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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI RHIZOBIUM BAKTERILERININ MELAS BESIORTAMINDA
POLY-B-HIDROKSIBUTIRAT (PHB) URETIMLERININ
INCELENMESI

Ziileyha TURKOGLU

Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

2009, Sayfa: 36

Bu arastirmada Elaz1g yoresinden alinan toprak orneklerinden izole edilen dogal
Rhizobium  suslarinin, attk bir madde olan melasin farkli konsantrasyonlarinda
spektrofotometrik metot yardimiyla Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) iiretimleri tespit edilmistir.
Kontrol grubu olarak Ankara Toprak ve Giibre Arastirma Enstitiisii'nden temin edilen
Rhizobium phaseoli CIAT 899 susu kullanilmistir. Rhizobium cinsine ait suslar, melas besi
ortaminda 28 °C de 96 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler santrifiijlenmis,
elde edilen biomass kurutulmustur. Kuru agirliklan tespit edildikten sonra sonikasyon islemleri
ile PHB elde edilmistir. PHB, siilfirik asit ile krotonik asite doniistiiriilmiis, son maddenin

miktar1 235 nm. UV spektrofotometrede 6lciilmiistiir.

Rhizobium phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirliklarina gore en yiiksek PHB
verimi % 0,5’lik melas konsantrasyonunda 96 saat lik inkiibasyon siiresi sonunda % 29,43
olarak tespit edilmistir. Calisilan diger Rhizobium suslarinin hiicre kuru agirliklarina gére PHB
verimleri farkli melas konsantrasyonlarinda %35,90-% 60,23 arasinda bulunmustur. Farkli melas
konsantrasyollarindaki hiicre kuru agirliklarina gére en yiiksek PHB verimi 15F kodlu izolat da,

% 1,5’lik melas konsantrasyonunda % 60,23 olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Rhizobium phaseoli, Poly-B-hidroksibiitirat, Melas



ABSTRACT

MSc Thesis

STUDY OF POLY-BETA-HYDROXYBUTYRATE (PHB) PRODUCTION IN
MOLASSES MEDIUM OF SOME RHIZOBIUM BACTERIA

Ziileyha TURKOGLU

Firat University
Science Institute
Biology Department
2009, Page: 36

In this research, production of Poly-B-hydroxybutyrate (PHB) by Rhizobium strains
which are isolated from the soil which is taken from different regions of Elazig province was
studied. Rhizobium phaseoli CIAT 899 strains which is taken from Ankara Soil and Fertilizer
Research Institute, is control group. Rhizobium strains were grown in molasses medium at
28 °C temperature for 96 hours. After incubation period cultures were centrifugated and biomass
which are obtained were dried. After dry cell weigh had been measured, PHB were obtained by
ultrasonication. PHB is converted to crotonic acid by using sulfiric acid. The amount of the last
substance is measured by using UV spectrophotometer at 235 nm. According to Rhizobium
phaseoli CIAT strain cell’s dry weights, maximum PHB yields were obtained %29,43 percent

in % 0,5 percent molasses’s concentration after in 96 hours incubation time.

According to be worked Rhizobium phaseoli CIAT strain cell’s dry weights, PHB yields
were obtained between %35,90- % 60,23 percent different molasses concentrations. According
to cell’s dry weights in different maximum PHB yield was ontained, in labelled 15F extract,

% 60,23 percent in %1,5 percent molasses concentration.

Key Words: Rhizobium phaseoli, Poly-B-hydroxybutyrate, Molasses
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1. GIRIS

Insan varolusundan beri dogadan yararlanmis ancak zamanla bilimin olanaklariyla
kendini yeterince gii¢lii goren insan, dogayi sinirsizca kullanmaya, hatta somiirmeye baslamig
ve uzun siire dogaya verdigi zararlardan habersiz yasamistir. Cevreye verilen bu zararlar
doganin kendini yenileyebilme 6zelligi nedeniyle baslangicta dnemsenmemis, hatta ¢cevrenin
zamanla bu kirliligi yok edecegi diistiniilmiistiir. Zaman i¢inde ¢evreye birakilan kirliligin nicel
ve nitel olarak artmasi, ¢evrenin kendini yenileyebilme 6zelliginin ¢ok iistiine ¢ikmis ve cevre
hizla bozulmaya baslamistir [1].

Diinya niifusuyla birlikte ¢ogalan insan faaliyetleri ve teknolojik gelismelerle gerek
endiistride gerekse giinliik yasantimizda yaygin olarak kullanilan organik kirleticilerin miktar1
ve cesitliligi, modern yasamin gereksinimleri karsisinda giin gectikge artmaktadir. Endiistrideki
ilerlemeler ve gelisen tarim teknolojileri, pestisitler, petrol ve petrol tiirevleri gibi cesitli
kullanim alanlarina sahip olan bir ¢ok organik kirletici ajanin giinliik hayatimiza girmesine
neden olmaktadir.

Hizla gelismekte olan iilkemizde enerji kaynagi olarak petroliin tiiketimindeki artis,
petrol {iiriinlerinin Uiretimi, isletilmesi esnasinda olusan atiklar, taginmasi esnasinda olusan
kazalar ve sizintilar nedeni ile hidrokarbonlarla kirletilmis alanlarin miktar1 da artmaktadir.
Diinyada oldugu gibi iilkemizde de kullanilan bu organik bilesiklerin 6zellikle petrol liriinleri ve
kimyasallar’ 1n (ilag maddeleri, deterjanlar, bocek ve bitki ilaclar ve plastikler) kullanimindaki
artis canlilar i¢in toksik ve kanserojen oldugu bilinen ciddi saglik sorunlariyla birlikte cevre
sorunlarin1 da beraberinde getirmektedir [2, 3].

Bu organik bilesiklerden plastik atiklar giintimiiziin 6nemli sorunlarindandir. Son 50 yil
icerisinde petrol kokenli plastikler cok kullanilan materyaller haline gelmislerdir. Plastiklerin
cok yonlii olarak neredeyse her alanda kullanilabilmeleri, miikkemmel sayilabilecek teknik
ozelliklerin bu noktaya gelmelerindeki en ©Onemli nedenlerdir. Giiniimiizdeki plastikler;
otomobillerdeki parcalarda, ev alet ve gereclerinde, bilgisayar ekipmanlarinda, medikal
uygulamalarda ve paketleme elemanlarinda oldukg¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir ki bu
sebeple de neredeyse vazgecilmez bir konuma gelmislerdir [4].

Atik plastikler genellikle diger evsel atiklarla birlikte ¢cop bosaltma sahalarina atilmakta
veya ¢Op ¢ukurlarina dokiilmektedir. Atik bosaltma sahalarinin ve ¢ukurlarinin giderek dolmast,
yakma gibi alternatif yontemlerin giderek artan maliyetleri, cesitli teknik sorunlar, enerji
kaynaklarin1 koruma ve atiklari cevresel acidan kabul edilebilir sekilde azaltma istegiyle
birlesince atik plastiklerin yeniden kullanimi konusu giindeme gelmistir. Fakat atik plastiklerin

tekrar kullamima hazirlanmasi icin toplama, ayiklama, hammadde haline getirme asamalari



maliyeti arttirmaktadir [5]. Petrol fiyatlarinin artmasi ve diger nedenlerden dolayi sentetik
plastiklerin istenilen fiziksel ve kimyasal oOzelliklerini tasiyan petrol kokenli plastiklere
alternatif, ekolojik yonden yararli, biyolojik olarak parcalanabilen materyallerin gelistirilmesi ve
kullanim1 konusunda artan toplumsal ve bilimsel ilgi ortaya ¢ikmustir [6].

Kiiresel endiistrilesme ve teknolojideki hizli gelismelere bagh olarak ortaya ¢ikan atik
maddelerin ¢evreye olan olumsuz etkilerini gidermek veya azaltmak icin atik maddelerin
giderimi ya da degerlendirilmesinde kullanilan klasik endiistriyel yontemler yerine
biyoteknolojik yontemler tercih edilmektedir. Bu uygulamalarda atik maddelerin geri kazanimi
cevre dostu teknolojilerin temel hedefi durumuna gelmistir. Boylece hem endiistriyel atik
maddelerin biyoteknolojik yontemle geri kazanilarak tekrar ham madde olarak kullanilmasi
gerceklestirilecek, hem de tarim, kozmetik, saglik, petrol endiistrisi ve ¢evre teknolojisi gibi
alanlarda ekonomik olarak degerlendirilmesi saglanmig olacaktir [2].

Son zamanlarda biyoteknoloji alanindaki arastirmalar mikroorganizmalar yardimi ile
atik maddelerin parcalamasi ve yeni iiriinlerin elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Boylece
hem cevre kirliligi azaltilacak hem de insanlarin yasami i¢in yararli iiriinlerin elde edilmesi
saglanmig olacaktir. S6z konusu atik maddelerin ham madde olarak kullanimi sonucu
mikrobiyal yolla elde edilen biyoteknolojik iirlinlerden birka¢i mikrobiyal polisakkaritler,
pigmentler, biyosiirfektanlar (biyo-ylizey aktif maddeler) ve mikrobiyal termoplastiklerdir
[3,7].

Petrokimyasal kaynakli plastiklerin dogada uzun siire parcalanmadan kalmalariyla
meydana gelen c¢evre Kkirliliginin  Onlenmesi  amaciyla  yapilan  arastirmalarda
mikroorganizmalarin karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmak iizere, stres kosullarinda
depoladiklar1 lipit graniillerinin plastik 6zellikte olmast ve bu plastik materyalin, dogada
mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasi, mikroorganizmalar kullamilarak, plastik madde
iiretimini kapsayan bir sektoriin gelismesine neden olmustur. Bdylece biyolojik yolla
parcalanabilen polimerlerin, (mikrobiyal termoplastik) iiretimi 6nem kazanmistir [8]. Bunlar
cesitli mikroorganizmalar tarafindan, azot ve fosfor gibi temel besinlerin sinirl
konsantrasyonlarinda ve karbon kaynaginin fazlaliginda enerji depo materyali olarak
sentezlenen cesitli hidroksialkanoat polimerleridir. Polihidroksialkanatlarin (PHA) polipropilen
gibi cesitli termoplastiklere benzer 6zelliklere sahip olduklarindan polipropilenin yerine
kullanilabilmektedirler. PHA toprak, deniz, gol sular ve atik sulardaki mikroorganizmalar
tarafindan aerobik sartlarda karbondioksit ve suya kadar, anaerobik kosullar altinda metana

kadar tamamen pargalanabilmektedirler [9].



PHA biyoparcalanabilirlik ve biyouyumluluk gostermesi nedeniyle olduk¢a dikkat ¢cekmis ve
tizerinde durulmaya baslanmistir. Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) ise en yaygin olan ve en iyi
bilinen PHA dir [4].

1920’11 yillarda, bazi bilim adamlarinin, bakteri hiicresinde yedek enerji kaynag: olarak
PHA smifinin bir iiyesi olan PHB’ nin biriktirildigini saptamalari, o zamanlar heniiz farkina
varilmayan giiniimiizde yogun ilgi odagi olan yeni bir plastik malzeme sinmifinin kesfinin
baglangici olmugtur [10]. Biyolojik olarak pargalanabilen poli-B-hidroksibiitirik asit (PHB)’in
ozellikleri 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, PHA ve
PHB’nin endiistriyel iiretimi iizerinde yeterince durulmamustir [11]. Biopol, Alcaligenes cinsine
ait bakteriler kullanilarak endiistriyel olarak iiretilmis ilk biyodoniisiimlii plastiktir. Bu materyal,
dogal ve sentetik polimerlerin tiim avantajlarin1 tasimaktadir. Giiglii kristal yapida olup polimer
ya da monomer birimlerine baglh olan, elastik kaucuklara benzeyen cesitli ozelliklere sahiptir
[12].

