu ve
uretilebilirligi fed-batch kaltar tekniklerinden elde edildigi belirtiimistir. Yapilan ¢alismada bakterilerin
fed-batch kdaltirlerinde ucuz olan nisasta ve peynir altt suyu substratlarindan PHB dretimi
yapiimistir (Kim, 2000). Ancak yapilan ¢alismalar sonucu rekombinant suglarda PHB miktarinin
daha fazla oldugu ve 1sik miktari, azot eksikligi ve oksijeni sinirli ortamlar gibi pek ¢ok faktériin PHB
Uretim miktarini etkiledigi bildiriimistir (Miyake et al, 1996; Dénmez ve digerleri, 1999; Takahashi et
al, 1998).

Sonug olarak butiin ¢aligmalarimizda ¢ok degisik endustrilerde dnemli bir hammadde olan
PHB’nin bakteriyal kaynaklardan eldesi arastiriimigtir. Bu amagcla Bacillus subtilis ATCC susu
kullaniimis ve bakteri Uretimine ve PHB sentezine etkili kiltiirel parametreler incelenmistir. Elde
ettigimiz bulgular Bacillus subtilis ATCC 6633 susunun PHB eldesinde kullanilabilecegini
gOstermektedir. Bu susun verimliligini artirma yénundeki ¢alismalar bundan sonraki agsamalarda g6z
Onune alinacaktir. Yaptigimiz bu ¢alismanin konu ile ilgili bundan sonraki ¢alismalara isik tutacagi

inancindayiz.
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