Bircok mikroorganizma tarafindan dogal olarak sentezlenen PHB’nin, yiiksek
miktarlarda iiretilen ve c¢ogunlukla ambalaj malzemesi olarak kullanilan polipropilenin
ozelliklerine benzerlik gostermesi, bu termoplastigin Avrupa, Amerika ve Japonya’da
endiistriyel capta iiretimine hiz kazandirmistir [13]. PHB o6zellikle Alcaligenes, Azotobacter,
Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium ve cesitli toprak mikroorganizmalar1 tarafindan
olusturulmaktadir. Bu mikroorganizmalardan bitkide nodiil olusturan toprak bakterileri olan
Rhizobium cinsi bakterilerin de hiicre ici PHB depo etme yetenegi bircok arastirmaya konu
olmustur. Genel olarak hareketli olan bu bakterilerin en 6nemli 6zelliklerinden biri baklagiller
ile simbiyotik iliski sonucunda azotu fiske edebilmeleridir [8]. Son yillarda ¢ok sayida
Rhizobium bakterisine ait tiirlerin PHB’ yi, serbest yasam ve simbiyotik iliskide biriktirdikleri
gozlenmistir.

PHB ve cesitli PHA'larin iiretimi icin kullanilan substratlar ise 6zellikle karbon kaynagi
acisindan bakildiginda, glukoz, siikkroz ve yag asitleri ile alkanlar ve kloroalkanoik asitler gibi
kimyasal bilesenlerdir [14, 15]. PHB ve kopolimerlerin kompozisyonu, kullanilan karbon
kaynagina bagl olarak degisebildigi, ancak bu dagilimin tesadiifi olabilecegi de sdylenmistir
[16]. PHB olusumu i¢in kullanilan seker substratinin fiyatinin, PHB iiretiminin ticari basarisinda
sinirlayict faktorlerden biri oldugu ve polimer iiretiminin her bir tonu icin, 3 ton glukoz
kullanilmas1 gerektigi bildirilmektedir [17]. Kullanilan glukozun, maliyeti yiikseltmesi
sonucunda iiretilen PHB'1n kg fiyat1 15-30 Dolar arasinda degismektedir. Bu nedenle polimerin

kullamim smirlarin1  belirleyecek olan maliyet fiyatimi diisiirmek ic¢in, rekombinant tiirler



tizerinde calismalar yapilmustir. Son yillarda PHB nin genetigi, molekiiler biyolojisi ve
metabolizmasinin anlagilmasi ve PHB biyosentez genlerinin klonlanmasiyla c¢esitli rekombinant
suglar elde edilmistir. Bunlar farkli monomer iinitelerinden olusan polyesterleri sentezleme
yetenegine sahip olup daha fazla polimerin depo edilmesini miimkiin kilmaktadir [10]. Bunun
yamsira farkli ve ucuz karbon kaynaklar1 kullanarak yiiksek PHB verimi elde etme amaciyla da
calismalar yapilmaktadir [18]. Ekonomik biyoplastik iiretimi i¢in melas [19, 20] ksiloz, arpa ve
soya atik sulari ve peynir alti suyunun [21] kullamlmasi arastirilmaktadir. Ozellikle melas,
bakteriler icin karbon kaynagi olmasinin yani sira, icerdigi vitaminler ve mineraller ile biiyiime
faktorii kaynagi olarak da kullanilmaktadir [10, 22]. Seker endiistrisinin bir yan {iriinii olan
melas, kristalize sekerin eldesinden sonra seker imali ve rafinesinin son iiriinii ucuz karbon

kaynaklarindan biri olarak ta tanimlanabilir [4].

1
PHB'!n hiicrede teshisi ve konsantrasyonunun belirlenmesinde H NMR ve Gaz

Kromatografisi analizi ve FTIR spektroskopi yontemi kullanilabilmektedir [23]. Canli bakteri
hiicresi icerisindeki PHB depo graniillerinin tespit edilmesi i¢in genis olarak kullanilan
metotlardan biri de lipofilik boyalarla boyamadir. Bu amagla Nil Blue A, Sudan Black B ve
Sudan III gibi baz1 floresan boyalar kullanilabilir [24]. UV spektrofotometrik olarak tayini
yapilabilen PHB, hiicreden ayrildiginda, siilfiirik asitle krotonik aside doniistiiriilerek, 235 nm
dalga boyundaki absorbansi 6lciilebilir.

Bu calismada FElazig yoresinden alinan toprak orneklerinden izole edilen dogal
Rhizobium  suslarinin, attk bir madde olan melasin farkli konsantrasyonlarinda
spektrofotometrik metot yardimiyla Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) {iiretim verimlerinin tespiti

amaclanmstir.



2. GENEL BILGi

2.1. Biyoplastiklerin Genel Ozellikleri

Biyoplastikler, degisik besin ve cevre kosullari altinda gelisen mikroorganizmalar
tarafindan, stres kosullar1 altinda mikroorganizmanin canli kalabilmesi icin hiicre i¢i depo
graniilleri halinde biriktirilen, petrokimyasal plastiklerin neden oldugu cevresel Kkirlilige
alternatif olarak ortaya cikan, geleneksel plastik potansiyeline sahip mikrobiyal olarak iiretilen
polimerlerdir [8, 25]. Kesfedildigi giinden bugiine {izerinde ¢ok sayida arastirma yapilmis olan
mikrobiyal plastikler; orijinleri, monomer yapilari, monomer sayilar1 gibi farkli kriterler goz
oniine alindiginda cesitli siniflara ayrilmaktadirlar [26].

Biyosentetik  orijinlerine gore biyoplastikler; mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenemeyen bazi Onciil maddelerin kiiltiir ortamina eklenmesi ile {iiretilen aromatik
monomerler iceren PHA’lar1 kapsayan yar sentetik biyoplastiklerdir ki bu tipte dolgu maddesi
olarak nisasta eklenmekte ve capraz baglarla nisasta-plastik olusturulmaktadir. (6rnegin;
nisasta-polietilen) Toprak mikroorganizmalari1 nisastay1 kolayca pargalayabildiginden polimer
matriks te parcalanabilmektedir. Bu yiizden parcalanma siiresince onemli bir azalma meydana
gelmektedir fakat bazi plastikler kismen parcalanabilmektedir. Nisasta parcalandiktan sonra
aciga cikan plastikler dayanikli olup ¢evrede olduk¢a uzun bir siire kalmaktadir [27]. Dogal
olanlarina benzeyen fakat yalmizca kimyasal yolla sentezlenen sentetik termoplastik
polimerlerin bulundugu sentetik biyoplastikler ise poliglikolik asit, polivinil alkol, poli(etilen
oksit)’dir. Bunlar enzimatik veya mikrobiyal etkiye duyarlidirlar. Plastiklerin biitiin 6zelliklerini
tasitmadiklarindan dolayi ticari acidan plastiklerin yerini alacak derecede uygun degildirler. Son
olarak genel metabolitler kullanilarak mikroorganizmalar tarafindan iiretilen PHB ve alifatik
PHA’ larin dahil oldugu dogal biyoplastikler, olarak tice ayrilmaktadirlar [9].

Monomerlerin kimyasal yapisina gore biyoplastikler kendi icerisinde; alifatik yag asiti
cesitlerini iceren biyoplastikler (doymus, doymamus, diiz ya da dallanmis monomerlerden
olusanlar) , aromatik yag asiti ¢esitlerini iceren biyoplastikler, hem alifatik hem de aromatik yag
asiti gesitlerini iceren biyoplastikler ve farkli bilesikleri iceren biyoplastikler ( poli-y-glutamik
asit, poli-e-L-lisin, poli-B-L-malik asit, poliglikolik asit, siyanofisin gibi) olarak
gruplandirilmaktadirlar [26].  Monomer biiyiikliigiine gore biyoplastikler tice ayrilmaktadirlar.
Bunlar 3-5 karbonlu monomer igeren kisa zincir uzunluguna sahip biyoplastikler, 6-14 karbonlu
monomer igeren orta zincir uzunluguna sahip biyoplastikler ve 14 karbondan daha fazla
karbonlu monomer iceren uzun zincirli biyoplastiklerdir [9,28]. Polyesterdeki monomer
sayisina gore; tek tip monomer iceren homopolimerik biyoplastikler ve birden fazla tip

(kopolimer) monomer iceren heteropolimerik biyoplastikler olmak {izere ayrilirken,



mikroorganizma tarafindan polyesterler olarak; tek tip ya da karisik (birden fazla) biyoplastik

seklinde gruplandirilmaktadir [26].
PHA’ lar1 degisik kriterlere gore siniflandirmak miimkiindiir (Tablo 2.1.1).

Tablo 2.1.1. Degisik kriterlere gore mikrobiyal biyoplastiklerin siniflandirilmasi [26]

SINIF ALT SINIF
Dogal biyoplastikler: Mikroorganizmalar tarafindan genel metabolitlerden
tiretilirler (6rnegin; PHB’lar ve alifatik PHA lar)
Yar1 sentetik biyoplastikler: Mikroorganizma tarafindan sentezlenemeyen
Biyosentetik | bazi 6ncii maddelerin besiyerine eklenmesine gerek vardir (6rnegin; aromatik
Koken monomerler iceren PHA’lar)
Sentetik biyoplastikler: Bunlar sadece kimyasal sentezlerle elde edilebilen
dogal olanlara benzeyen polyesterlerdir (6rnegin; sentetik termoplastik
polimerler)
Alifatik yag asiti iceren biyoplastikler: Doymus veya doymamis (¢ift ya da
iic bag iceren) monomerler; diiz veya dallanmis monomerler
Aromatik yag asiti iceren biyoplastikler
Monomerlerin | Hem alifatik hem de aromatik yag asitlerini iceren biyoplastikler
kimyasal yapis1
Degisik bilesikler iceren biyoplastikler (6rnegin; poli-K-glutamik asit, poli-
C-L-malik asit, poliglikolik asit)
Monomer Kisa zincirli biyoplastikler (6rnegin; 3-5 karbon atomu iceren PHA1ar)
Biiyiikliigii Orta zincir uzunlugundaki biyoplastikler (6rnegin 6-14 karbon atomu iceren
PHA’lar)
Uzun zincirli biyoplastikler (6rnegin; 14 karbon atomundan fazla karbon
atomu iceren PHAlar)
Polyesterdeki | Homopolimerik biyoplastik: Biyoplastikte tek bir monomer vardir.
m.ono.ril‘er Heteropolimerik biyoplastik (kopolimer): Biyoplastikte birden fazla
icerigi

monomer vardir.




PHA’larin cok sayida degisik tipleri olmasina karsin en yaygin ve en genis kapsamli olarak
calisilan tipi PHB’dir [29]. Bu yiizden bakteri PHA’larinin fiziksel 6zellikleriyle ilgili bir ¢ok
bilgi PHB ve P(HB-co-HV) ile ilgili arastirmalardan elde edilmistir [30, 31]. Mikrobiyal
plastigin hammaddesini poly-B-hydroxybutyrate (PHB) olusturmaktadir.

Hiicre i¢i depo graniilii seklinde sentezlenen ve biriktirilen PHB, yapisinda kisa zincirli

B-hidroksi yag asitleri iceren, prokaryotlarin membranla cevrili hiicre i¢i depo maddesi olup,
tekrarlanan hidrofobik birimlerden olusan diiz lineer bir polimerdir [31, 32, 33, 34 ].
Petrol kokenli polipropilene benzer fiziksel 6zellik gosteren PHB molekiilii oldukga aktif D-(-)-
3-hidroksibiitirik asitin bir polimeri olup yan zincirinde bir metil grubu tagimaktadir [30]. PHB
D-(-) konfigiirasyonundaki asimetrik karbon atomundan kaynakli %100 stereospesifiktir ve
oldukca kristal yapidadir. Kat1 - kirllgan PHB kopolimerlerinin erime sicakligi 157-188 °C
arasinda degisir ve bu sicaklik polimerin termal olarak ayristig1 sicakliga yakindir [29, 31].

Hidroksialkanoatlarin poliesteri olan PHA nin genel formiilii Sekil 2.1.1° de gosterilmistir [24].

[-O-CH-CH-C-]| R = metil ise PHB
| |
R O
Sekil 2.1.1. PHA’ nin genel yapisi
Yan zincirinde bir metil grubu bulunan, optik¢ce aktif D(-)-3-hidroksi biitirik asidin

makromolokiiler bir polimeri olan PHB' nin genel formiilii (C 4H02)n§eklindedir. (n) sayis1 35

000 gibi yiiksek bir sayiya ulagabilmistir [11,35]. Neme direncli olmasi, suda ¢dziinmemesi ve
optik saflik gibi bircok kullamigli 6zellikleriyle PHB, suda ¢oziinen ya da neme duyarh diger
biyolojik olarak parcalanabilen plastiklerden farklilik gosterir. Ayrica PHB oksijene karsi
oldukca dayaniklidir. PHB’1n UV isinlarina direncli, fakat asit ve baz uygulamalarina karst
zayif oldugu yapilan arastirmalarla gosterilmistir. 3-hidroksivalerat gibi monomerlerin
eklenmesi ya da diger polimerlerle karistirilarak yapilan denemelerle PHB’1n kirilganliginin
azaldig bildirilmektedir. Monomer parca sayisinin artmasiyla bozunma sicakliginda bir
degisiklik olmadan erime sicakligi diismektedir. Bu ise termal parcalanma olmadan kopolimerin
termal islenmesine olanak tanimaktadir [36]. Ayrica, polimerin su ve hava gegirmez olusu
hidrolitik parcalanmaya karsi diren¢ sagladigindan PHB'in kullanim olanaklar1 genislemektedir

[32].



Bakteri hiicrelerinde PHB graniilleri faz-kontrast veya elektron mikroskop
kullanildiginda kolayca gozlenebilir. Graniiller, 100- 800 nm capinda olup genellikle kiiresel
sekildedirler. 2-4 nm kalinhiginda iinit olmayan bir membranla gevrilidir. izole edilen PHB
graniilleri yaklasik %98 PHB ve %2 protein icermektedir. Bacillus cereus’tan izole edilen PHB
graniillerinin %50’si merkezi bir ¢ekirdekten olusmaktadir. Bu cekirdek en dista bir membranla
tekrar cevrilmigtir. Yapilan arastirmalar sonunda her bir graniiliin fibriler yapida oldugu
saptanmustir [11]. Arastiricilar bu fibrillerin eg zamanl sentez ve suda ¢oziinmeyen bir polimer
yapisinda, kristalizasyonun bir sonucu oldugunu ileri stirmiislerdir. Ayrica arastirmacilar,
bakteri hiicrelerinden hi¢ bozulmamis dogal PHB graniilleri elde etmedeki zorluklar nedeniyle,
PHB sentezinin fiziksel mekanizmasi konusunda halen bazi belirsizlikler oldugunu
aciklamislardir. Ancak, hiicre i¢indeki PHB’nin yiiksek bir kristallenme yiizdesiyle (%80)
fibriler bir yapiya sahip oldugu kesin olarak bilinmektedir [5].

Mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilan PHB oksijen
konsantrasyonunun diizenlenmesinde, sporulasyon icin enerji saglanmasinda ve rediikleyici
ekiivalentler icin elektron havuzu olarak da gorev alir. Ayn1 zamanda hiicrede redoks
diizenleyicisidir [8]. Aragtirmacilar, PHB’ nin bircok mikroorganizma tarafindan uygun olmayan
iireme kosullarinda olusturuldugunu ve PHB birikiminin genellikle fazlaca karbon kaynagi
varliginda ancak biiylime icin gerekli nitrojen kaynagi, oksijen ve esansiyel elementler (N, P, S,
Mg, K, Fe, vb.) gibi besleyici maddelerin eksikliginde gerceklestigini bildirmektedirler [24].
Ancak Rhizobium etli ve Azotobacter vinelandii UWD susu gibi baz1 bakterilerde eksponansiyel
gelisme devresinde de biriktirildigini rapor etmislerdir [8]. Yapilan arastirmalarda, biiylime ve
PHB birikimi arasinda yakin bir ilgi tespit edilmistir. Buna gore bakteri gelisiminin
Eksponansiyel fazinda PHB birikimi artmakta, ge¢ eksponansiyel-erken durgun dénemde ise
maksimum diizeye ulagsmaktadir. Bilyiime sirasinda boliinme olmayan hiicrelerde de, PHB
miktarinin yiiksek oranda arttigi bilinmektedir. Sporlu bakterilerde PHB birikiminin spor
olusumundan hemen Once oldugu ve sporulizasyonda enerji kaynagi olarak kullanildigi

belirtilmektedir [10].

2.2. PHB ‘nin Kesfi

Mikroskobun, mikrobiyoloji alaninda kullanilmaya baglamasindan bu yana, bir¢ok kez
kiigiik "yag damlalari”nin bazi bakteri hiicrelerinde diizenli bir sekilde gozlendigi belirtilmistir.
Rhizobium hiicreleri igindeki boyle graniillerin nodiillerden izole edilen bakteroidlerde de
bulundugu goézlenilmis ve bunlar “i15181 kiran damlaciklar” olarak belirtilmistir. Bir¢ok
mikrobiyolog, bakterilerdeki lipofilik graniilleri cok dnceden tanimlamis olmasina ragmen, bu

partikiillerin yapisi ilk kez Lemoigne tarafindan 1923 yilinda ortaya konmustur [10].



Arastirmaci, Bacillus subtilis kiiltiirleri distile suda otolize oldugu zaman, bilinmeyen
bir asit olusumu ile pH’nin azaldigim1 gézlemistir. Bu bilinmeyen asidin, seker hastalarinda
goriilen iirindeki B-hidroksibiitirik asite benzer oldugu sonradan bulunmustur [11]. Sonraki 30
yilda PHB polimerine olan ilgi giderek artmus ve 1958 yilinda Macrae ve Wilkinson Bacillus
hiicresi icinde PHB sentezi ve par¢alanmasini yonlendiren hiicre i¢i sartlar1 ve mekanizmasini
aragtirmiglardir [5]. Arastirmacilar, Bacillus megaterium’un otolizi esnasinda [-hidroksibiitirik
asit monomerleri olustugunu ve bu monomerlerin kaynagmin poli-B-hidroksibiitirik asit
oldugunu kesin olarak ortaya koymuslardir [10,11].

PHB’nin mikrobiyal sentezi uzun yillar arastirma konusu olmamustir. Lafferty ve
arkadaglarinin bildirdigine gore, gram negatif bakterilerde PHB sentezini ilk kez gosteren
Forsythe ve grubu olmugtur. Buna ilaveten arastiricilar PHB sentez yeteneginin varliginin ya da
yoklugunun, bir taksonomik kriter olarak kullanilabilecegini de rapor etmislerdir. Ayni yillarda
bakteriyal biomastan PHB’nin kantitatif belirlenmesi i¢in ilk pratik metotlardan biri
gelistirilmistir. Hiicreleri, PHB’nin disinda tiim hiicresel bilesiklerin ¢6ziinebildigi standart
sartlarda alkali hipoklorit soliisyonu ile muamele etmislerdir. Bu sekilde elde edilen PHB
graniillerinin yogunlugu, hiicre i¢indeki PHB miktariyla baglantili olarak belirlenmistir. Bu
metot gelistirilmeden 6nce Lemoigne, PHB’yi kuru bakteri kiitlesinden kloroform ile ayirmis ve
gravimetrik olarak belirlemistir [5]. Bir¢ok bakteri cinsinin PHB sentezleme yetenegine sahip
oldugu goriilmiistiir ve farkli cinslerde sentezlenen PHB’nin infrared absorbsiyonu ile X-isini
differaksiyonu gibi fiziksel 6zellikleri birbirine benzemektedir. Boylece bir depo materyali olan
PHB’yi sentezleme yeteneginin prokaryotik mikroorganizmalarda ¢ok yaygin oldugu
bulunmustur [13].

PHB ile ilgili arastirmalarla, termoplastik ve elastomerik bir materyal oldugu anlasilan
polimer, patentli iiriinlere doniismiistiir. Biyoparcalanabilir, termoplastik bir materyal olan
PHB'n, petrol tiirevli plastiklerin yerini almak igin ticari olarak iiretimi ¢aligmalari, 19601
yillarda baslamis, ancak ilk endiistriyel iiretimi 1970'li yillarda gerceklesmistir [11,12]. Bu
yillarda Ingiltere'de Imperial Kimya Endiistrisi (ICI) bircok bakteriyel tiirii, potansiyel PHB
diretimi acgisindan incelemis ve endiistriyel iiretimde, hiicre kuru agirliginin %90' tizerinde PHB
biriktiren Alcaligenes eutrophus bakterisini kullanmaya baglamistir [24]. Daha sonraki yillarda
PHB ile ilgili calismalar Pseudomonas, Azotobacter, Hydrogenomonas, Chromatium, Bacillus
vb. bakteri cinsleriyle devam etmis; PHB'n fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, molekiiler agirligi,
ekstraksiyon metotlari, metabolizmasi, i¢-dig parcalanmasi gibi c¢ok yonlii 6zellikleri

incelenmistir [11,13].



2.3. PHB’ nin Biyosentezi

1987° den beri molekiiler genetik c¢aligmalar sayesinde PHB metabolizmasi,
biyokimyas1 ve fizyolojisi ile ilgili pek ¢ok bilgi elde edilmistir. Tiim PHA’ lar arasinda en
ayrintili olarak karakterize edilen polimer PHB’ dir. PHB nin intraseliiler sentezinde olusan ara
driinleri ve basamaklart Bacillus megaterium’da arastirilmistir. Baglangic substrati olarak
glukoz ve son iiriin olarak PHB arasindaki ara basamaklarda piriivat, asetat, asetoasetat ve [3-
hidroksibiitirat oldugu bildirilmistir [37]. PHB biyosentez genlerinin kromozomda ya da
plazmid DNA’ da lokalize oldugu bildirilmektedir [38] . Yapilan arastirmalara gére Ralstonia
eutropha’da PHB sentezini gerceklestiren genler (pha CBA) ii¢ proteini sifrelemektedir. Bunlar
PhaA (B-ketotiolaz), PhaB (NADPH-oksidorediiktaz) ve PhaC (PHB polimeraz/sentaz) dir [26].
Bu ii¢ enzimle gerceklestirilen PHB sentezinde asetil CoA’nin TCA dongiisiinde ve PHB
metabolik yolunda ilerleyisinin biiylime sartlarina bagh oldugu ve ortama ilave edilen NADPH’
i PHB ve kopolimerlerinin iiretimini arttirmada anahtar rol oynadigi bilinmektedir [27].

Prokaryotik hiicrelerde PHB’nin intraselliiler sentezi i¢in ilk bilesik Asetil CoA’dir.
Genel olarak PHB, 3-Ketotiolaz, asetoasetil-CoA rediiktaz ve PHB sintaz tarafindan katalize
edilen ii¢ reaksiyon basamagi ile Asetil CoA’dan sentezlenmektedir. Asetii CoA’nin
hiicrelerarast konsantrasyonunu arttirict  sartlar, PHB’nin sentezi ilizerinde pozitif etki
yapmaktadir [10]. Bir¢ok mikroorganizmanin PHB sentezinde ara bilesik olarak asetat1 icerdigi
bildirilmistir. '*C-B-hidroksibiitiril-CoA kullanmak suretiyle bu bilesigin Rhodospirillum
rubrum ve B. megaterium’da PHB sentezinde onemli bir ara iiriin oldugu gosterilmistir [11].
PHB sentez ve yikim yolu sekil 2.3.1° de gosterilmistir [10]. Steinbiichel ve Schlegel, PHB
sentezinde anahtar reaksiyonun, iki molekiil Asetil CoA’nin Asetoasetil CoA’ya doniistiigu

reaksiyonun oldugunu dogrulamiglardir.
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Fhodopseudaraonas rubrurn'da PHB biyosertez yoln

Sekil 2.3.1. Alcaligenes etrophus ve Rhodopseudomonas rubrum’daki PHB sentez ve yikim yolu

2.4. PHB’nin Biyolojik Parcalanabilirligi

Streptomyces, Pseudomanas ve Bacillus’ a ait ilk PHB parcalayan mikroorganizmalar
1963 yilinda Chowdhury tarafindan bulunmustur. O zamandan beri PHB yi parcalayan aerobik
ve anaerobik mikroorganizmalarin bir grubu farkli ekosistemlerden izole edilmistir [39].
Topraktan Acidovorax facilis, Aspergillus fumigatus ve Pseudomonas lemoignei; aktiflenmis
camurdan Alcaligenes faecalisve, Pseudomonas fluorescens; deniz suyundan Comamonas
testosteroni; gol suyundan Pseudomonas stutzeri ve anaerobik ¢amurdan Hyobacter delafieldii
gibi dogadan PHA’y1 parcalayan ¢ok sayida bakteri ve fungus izole edilmistir [37].

PHB toprak ve insan viicudu vb. yerlerde, toksik {iiriinler meydana getirmeksizin

tamamen pargalanabilir. PHB nin parcalanmasi sekil 2.4.1° de gosterilmistir. PHB'nin aerobik
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ortamdaki parcalanma iriinleri karbondioksit ve su; anaerobik ortamda parcalanma {iriinii ise
metandir [13, 19]. PHB'n parcalanma siiresi bir ka¢ aydan (anaerobik), bir ka¢ yila (denizsuyu)
kadar, katki maddesi ile ayarlanabilir. Parcalanmada nitrojen oksidi olusmamasi, cevre
korunmasinda o6nemlidir. Parcalanan biyoplastik bitkilerin gelismesini olumlu yo6nde
etkilemektedir. Polimerin parcalanmasinda, bakteri, mantar, ve yiiksek organizmalar biyolojik
faktorler olarak; hidroliz ve oksidasyon kimyasal faktorler olarak; giines 15181, 1slanma ve
mekanik asinma ise fiziksel faktorler olarak etki etmektedir [24, 35].

PHB’nin depolimerizasyonu icin kullanilan enzimler intraseliiler veya ekstraseliiler
enzimler olabilir. PHB'n hiicre ici parcalanmasi, PHA depolimeraz enziminin PHB'1 hidrolize
etmesi ile baglar [13]. PHB’yi pargalayan intraseliiller enzimler Bacillus megaterium’da ve
Alcaligenes eutrophus’da saptanmistir [31]. PHB'n, hiicre dis1 parcalanmasi depolimeraz
tarafindan katalizlenir [29]. Ekstraseliiller PHA depolimeraz Alcaligenes faecalis, Pseudomonas
lemoignei ve Penicillum pinophilum’den izole ve karakterize edilmistir [10]. PHB, hiicre dis1
enzimlerle depolimerize edildiginde olusan monomerik 3-hidroksibiitirik asit ve dimer yap1

bir¢ok organizma i¢in kullanilabilir substratlardir [31].

ITB
PHE depolim

(- }-3-hidroksibitirat
Df-)-3-hidroksibdtirat dehidrogend
Asetoasetat

Asetogsetil CoA sentaz

ﬁsetu&setil COoA p Ui-}-3-hidroksibitinl Cod,

p-Ketotiolaz
Aszetl CoA

Sekil 2.4.1. PHB'in par¢alanmasi ve sentezi [10]
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2.5. PHB’nin Kullanim Alanlari

Biyoplastiklerle petrolden iiretilen polipropilen sentetik plastiklerin maliyetini
karsilastiracak olursak, PHB’ nin plastik materyal olarak kullanilmasi cok yiiksek sermaye
gerektirmektedir. Ancak giin gectikce cevre kirliliginin arttig1 ve sagligi tehdit edici boyutlarda
atik madde birikiminin oldugu giiniimiizde biyoplastik kullanimi kaginilmaz hale gelmektedir
[29].

Endiistriyel olarak iiretilen biyoplastikler polietilene oranla dort kat daha fazla serttir
(20 kg/m). PHB’1in petrol kokenli polipropilene gore daha kristal yapida olmasi, 6zgiil
agirhiginin daha yiiksek olusu, UV’ye direncliligi gibi baz1 6zelliklerinden dolay: iiretiminin
daha iyi bir secenek oldugu bildirilmektedir.

Kolay sekil alma ve pargalanabilme o6zellikleri nedeniyle PHB, daha ¢ok paketleme
malzemesi olarak kullanilmaktadir [29]. Taze balik, peynir, et ve et {irlinleri, kurutulmus
iriinler, orta nemli gidalar, yagli tohumlar, kurutulmus pastacilik iriinleri, cipsler, sekerlemeler
gibi gidalarda nem ve oksijene karsi koruma veya parlaklik saglama amaciyla kullanilmaktadir
[10]. PHB poset, torba, tek kullanimlik ¢ocuk bezi, jilet, ¢atal, bicak, tabak, mutfak kaplari,
sampuan ve mesrubat siseleri, karton siit kutularinin i¢ yiizey kaplamalarinin yapiminda da
kullanilmaktadir [40]. PHB ve kopolimerleri ¢esitli iiriinlerin yapisinda dnemli bir potansiyele
sahip olmakla birlikte, son zamanlardaki en ilging uygulamalar biyolojik uygunlugundan dolayi
tip ve eczacilik alanlarindadir. Bu alanlardaki gelismeler de oldukga ilerlemis sathadadir [31].

Biyouyumlu olan PHB monomerleri insan viicudunda bulunan dogal metabolit olmas1
nedeniyle, polimer viicutta c¢ok hafif bir immiinolojik cevap olugsmasina neden olur.
Bu o6zelliginden dolayr PHB insanlarda ilaclarin kontrollii salinimi igin test edilmistir. Boyle
calismalarda ilag, PHB’den yapilmis bir hap icine sikistirilmis ve agiz yoluyla hastalara
verilmistir. PHB’nin viicut icerisinde biyolojik parcalanmasi yavastir. Insan viicudu PHB
depolimeraz icermez. Bu 6zelliginden dolayr da PHB pansuman sargisi, cerrahi dikisler eldiven,
onliik, maske, yapay kan damarlari, protezler, ortopedik plaka, cubuk, vida ve igne gibi cerrahi
malzemelerin yapiminda kullanilmistir [12].

Polimerin uygulama alanlar1 onun 6zelliklerine bagli olarak, dogrudan kullanilmasinin
yaninda depolimerizasyon iriinii olan D(-)-3-hidroksibiitirik asit monomerinin kullanimi da
oldukga ilging ve yaygindir. Ozellikle PHB'!n parcalanma iiriinii olan D-(-)-3-hidroksibiitirik
asit bu alanda ¢ok 6nemlidir. Ciinkii bu tiim yliksek organizmalarda bir ara metabolit bilesigidir;
lipit metabolizmasinin iiriinii olarak bulunur. insan kammin normal bir ogesi olan 3-
hidroksibiitirik asit, belirli dokularda 6zellikle de beyin ve kalp dokusu i¢in bir enerji kaynagi
olarak hizmet eder ve bunun beyin gelisiminde rol alan aminoasitlerin prekiirsorii olarak

fizyolojik bir role sahip oldugu saptanmistir [24].
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Veteriner hekimliginde, kullanilan ilaclarin kontrollii salinimini saglamak icin PHB
kullanilmaktadir. Bu polimer o6zellikle sigir rumeninde cok iyi parcalanabilmektedir. Bu
ozelliginden yola cikilarak sigirlar tizerinde yapilan bir calismada hayvanlarin kurtlanmasini
onlemek i¢in bir yil siireyle antihelmitik ila¢ iceren PHB kapsiilleri kullanilmistir. Hayvan
dokularinda toksik etki yapmadigindan, viicutta absorbe edilen protez aletlerin ve cerrahi
dikislerin yapiminda PHB nin kullanilmasi bir¢ok bilim adaminin bu alanda ¢aligmalara agirlik
vermesine neden olmustur [5, 27]. PHB ve kopolimerleri bakteriler, funguslar ve algler gibi
mikroorganizmalar tarafindan belirli ¢evre sartlarinda tamamen karbondioksit ve enerjiye
doniistiiriilerek parcalanabilmektedir. Parcalanma icin gegen siire kalinlik ve yiizey 6zelliklerine
bagli olarak diizenlenmektedir [5].

PHB, ozellikle toprakta biyoparcalanma gerektiren uygulamalar i¢in ¢ok uygundur.
Ornegin, film seklinde kaplamada aliiminyum folyo gibi kullamlmaktadir. Ayrica bunlar tohum
kapsiillendirilmesinde, fide tasimaciliginda ornekleri korumak igin, giibre ya da pestisitlerin
kontrollii salinimi i¢in plastik kiliflar olarak kullanilabilir. Kis mevsiminde bugday: topraktaki
bir zararlidan korumak gerektiginde, uygun bir insektisit PHB graniilii icine alinabilir ve
sonbaharda bugdayla birlikte topraga ekilir [12].

Organik kimyada asimetrik sentez islemi ¢cok 6nemlidir ve bu alanda enantiomerik saf
bilesikler revagtadir. D-(-)-3 -hidroksibiitirik asit de bu gruba ait oldugundan, saf maddelerin
genis miktarlarda eldesinde PHB'1n kullanilmas1 énem kazanmaktadir. Dogada en yaygin form
olan D-(-)-konfiglirasyonuna sahip olan bu optik izomerler, bulunduklar1 ortamda kiral
merkezleriyle digerlerinden daha kuvvetli baglanma 6zelligine sahip oldugundan
kromatografide kullanilabilir. Ayrica bunlarin yag/su emiilsiyonlari icin, emiilsifikasyon ajani

olarak kullanimi da miimkiindiir.

2.6. PHB Uretiminde Kullamilan Substratlar ve PHB’nin Ucuz Uretimi

PHB iiretiminin ticari iretimini ve pazarlanmasini sinirlandiran baglica faktérlerden biri
tiretimde kullanilan karbon substratinin 6zellikle de seker substratinin fiyatidir. Maliyet fiyatini
diisiirmek amaciyla rekombinant tiirler iizerinde calisilmasinin yam sira, farkli ve ucuz karbon
kaynaklar1 kullanarak yiiksek PHB iireten suslarin tespiti tizerinde de ¢alisilmaktadir [18].

Calisilan ucuz karbon kaynaklarindan biri de melastir. Seker endiistrisinin bir yan iiriinii
olan melas, kristalize sekerin eldesinden sonra seker imali ve rafinesinin son iiriinii olarak da
tanimlanabilir. Diinyadaki melas iiretiminin % 75 i seker kamisindan (Saccharum officinarum),
geri kalaninin en biiyilkk kismi ise seker pancarindan (Beta vulgaris) elde edilmektedir.
Diinyadaki melas tiretimi 1990 I1 yillarin sonunda 46 milyon ton oldugu bildirilmektedir. Seker

teknolojisinde iglenen pancara gore yaklasik % 4-5 oraninda melas elde edilir. Melasin bilesimi
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bitki tiirline, mevsim ve toprak sartlarina, hasata, seker rafinasyon islemlerine ve melas
depolama kosullarina bagh olarak degismektedir. Diinya melas {iretiminin yaklagik ii¢te biri
seker iiretiminden gelmektedir. 100 ton seker kamisinin islenmesi sonucu 3-4 ton; 100 ton seker
pancarinin islenmesinden ise 4-6 ton melas elde edilmektedir [4].

Melasin esas icerigi, glukoz ve fruktoz monosakkaritlerinin bir araya gelmesiyle
olusan siikroz disakkaritidir. Burrows (1970), seker pancar1 melasinin yogun miktarda siikrozun
yam sira, rafinoz sekeri de bulundurdugunu, bunlarin yami sira bircok mineral ve vitamin
icerdigini de bildirmistir. indirgen seker olarak kamis melasinda %12-35 oraninda glukoz ve
fruktoz vardir. Trisakkarit olan rafinoz, pancar melasinda %?2 konsantrasyona kadar bulunabilir.

Melasta bulunan seker disindaki organik maddelerin baglicalari; azotlu maddeler,
organik asitler, nisasta ve pentozanlar gibi kompleks karbohidratlardir. Ayrica mumsu
maddeler, steroller ve pigmentler de az miktarda bulunur. Melasta bulunan azotlu maddeler
aminoasitler, amidler ve diger basit azotlu maddelerdir. Seker pancart melasinda baskin halde
bulunan azotlu maddeler betain ve glutamik asittir ve bu bilesikler melasin karakteristik koku ve
lezzetinin biiyiikk bir kismini olustururlar. Melasta bulunan azotun ancak %40-60 kadari
mikroorganizmalar tarafindan kullanilir, bu nedenle amonyum tuzlari, sivi amonyak veya {iire
ortama katilarak azot zenginlestirmesi yapilir [5]. Pancar melasinda genellikle potasyum orani
yiiksektir. Melasta biyotin, pantotenik asit, inositol, tiyamin, riboflavin, nikotinik asit, pridoksin
ve kolin gibi B grubu vitaminler vardir. Melasin endiistriyel fermantasyonlarda ucuz ve kolay
temin edilebilir olmasi gibi avantajlar1 vardir ancak kompleks bir substrat oldugu i¢in bazi
toksik maddeler ve mineral maddeler de icerir. Pancar melasin bilesimi; kuru madde- %78-85;
Toplam Seker-%48-58; Sakaroz- %51; Glukoz--; Fruktoz--; Rafinoz-%>1; Toplam Azot-%0-
2,8; o-Amino azot-%0,36; Fosfor, PZOS_—%0,02—0,07; Kalsiyum, CaO- %0,15-0,7; Magnezyum,

MgO- %0,01-0,1; Potasyum, KZO- %?2,2-5,0; Cinko, Zn-30-50 pg/g ; Toplam Karbon, C-%?28-
34; Toplam inorganik madde-%4-11; Kiikiirt, SOS—%0,3—0,4; Biyotin-0,01-0,13 pg/g; Kalsiyum
pantotenat-40-100 pg/g; Inositol-5000-8000 ng/g; Tiamin-1-4 pg/g; Pridoksin-2,3-5,6 ng/g;
Riboflavin-0-0,75 pg/g; Nikotinamid-37-51 pg/g; Folik asit-0,21 pg/g [4].
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2.7. PHB Ureten Canhlar

Biyoplastikler, toprak, deniz ve tatli su ve bunlarin sedimentleri gibi degisik ¢evrelerden
izole edilen, heterotrofik ve ototrofik aerobik, fotosentetik anaerobik bakteriler,
Actinomycetes’ler, Siyanobakteriler, anaerobik yag asiti okside eden bakteriler, Gram negatif ve
Gram pozitif bakteriler gibi bir¢ok prokaryotik mikroorganizma tarafindan sentezlenmektedirler
[33].

Ticari olarak biyoplastik iiretiminde Imperial Kimya Sirketi 6ncelikle metilotrofik
bakterileri ve Azotobacterleri kullanmis, ancak daha sonra PHB iiretim seviyesi daha yiiksek
olan Alcaligenes eutrophus bakterisi ile devam etmistir. PHB, ozellikle Alcaligenes sp.,
Azotobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp. ve gesitli toprak mikroorganizmalar1 gibi bir ¢cok
mikroorganizma tarafindan olusturulur [14, 31].

Yapilan aragtirmalar, bitkide nodiil olusturan toprak mikroorganizmalarindan olan
Rhizobium cinsi bakterilerin de PHB sentezleyebildiklerini gostermektedir. Rhizobium cinsi
bakteriler 0,5-0,9 pum c¢apinda 1,2-3,0 pum uzunlugunda ve morfolojik olarak g¢ubuk
seklindedirler. Spor olusturmayan, gram negatif, hiicre duvarina sahip, aerobik
mikroorganizmalardir. Genel olarak hareketli olan bu bakteriler, bir veya birden fazla flagella
ihtiva etmektedirler. Kemoorganotrofiktir, karbon kaynag: olarak yiiksek oranda karbohidrat ve
organik asit tuzlari kullanir. Selilloz ve nisastayr kullanamaz. Karbohidrat iceren besi
ortamlarinda gelisme sirasinda akiskan, zamkli maddeler salgilamaktadirlar. Koloniler yuvarlak
ve opaktir. Optimum iireme sicakligi 25-30 °C ve pH 6-7 arasindadir. Rhizobium bakterileri
serbest yasam sekilleri ve leguminous bitki koklerinde simbiyosis olarak bakteroid halinde
olmak {iizere iki sekilde bulunurlar. Hizli gelisen Rhizobium ve Bradyrhizobium disinda
giiniimiizde Azorhizobium, Sinorhizobium, Photorhizobium, Mesorhizobium olmak iizere dort
cins daha tanimlanmustir. Bu bakterilerin en 6nemli 6zelliklerinden biri baklagil bitkileri ile
simbiyotik iligki sonucunda azotu fiske edebilmeleridir. Rhizobium, Bradyrhizobium ve
Azorhizobium cinslerine ait bircok tiir, serbest hiicrede ve simbiyosiste PHB depolamaktadirlar.
PHB’nin bu bakterilerde nitrojen fiksasyonunda enerji kaynagi oldugu diisiiniilmektedir.

Bonartseva ve arkadaslarinin yaptigi calismada, PHB iceriginin nitrogenaz enzimi
aktivitesi ile ters, hidrogenaz enzimi aktivitesi ile dogru orantili oldugu bulunmustur. Yine
Rhizobium leguminosarum, Rhizobium trifoli, Rhizobium galega, Rhizobium meliloti,
Rhizobium phaseoli tiirlerinin PHB iiretimlerinin susa ve kiiltiirel ortama bagli oldugunu tespit
edilmistir. Siikroz igeren besiyerinde, farkli azot kaynaklar1 kullanilarak yapilan calismada en
yiiksek PHB veriminin KNO5’l1 besiyerinde %65 ile Rhizobium phaseoli’den elde edildigi
bildirilmistir [41].
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Jan ve arkadaslari, Rhizobium meliloti’de ortamda karbon kaynagi oldugunda ve
gelisme icin gerekli nitrojen gibi elementler sinirli tutuldugunda PHB’nin depo edildigini
bildirmislerdir. Karbon kaynag: tiimiiyle kullanildiginda ise PHB metabolize edilmektedir. R.
meliloti fruktozlu ortamda iiretildiginde biiyiik miktarda PHB depo etmektedir [14].

Tavernier ve arkadaslari, farkli karbon ve nitrojen kaynaklarimin Rhizobium
meliloti’deki PHB iiretimine olan etkilerini arastirmiglardir. Glukoz ve fruktoz iceren besi
ortaminda bakterilerin farkli gelistiklerini tespit etmislerdir. Yeast extract iceren fruktozlu
ortamda hiicre kuru agirliginin %85’ nin PHB oldugunu bildirmislerdir [42].

Mercan ve Beyath yaptiklari calismada 10 adet Bacillus sphaericus susunun PHB
tiretimlerini arastirmislardir. Bacillus sphaericus suslarinin hiicre kuru agirliklarina gére PHB
tiretim miktarlarint %5,0- %25,88 arasinda bulmuslardir. PHB {iretimi yiliksek olan Bacillus
sphaericus ATCC 12300, ATCC 7055, 34-2 ve 1404 nolu suslarinin farkli beef extract ve
sodyum asetat konsantrasyonlarinda PHB iretimleri incelenmis; %2 beef extract
konsantrasyonunda ATCC 7055, ATCC 12300 ve 34-2 suslarin hiicre kuru agirliklarinin
strastyla %32,50, %31,64, %30,63’ iiniin PHB oldugu bulunmustur [43].

Mona ve arkadaslari, Bacillus megaterium’da PHB iretimine farkli karbon
kaynaklarinin etkisini incelemislerdir. Karbon kaynagi olarak glukoz kullanildigindaPHB
dretiminin en yiikksek seviyede oldugunu tespit etmislerdir. PHB’nin maksimum verimine
(%46,2), %2 melas ortaminda ulasilmigken en iyi gelisme %3 melasta elde edilmistir [44].

Ates ve Ekmekci, substrat olarak pancar melasi kullamlan ortamlarda batik kiiltiir
fermantasyonu yontemiyle, Pseudomonas extorquens DSM 1337 ve Azotobacter chroococcum
(TEM)’in PHB iiretimlerini incelemislerdir. Optimum kogsullarda hem sakarozlu mineral ortam
hem de melasli mineral ortamda PHB {iiretim verimi karsilastirilmistir. Optimum kosullarda
PHB iiretim verimi pancar melasli mineral ortamda Pseudomonas extorquens DSM 1337°de
%?22.,98 ve Azotobacter chroococcum (TEM)’de %12,10 olarak bulunmustur. Bununla beraber
en iyi PHB iiretimi, sakarozlu mineral ortamda saptanmistir [45].

Ali, yaptig1 caligmada melas besiortaminda iki adet Rhizobium japonicum, bir adet
Bradyrhizobium japonicum ile iki adet Rhizobium sp. susunun PHB iiretimlerini arastirmistir.
Bakterilerin hiicre PHB {iiretimlerinin kuru agirliklarina gore % 2,2- %51,1 arasinda degistigini
tespit etmistir. Suslar arasinda yiiksek PHB verimine sahip Rhizobium sp. 3172 susu ile orta
derece PHB verimi gosteren Rhizobium sp. MR90 susunun farkli karbon ve azot kaynaklarinda
PHB iiretim yetenekleri incelenmistir. Farkli karbon kaynaklari olarak da asparajin, glisin,
KNO; ve proteaz pepton kullanilmustir. Rhizobium sp. MR90 susunun karbon kaynagi olarak
glukoz kullanildiginda PHB veriminin en yiiksek ve %10,7 oldugunu, azot kaynagi olarak ise en

yiiksek verimin asparajin kullamldifinda %41,1oldugu tespit etmistir. Rhizobium sp. 3172
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susunun karbon kaynagi olan sukrozda en yiiksek %23,8 oldugunu azot kaynag: olarak proteaz
peptonda ise %21,6 oldugunu tespit etmistir [37].

Mercan ve arkadaslar1 yaptiklar1 arastirmada bir adet Rhizobium japonicum, alti adet
Rhizobium cicer, sekiz adet Rhizobium spp. ve Bradyrhizobium japonicum USDA CI110
susunda PHB {iiretimini incelemislerdir. Suglarin PHB igeriklerini, 0,01- 0,5 g/1 ve PHB
verimlerini hiicre kuru agirliklarina gore %1,36- %40,0 arasinda bulmuslardir.Suslar arasinda en
yiiksek verime sahip olan Rhizobium spp. 2426 ile orta verimlilige sahip olan Rhizobium spp.
640 suslarini secip, farkli karbon ve azot kaynaklarinin PHB iiretimine etkisini test etmislerdir.
Suslar farkli karbon ve azot kaynagi iceren Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) siv1 besiyerinde
diisitk miktarda PHB iiretirken, yiiksek PHB {iiretimi L-sistein ve Glisin igeren besi ortaminda
elde edilmistir. Bu besi ortaminda (L-sistein ve Glisin) Rhizobium spp. 640 susunun PHB verimi
strastyla %13,40 ve %56,67 olarak, ayn1 azot kaynaklarinda bu oranlar1 Rhizobium spp. 2426
susunda sirasiyla %70,0 ve %61,43 olarak tespit etmislerdir [46].

Ediz, Nutrient Broth besiortaminda yiiksek miktarda PHB iireten Bacillus subtilis F1 ve
Bacillus megaterium P1 suslarimi farkli melas konsantrasyonlarinda ve farkli inkiibasyon
stirelerinde gelistirmistir. Bacillus subtilis F1 susunun PHB iiretimlerinin kuru agirliklarina gore
9%15,80- %84,71 arasinda oldugunu, Bacillus megaterium P1 susunun PHB iiretimlerinin kuru
agirhiklarina gére %12,00- %85,00 arasinda oldugunu tespit etmistir. Bacillus subtilis F1
susunun irettigi en yiiksek PHB verimi (%84,71)’ne inkiibasyonun 36. saatinde %0,5 melas
konsantrasyonunda, Bacillus megaterium P1 susunun en yiikksek PHB verimine (%85,00), %2
melas konsantrasyonunda inkiibasyonun 24. saatinde vardig: tespit edilmistir [4].

Urug, calismasinda Rhizobium phaseoli CIAT 899 ve Rhizobium leguminosarum Le 735
suglarinin  Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) sivi besiyerinde PHB iiretimlerini incelemistir.
Rhizobium phaseoli suslarinin PHB iiretimlerinin kuru agirhiklarina gore %17,23- %26,04,
Rhizobium leguminosarum suslarinin PHB iiretimlerinin kuru agirliklarina gére %8,69- %18,91
arasinda degistigini tespit etmistir [27].

Dinigiizel, ¢calismasinda toprak, camur, su ve tuz drneklerinden halofilik bakteriler izole
etmis, bu bakterin PHB iiretenlerini Sudan Black B boyasi ile graniilleri boyayarak tespit
etmistir. Izolatlarin PHB miktarlar1 0,123-0,519 g/l; PHB verim yiizdeleri ise hiicre kuru
agirliklarinin %2,03- %29,48’1 arasinda degismistir. AG 27 kodlu izolat %29,48 verimle en
fazla PHB biriktiren izolat olurken, TG 24 kodlu izolat %?2,03 verimle en az PHB biriktiren
izolat olmustur. En yliksek PHB veriminin elde edildigi AG 27 izolat1 farkli konsantrasyonlarda
Galaktoz, Yeast ekstrakt ve KH2PO4’iin bulundugu NB besiyerinde gelistirilmis ve bu
maddelerin PHB verimi iizerine etkisi incelenmistir. AG 27 izolatinin PHB veriminin %1

oraninda Galaktoz iceren besiyerinde gelistiginde %43,47°ye; %2 oraninda Galaktoz igeren
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besiyerinde gelistiginde %42,09’a; %5 oraninda Galaktoz iceren besiyerinde gelistiginde
%42,69’a; %0,3 oraninda Yeast ekstrakt iceren besiyerinde gelistiginde %52,20’ye ciktigy;
%0,00375 oraninda KH2PO4 iceren besiyerinde gelistiginde ise %?27,14’e distugi
belirlenmistir. NB besiyerine %1 oraninda Galaktoz ve %0,3 oraninda Yeast ekstrakt ayn1 anda
eklendiginde ise AG 27 izolatinin PHB veriminin %59,19’a ¢iktig1 belirlenmistir [36].

Baysak, yiiksek lisans tezi calismasinda Rhizobium phaseoli bakterilerinin Yeast
Ekstrakt Mannitol (YEM) siv1 besiyerinde PHB iiretimlerini incelemistir. Her bir sus icin farkli
seker konsantrasyonlari, calkalama hizlar1 ve inkiibasyon siirelerinin PHB iiretimine etkilerini
arastirmustir.  R.phaseoli suslarinin farkli seker konsantrasyonlarinda PHB iiretimlerinin kuru
agirliklarina gore %16,08- %?26,84 arasinda oldugunu, farkli calkalama hizlarinda %16,88-
9%?26,38, fakli inkiibasyon siirelerinde ise bu degerlerin %2,5- %31,16 arasinda degistigini tespit
etmistir [8].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal
3.1.1 Bakteri Kiiltiirleri

Arastirmada kontrol sus olarak kullamlan R.phaseoli CIAT 899 bakteri kiiltiirii Ankara
toprak ve giibre arastirma enstitiisii’nden saglanmustir.

Arastirmada kullanilan R.phaseoli tiirlerine ait suslar, Dr. Seher Giir’den temin
edilmistir.

Bu suslar, Elazig yoresi topraklarindan 1996 yili ilkbahar ve sonbahar mevsimlerinde

alman toprak érneklerinden izole edilmistir [27].

3.1.2. Besiyerleri
Arastirmada Rhizobium cinsi bakterilerin gelistirilmesinde Yeast Ekstrakt Mannitol
(YEM) siv1 besiyeri, Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) iiretim miktarlarinin incelenmesinde melas

besiortami kullanilmuastir.

Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) s1v1 besivyeri

Maddeler g/t
Mannitol 10.0
KH,PO, 0.5
MgS04.H,0 0.2
NaCl 0.1
Tripton 2.5
Pepton 2.5
Yeast Ekstrakt 2.5

Maddeler 1 litre destile su igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. 0.01N HCI ve 0.01N NaOH
kullanilarak besiyerinin PH degeri 7’ye ayarlanarak 121 °C de 15 dakika siireyle sterilize
edilmistir [45].

Melasin bilesimi genel bilgi kisminda verilmistir. Malatya Seker Fabrikasindan temin
edilen melas, saf su ile %0,5, %1, %1,5’lik konsantrasyonlara ayarlanarak 121 C de 15 dakika

stireyle sterilize edilmistir.
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3.2. Metot
3.2.1. Suslarin izolasyonu, Kiiltiirel ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Tespiti

Aragtirmada kullanilan suslarin izolasyonu icin Elazig yoresinden alinan toprak
ornekleri kullanilmistir

Rhizobium phaseoli suslarinin sabit ve degisken Ozelliklerini saptamak amaciyla
kiiltiirel testler ( kolonilerin sekillerinin, renklerinin, biiyiiklerinin tespiti, hareket muayenesi,
Kongo kirmizisi absorpsiyonu, Bromtimol mavili YEM’ de asit olusturma, ketolaktoz testi,
pepton glukoz agarda iireme durumunun tespiti ) ve biyokimyasal testler ( litmuslu siitte {ireme

durumu, katalaz aktivitesi, metilen mavisi rediiksiyonu, jelatini eritme ) uygulanmstir [27].

3.2.2. Suslarin Muhafaza Edilmesi
YEM agar iceren yatik tiiplere iicer paralelli olarak inokiile edilen izolatlar 28 °C de bes
giin siireyle inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda +4 °C de buzdolabinda muhafaza

edilmistir. Stoklar iki ayda bir yenilenmistir [45].

3.2.3. Analitik Ol¢iim icin PHB Metodu

Rhizobium phaseoli suglarinin iiretmis olduklar1t PHB miktar1, Bonartseva ve Myshkina’
nin metoduna gore belirlenmistir [46].

YEM agarl: stok kiiltiirden 6ze ile alinan inokiilum icerisinde 50 ml YEM s1v1 besiyeri
bulunan bir erlene aktarilarak ©n zenginlestirme yapilmistir. Zenginlestirmenin yapildigt
erlenden, icerisinde 100’er ml %0,5, %1, %1,5 oranlarinda seyreltilmis melas bulunan dort ayri
erlene % 4 oraninda kiiltiir asilanmustir. Erlenler 28 °C de 96 saat kalmak kosuluyla calkalamal
etiive (Gerhardt Laboshake) kaldirilmastir.

Inkiibasyon sonrasinda erlenlerdeki kiiltiirler, darasi alinnms olan santifiij tiiplerinin
igerisine aktarilmig ve 10.000 rpm’ de 15 dakika siireyle santifiij ( Sigma 3K 18) edilmistir. S1vi
kisim (supernatant) atildiktan sonra tiiplerde kalan pelet, 35 °C de 24 saat kurutulmustur. Daha
sonra tiipler tartilarak 100 ml’lik kiiltiirdeki hiicre kuru agirlig1 hesaplanmistir.

Tartim isleminden sonra 6rnekler, 5 ml destile suyla hemojenize edilmistir. Hemojenize
ornekler, 2 dakika siireyle ultrasonikasyona (Bandelin UW 2070) tabi tutulmustur. Bu
tiiplerdeki orneklerden 2’ser ml alinarak yeni santifiij tiiplerine aktarilmistir. 2 ml 6rneklerin
iizerine 2 ml 2 N HCI ilave edilip 2 saat siireyle 100 °C de su banyosuna (Clifton) alinmustir. Su
banyosunda ¢ikarilan 6rnekler, 6000 rpm de 20 dakika santifiij edilmis, s1v1 kisim atildiktan
sonra geri kalan pelet iizerine 5 ml kloroform eklenip tiiplerin agz1 kapatildiktan sonra bir gece
boyunca 28 °C de ¢alkalamali etiivde bekletilmistir. Tiipler, agizlart agildiktan sonra 6000 rpm
de 30 dakika santifiij edildikten sonra kloroform kismundan 0,1 ml alinmis ve 40 °C de 15
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dakika tutularak kloroform ugurulmustur. Orneklerin iizerine 5 ml konsantre H,SO, ilave
edilmis, 100 °C de su banyosunda 20 dk bekletilmistir. Su banyosundan alinan Grnekler

soguduktan sonra 235 nm. dalga boyunda spektrofotometrede okutulmustur.

3.2.4. PHB’ye ait Standart Grafigin Hazirlanmasi

Standart grafigin hazirlanmasi amaciyla Sigma-Aldrich Cheme den temin edilen
saflagtirnlmig ve toz haline getirilmis standart PHB kullanilmigtir. PHB, krotonik asite
doniistiiriilerek spektrofotometrede absorbans taramasi yapilmis ve maksimum absorbans
gosterdigi dalga boyunun 235 nm. oldugu saptanmustir.

Standart grafik icin PHB’nin; 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ug/ ml’lik (siilfirik asit icinde )
soliisyonlar1 hazirlanmistir.  Bunlar 100 °C de 10 dakika 1sitilarak krotonik asite
doniistiiriilmiistiir. Maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda absorbansi 6lciilerek

PHB’nin pg/ ml’ye karsilik gelen standart grafigi elde edilmistir [27].
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Sekil 3.2.4.1. Krotonik Asit Formundaki Standart PHB nin 235 nm. Dalga boyunda miktara bagh
Standart Grafigi
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Suslarm Kiiltiirel Ozellikleri

Izole edilen Rhizobium phaseoli suslar1 besiyerinde yuvarlak, kenarlart muntazam ve
seffaf koloniler olusturmuslardir. Yapilan mikroskobik incelemede suslarin gram negatif oldugu
goriilmiistiir. Suslarin hepsi YEM besiyerinde mukoz olusturmuslardir. Arastirmada elde edilen
tim Rhizobium phaseoli suglarinin hareketli oldugu belirlenmistir. Brom timol mavili YEM
iceren ortamda dogal Rhizobium phaseoli suslarinin tiimii 36 saat ve 120 saat sonra iireme

gostermisler ve asit olusturmuslardir. Pepton glukoz agarda da tiim suslarin iiredigi goriilmiistiir.

4.2. Hiicre Kuru Agirhiklarimin Belirlenmesi

Bu calismada Elazig yoresi topraklarindan izole edilen bazi Rhizobium phaseoli
suslarinin farkli melas konsantrasyonlarinda kuru agirliklart ve PHB iiretim yetenekleri
belirlenmistir. Arastirmada 1 adet kontrol, 5 adet 6rnek olmak iizere 6 adet Rhizobium phaseoli
susu kullanilmustir.

100’er ml’lik melasin 28°C’de %0.,5, %1, %1,5°lik konsantrasyonlarinda 96 saat
inkiibasyon siiresinde elde edilen kiiltiirler santrifiijlendikten sonra sivi kisim atilmis ve pelet
kurutulmustur. Calisma {i¢ paralel olarak diizenlenmis her birinin tek tek kuru agirliklar

tartilarak ortalamalar1 alinmis ve standart sapmalar1 hesaplanmistir.

Tablo 4.2.1. R.phaseoli suslarinin %0,5’ lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirliklar (g/1)

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

R.phaseoli CIAT 899 1,2231 1,4240 1,1414 1,2628 +0,1413
23F 1,4012 1,1343 1,3780 1,3045 +0,1334

32F 0,7842 0,9718 0,8223 0,8594 +0,0938

35F 1,8754 1,9312 2,0382 1,9482 +0,0814

38F 0,8716 1,0245 0,8991 0,9317 +0,0764

15F 1,3534 1,3897 1,4662 1,4031 +0,0564

R.phaseoli CIAT 899 susunun %0,5” lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirhig
1,2628 g/l olarak bulunmustur. R.phaseoli izolatlarinin kuru agirliklari 0,8594- 1,9482 g/ olarak
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tespit edilmistir. 32F kodlu izolat en diisiikk hiicre kuru agirligina (0,8594 g/1) sahipken, en
yiiksek hiicre kuru agirligr (1,9482 g/1) ile 35F kodlu izolata aittir.

Tablo 4.2.2. R.phaseoli suslarinin %1’ lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirliklar (g/1)

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

R.phaseoli CIAT 899 5,3713 3,7909 4,1513 4,4378 +0,7902
23F 2,6543 3,2427 2,9563 2,9511 +2,2942

32F 1,5657 0,9328 1,2110 1,2365 +0,3164

35F 0,5248 0,4590 0,6012 0,5283 +0,0711

38F 0,8346 0,5472 0,7908 0,7242 +0,1437

15F 0,8992 0,9117 0,9321 0,9143 +0,0164

R.phaseoli CIAT 899 susunun %1’ lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirhig
4,4378 g/l olarak belirlenmistir. R.phaseoli izolatlarimin kuru agirliklarn 0,5283- 2,9511 g/l
arasinda bulunmustur.35F kodlu izolat en diisiik hiicre kuru agirligina (0,5283 g/1) sahipken, en
yiiksek hiicre kuru agirligt (2,9511 g/1) ile 23F kodlu izolata aittir.

Tablo 4.2.3. R.phaseoli suslarinin %1,5’ lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirliklar (g/1)

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

R.phaseoli CIAT 899 1,5418 1,7683 1,1702 1,4934 +0,2990
23F 1,2896 1,7818 1,2344 1,4352 +0,2737

32F 1,4086 1,2608 1,7852 1,4848 +0,2622

35F 2,6801 3,1823 3,4874 3,1166 +0,4036

38F 2,4336 2,4008 2,4013 2,4119 +0,0164

15F 0,7018 1,0137 0,9567 0,8907 +0,1559

R.phaseoli CIAT 899 susunun %1,5" lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirligi
1,4934 g/l olarak tespit edilmistir. R.phaseoli izolatlarin kuru agirliklart 0,8907-3,1166 g/l
arasinda bulunmustur.15F kodlu izolat en diisiik hiicre kuru agirligina (0,8907 g/1) sahipken, en
yiiksek hiicre kuru agirlig (3,1166 g/l) ile 35F kodlu izolata aittir.
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R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirhg  %0,5’ lik melas konsantrasyonunda
en disik (1,2628 g/1), %1’ lik melas konsantrasyonunda en yiiksek (4,4934 g/1) olarak
belirlenmistir.  R.phaseoli izolatlarimin hiicre kuru agirliklar; %0,5° lik melas
konsantrasyonunda 0,8594-1,9482 g/l, %1’ lik melas konsantrasyonunda 0,5283-2,9511 g/l,
%1,5’ lik melas konsantrasyonunda 0,8907-3,1166 g/l arasinda degisiklik gostermistir.

Urug [27], yiiksek lisans tezi c¢alismasinda Rhizobium cinsi bakterileri kullanmustir.
R.phaseoli suglarinda 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarim 0,0982-
0,2424 ¢/1 arasinda tespit etmistir. Arastirmaci calismamizda kullandigimiz 23F kodlu izolatta
ortalama kuru agirlik degerini 0,0982 g/l, 32F kodlu izolatta bu degeri 0,2180 g/l olarak
belirlemistir. Caligmamizda farkli melas konsantrasyonlarina bagli olarak bu deger 23F kodlu
izolatta 0,3045-2,9511g/1, 32F kodlu izolatta ise 0,8594-1,4848 g/l arasinda bulunmustur. Hiicre
kuru agirliklarinin tespiti igin kullandigimiz melas sonuglarin degismesine neden olmustur.

Baysak [8], Rhizobium cinsi bakterilerle yapmis oldugu calismasinda 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda R.phaseoli suslarinda hiicre kuru agirliklarim1 %0,5° lik seker
konsantrasyonunda 0,0745-0,2267 g/l, %1’lik seker konsantrasyonunda 0,0978-0,2430 g/l,
%1.5’lik seker konsantrasyonunda 0,1129-0,2546 g/l arasinda bulmustur. Bu degerlerin
calismamizaki degerlere oranla diisiik olmasinda, kullanilan melasin ve diisiik inkiibasyon
stiresinin etkili oldugu diisiiniilmektedir. Calismasinda Baysak, R.phaseoli suslarinin 96 saatlik
inkiibasyon siiresindeki kuru agirlik degerlerini de arastirmis ve bu degerleri 1,6002-4,0128 g/l
arasinda bulmustur. Arastirmamizda buldugumuz hiicre kuru agirlik degerleri bu ¢aligmadaki
degerlerle benzerlik gostermektedir.

Ali [37], yapmis oldugu yliksek lisans tezi ¢alismasinda Rhizobium cinsi bakterilerin
melas besiortaminda PHB {iretimlerini incelemis ve her bir organizma i¢in farkli melas
konsantrasyonlarinin etkisini arastirmustir. R.japonicum 379 susunda hiicre kuru agirliklarini
9%0,5’lik melas konsantrasyonunda 0,025-0,125 g/l, %1’lik melas konsantrasyonunda 0,015-
0,165 g/l, %1,5°’lik melas konsantrasyonunda 0,005-0,075 g/l arasinda, Bradyrhizobium
Jjaponicum 1809 nolu susunhiicre kuru agirliklarini  %0,5°lik melas konsantrasyonunda 0,010-
0,100 g/1, %1°lik melas konsantrasyonunda 0,095-0,295 g/1, %1,5’lik melas konsantrasyonunda
0,040-0,320 g/l arasinda bulmustur. R.japonicum 377 susunda hiicre kuru agirliklarimt %0.5’1ik
melas konsantrasyonunda 0,000-0,490 g/l, %1’lik melas konsantrasyonunda 0,030-0,500 g/1,
%1.5’lik melas konsantrasyonunda 0,055-0,0765 g/l arasinda, Rhizobium sp.MR90 nolu susda
hiicre kuru agirliklarimi %0,5’lik melas konsantrasyonunda 0,140-0,250 g/1, %1’lik melas
konsantrasyonunda 0,005-0,415 g/1, %1,5’lik melas konsantrasyonunda 0,280-0,530 g/l arasinda
tespit etmistir. Rhizobium sp. 3172 susunda hiicre kuru agirhiklarmmi %0,5°lik  melas
konsantrasyonunda 0,010-0,150 g/, %1°lik melas konsantrasyonunda 0,435-0,585 g/1, %1,5’lik
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melas konsantrasyonunda 0,010-0,150 g/l arasinda belirlemistir. Ali’nin yapmis oldugu
calismada 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda genellikle %1- %1,5’lik melas
konsantrasyonlarinda yliksek hiicre kuru agirlig1 tespit edilmistir. Ancak tespit ettigimiz yiiksek
kuru agirlik degerleri bu calismadaki degerlerden diisiik olarak bulunmustur. Calismamizda
minimum hiicre kuru agirhigr 0,5283 g/1 olarak bulunmustur. Bu deger Ali’nin buldugu
degerlerin yiiksek hiicre kuru agirligi degerlerine yakindir.

Ediz [4], calismasinda Bacillus cinsi bakterileri kullanmmstir. Bacillus subtilis F1
susunda hiicre kuru agirliklarin1 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda %0,5’lik melas
konsantrasyonunda 0,01-0,19¢g/1, %1°lik melas konsantrasyonunda 0,01-0,22 g/, %1,5’lik melas
konsantrasyonunda 0,01-0,35 g/l arasinda bulmustur. Bacillus megaterium P1 susunda hiicre
kuru agirliklarini 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda %0,5’lik melas konsantrasyonunda 0,00-
0,10g/1, %1’lik melas konsantrasyonunda 0,01-0,09 g/l, %1,5’lik melas konsantrasyonunda
0,02-0,22 g/l arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar arastirmamizdaki degerlere gore

diisiik olup farkli bakteri kullanimindan kaynaklandig: diistintilmiistiir.

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

UV spektrofotometrede ol¢iilmiistiir.

Tablo 4.3.1. R.phaseoli suslarinin %0,5’ lik melas konsantrasyonundaki PHB iiretimi (g/I)

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

R.phaseoli CIAT 899 0,4831 0,4506 0,3488 0,4275 +0,0671
23F 0,1234 0,1826 0,2002 0,1687 +0,0384

32F 0,0702 0,0467 0,0585 0,0584 +0,0117

35F 0,3942 0,3067 0,3831 0,3613 +0,0437

38F 0,1524 0,1985 0,1952 0,1820 +0,0230

15F 0,5603 0,4904 0,7858 0,6121 +0,1477

R.phaseoli CIAT 899 susunun %0,5’ lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru
agirhigina gore PHB iiretimi 0,4275 g/l olarak bulunmustur. R.phaseoli izolatlarinin kuru

agirliklarina gére PHB iiretimleri 0,0584-0,6121 g/l olarak tespit edilmistir. En diisiik PHB
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iiretimine (0,0584 g/1) 32F kodlu izolatta, en yiiksek PHB iiretimine (0,6121 g/l) 15F kodlu

izolatta rastlanmistir.

Tablo 4.3.2. R.phaseoli suslarinin %1’ lik melas konsantrasyonundaki PHB iiretimi (g/I)

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

R.phaseoli CIAT 899 0,8452 0,9371 0,8325 0,8716 +0,0523
23F 0,2634 0,2821 0,3200 0,2885 +0,0566

32F 0,3608 0,4202 0,3406 0,3738 +0,0398

35F 0,2541 0,2357 0,2406 0,2434 +0,0092

38F 0,3687 0,4103 0,3756 0,3848 +0,0208

15F 0,5400 0,6101 0,5107 0,5536 +0,0497

R.phaseoli CIAT 899 susunun %1’ lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirligina
gore PHB iiretimi 0,8716 g/l olarak bulunmustur. R.phaseoli izolatlariin kuru agirliklarina gore
PHB iiretimleri 0,2434- 0,5536 g/l olarak tespit edilmistir. En diisitk PHB iiretimine (0,2434 g/1)
35F kodlu izolatta, en yiiksek PHB iiretimine (0,5536 g/1) 15F kodlu izolatta rastlanmistir

Tablo 4.3.3. R.phaseoli suslarinin %1,5’ lik melas konsantrasyonundaki PHB iiretimi (g/T)

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

R.phaseoli CIAT 899 0,4602 0,4032 0,4209 0,4281 +0,0285
23F 0,3154 0,3205 0,2956 0,3105 +0,0124

32F 0,6001 0,4809 0,5602 0,5470 +0,0596

35F 0,6900 0,5401 0,4807 0,5702 +0,1046

38F 0,2109 0,2707 0,3101 0,2639 +0,0496

15F 0,5302 0,6404 0,6806 0,6170 +0,0752

R.phaseoli CIAT 899 susunun %1,5’ lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru
agirhigina gére PHB diretimi 0,4281 g/l olarak belirlenmistir. R.phaseoli izolatlarinin kuru

agirliklarina gére PHB iiretimleri 0,2639-0,6170 g/l olarak tespit edilmistir. En diisiik PHB
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iiretimine (0,2639 g/1) 38F kodlu izolatta, en yiiksek PHB iiretimine (0,6170 g/l) 15F kodlu
izolatta rastlanmustir.

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirhgina gore PHB iiretimi %0,5° lik melas
konsantrasyonunda en diisikk (0,4275 g/1), % 1° lik melas konsantrasyonunda en yiiksek
(0,8716 g/1) olarak belirlenmistir. R.phaseoli izolatlariin hiicre kuru agirliklarina goére PHB
iretimi; %0,5 lik melas konsantrasyonunda 0,0584-0,6121 g/, %1’ lik melas
konsantrasyonunda 0,2434- 0,5536, %1,5’ lik melas konsantrasyonunda 0,2639-0,6170 arasinda
degisiklik gostermistir.

Urug [27], yiiksek lisans tezi calismasinda Rhizobium phaseoli cinsi bakterilerin hiicre
kuru agirliklarina gére PHB iiretimlerini 0,0248-0,553 g/l arasinda bulmustur. Calisilan 23F
kodlu izolatta ortalama kuru agirlik degerine gore PHB iiretimini 0,0248 g/1, 32F kodlu izolatta
bu degeri 0,0412 g/l olarak bildirmistir. Calismamizda farkli melas konsantrasyonlarina bagh
olarak bu deger 23F kodlu izolatta 0,1687- 0,3105 g/, 32F kodlu izolatta ise 0,0584-0,5470 g/l
arasinda tespit edilmistir. Hiicre kuru agirhiklarina gore PHB {iretiminin tespiti i¢in
kullandigimiz melas sonuclarin degismesine neden olmustur.

Baysak [8], Rhizobium phaseoli cinsi bakterilerle yaptigi calismasinda 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda bakterilerin hiicre kuru agirliklarina gére PHB iiretimlerini %0,5’lik
seker konsantrasyonunda 0,0199-0,0518 g/, %1’lik seker konsantrasyonunda 0,0246-0,0554
g/l, %1,5°lik seker konsantrasyonunda 0,0271-0,0562 g/l arasinda bulmustur. Inkiibasyon
stiresini 96 saate ¢ikardiginda bu degerler 0,4858-1,1280 g/l arasinda olmustur. Calismamizda
oldugu gibi inkiibasyon siiresinin arttirilmasi degerleri oldukca yiikseltmistir. Yiiksek
inkiibasyon siiresi sonunda buldugu PHB iiretim degerleri calismamizdaki hiicre kuru
agirliklarina gore PHB iiretim degerleriyle benzerlik gostermistir.

Ali [37], yapmis oldugu yiiksek lisans tezi calismasinda Rhizobium cinsi bakterileri
kullanmustir. R.japonicum 379 susunda hiicre kuru agirliklarina gére PHB iiretimlerini %0,5’lik
melas konsantrasyonunda 0,013-0,057 g/l, %1’lik melas konsantrasyonunda 0,025-0,055 g/1,
%1.5’lik melas konsantrasyonunda 0,001-0,035 g/l arasinda, Bradyrhizobium japonicum 1809
nolu susun hiicre kuru agirliklarina gére PHB iiretimlerini %0,5°lik melas konsantrasyonunda
0,010-0,017 g/l, %1’lik melas konsantrasyonunda 0,030-0,076 g/, %1,5’lik melas
konsantrasyonunda 0,042-0,102 g/l arasinda bulmustur. R. japonicum 377 susunda hiicre kuru
agirliklarina gore PHB iiretimlerini, %0,5°’lik melas konsantrasyonunda 0,027-0,097 g/l,
%1’lik melas konsantrasyonunda 0,008-0,045 g/l, %1.5’lik melas konsantrasyonunda 0,009-
0,033 g/l arasinda, Rhizobium sp. MR90 nolu susta hiicre kuru agirliklarina gére PHB
diretimlerini  %0,5’lik  melas konsantrasyonunda  0,005-0,045 g/l, %1’lik melas
konsantrasyonunda 0,010-0,070 g/1, %1,5’lik melas konsantrasyonunda 0,032-0,062 g/l arasinda

28



tespit etmistir. Rhizobium sp. 3172 susunda hiicre kuru agirliklarina gére PHB iiretimlerini
9%0,5’lik melas konsantrasyonunda 0,010-0,053 g/l, %1’lik melas konsantrasyonunda 0,052-
0,179 g/l, %1,5’lik melas konsantrasyonunda 0,005-0,015 g/l arasinda oldugu belirtilmistir.
Ali’nin yapmis oldugu calismada tespit ettigimiz PHB iiretimi degerlerinin bu calismadaki PHB
iiretimi degerlerinden diisiik oldugu ortaya c¢ikmustir. Calismamizda minimum PHB iiretimi
0,0584 g/lolarak bulunmustur. Bu deger Ali’nin buldugu PHB iiretimi degerlerine yakindir.

Ediz [4], calismasinda Bacillus cinsi bakterileri kullanmustir. Bacillus subtilis F1
susunda hiicre kuru agirliklarina gére PHB iiretimlerini 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
%0,5’lik melas konsantrasyonunda 0,03- 0,06 g/l, %1’lik melas konsantrasyonunda 0,00-0,04
g/l, %1,5°lik melas konsantrasyonunda 0,01-0,25 g/l arasinda bulmustur. Bacillus megaterium
P1 susunda hiicre kuru agirliklarina gére PHB iiretimlerini 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
%0,5’lik melas konsantrasyonunda 0,00-0,03 g/l, %1’lik melas konsantrasyonunda 0,02-0,05
g/l, %1,5’lik melas konsantrasyonunda 0,03-0,08 g/l arasinda tespit edilmistir. Bu sonuclar

arastirmamizdaki degerlere gore oldukga diisiiktiir.

4.4. PHB Verimlerinin Belirlenmesi
Suslarin PHB iiretimleri tespit edildikten sonra elde edilen degerler kullanilarak PHB

verimleri hesaplanmustir.

Tablo 4.4.1. R.phaseoli suglarinin %0,5” lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirliklarina gore %
PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/I) | PHB iiretimi (g/I) % PHB
R.phaseoli CIAT 899 1,2628 0,4275 29,43
23F 1,3045 0,1687 11,24
32F 0,8594 0,0584 5,90
35F 1,9482 0,3613 16,12
38F 0,9317 0,1820 16,98
15F 1,4031 0,6121 37,93

R.phaseoli CIAT 899 susunun %0,5’ lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru

agirhigina gore PHB verimi % 29,43 olarak hesaplanmistir. R.phaseoli izolatlarinin kuru
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agirliklarina gore PHB verimleri %5,90- %37,93 arasinda bulunmustur. 32F kodlu izolat %5,90
verimle en diisiik degeri verirken, % 37,93 ile 15F kodlu izolat en yiiksek PHB verimine
sahiptir.

Tablo 4.4.2. R.phaseoli suslarinin %1’ lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirliklarina gére %
PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik (g/T) PHB iiretimi (g/I) % PHB
R.phaseoli CIAT 899 4,4378 0,8716 17,07
23F 29511 0,2885 8,50
32F 1,2365 0,3738 26,28
35F 0,5283 0,2434 40,06
38F 0,7242 0,3848 46,20
ISF 0,9143 0,5536 52,65

R.phaseoli CIAT 899 susunun %1’ lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirligina
gore PHB verimi % 17,07 olarak hesaplanmustir. R.phaseoli izolatlarinin kuru agirliklarina gore
PHB verimleri %8,50- %52,65 arasindadir. 23F kodlu izolat %8,50 verimle en diisiik degeri
verirken, % 52,65 ile 15F kodlu izolat en yiiksek PHB verimine sahiptir.

30



Tablo 4.4.3. R.phaseoli suglarinin %1,5” lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirliklarina gore %
PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhk (g/I) | PHB iiretimi (g/I) % PHB
R.phaseoli CIAT 899 1,4934 0,4281 24,92
23F 1,4352 0,3105 18,81
32F 1,4848 0,5470 32,03
35F 3,1166 0,5702 15,90
38F 2,4119 0,2639 9,51
1SF 0,8907 0,6170 60,23

R.phaseoli CIAT 899 susunun %1,5" lik melas konsantrasyonundaki hiicre kuru
agirhigina gore PHB verimi %24,92 olarak hesaplanmistir. R.phaseoli izolatlarinin kuru
agirliklarina gére PHB verimleri %9,51- %60,23 arasinda belirlenmistir. 38F kodlu izolat %9,51
verimle en diisiik degeri verirken, % 60,23 ile 15F kodlu izolat en yiiksek PHB verimine
sahiptir.

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirigma goére PHB verimi; %1° lik melas
konsantrasyonunda en diisiik (%17,07), %0,5° lik melas konsantrasyonunda en yiiksek (%29,43)
olarak bulunmustur. R.phaseoli izolatlarinin hiicre kuru agirliklarina gére PHB verimi, %0,5’ lik
melas konsantrasyonunda %5,90- %37,93, %1’ lik melas konsantrasyonunda %38,50- %52,65,
%1,5’ lik melas konsantrasyonunda %9,51- %60,23 arasinda degisiklik gostermistir.

Urug [27], yiiksek lisans tezi calismasinda Rhizobium phaseoli cinsi bakterilerin hiicre
kuru agirliklarina gére PHB verimlerini % 17,23- %26,04 arasinda belirlemistir. Calisilan 23F
kodlu izolatta ortalama kuru agirlik degerine gore PHB verimini %25,29, 32F kodlu izolatta bu
degeri %18,94 olarak bulmustur. Calismamizda farkli melas konsantrasyonlarina bagli olarak
bu deger 23F kodlu izolatta %8,50-%18,81, 32F kodlu izolatta ise %5,90-%32,03 arasinda
bulunmustur.

Baysak [8], Rhizobium phaseoli cinsi bakterilerle yaptigi calismasinda bakterilerin
hiicre kuru agirliklarina gore PHB verimlerini 48 saatlik inkiibasyonda, %0,5’lik seker
konsantrasyonunda %16,08-%26,84, %1’lik seker konsantrasyonunda %17,15-%26.00,
%1,5’1ik seker konsantrasyonunda %19,28-%25,01 arasinda bulmustur. 96 saatlik inkiibasyonda
ise bu degerler %25,80-%31,16 arasindadir. Caligmamizda tespit ettigimiz PHB verimleri bu
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calismadaki PHB verimlerine uygunluk gostermektedir. Ancak calismamizda oldukg¢a yiiksek
PHB verimlerine de rastlanilmaktadir.

Ali [37], yapmus oldugu yiiksek lisans tezi ¢calismasinda R.japonicum 379 susunda hiicre
kuru agirliklarina gére PHB verimlerini %0,5’lik melas konsantrasyonunda %45.5, %1’lik
melas konsantrasyonunda %33,3, %]1,5’lik melas konsantrasyonunda %46,7 olarak,
Bradyrhizobium japonicum 1809 nolu susun hiicre kuru agirliklarina gore PHB verimlerini
%0,5’lik melas konsantrasyonunda %17,0, %1’lik melas konsantrasyonunda %?25,9, %1,5’lik
melas konsantrasyonunda %31,9 olarak bulmustur. R.japonicum 377 susunda hiicre kuru
agirliklarina gére PHB verimlerini, %0,5’lik melas konsantrasyonunda %19,8, %]1’°lik melas
konsantrasyonunda %9,0, %1,5’lik melas konsantrasyonunda %4,3 olarak, Rhizobium sp. MR90
nolu susta hiicre kuru agirliklarina gére PHB verimlerini %0,5°lik melas konsantrasyonunda
%18,0, %1’lik melas konsantrasyonunda %16,9, %1,5’lik melas konsantrasyonunda %11,7
olarak tespit etmistir. Rhizobium sp. 3172 susunda hiicre kuru agirliklarina gére PHB
verimlerini %0,5’lik melas konsantrasyonunda %35,3, %1’lik melas konsantrasyonunda %30,6,
%1,5’lik melas konsantrasyonunda % 10,0 olarak belirlemistir. Ali’nin yapmis oldugu c¢alismada
tespit ettigimiz PHB verimi degerleri bu calismadaki degerlere yakin oldugu goriilmiistiir.
Calismamizda minimum PHB verimi %5,90, maksimum PHB verimi ise %60,23 olarak
bulunmustur.

Ediz [4], yapmus oldugu calismada Bacillus subtilis F1 susunda hiicre kuru agirliklarina
gore PHB verimlerini farkli inkiibasyon siireleri sonunda %0,5’lik melas konsantrasyonunda
%29,47-%84,71, %1’lik melas konsantrasyonunda %15,91-%81,33, %1,5’lik melas
konsantrasyonunda %52,00-%82,00 arasinda bulmustur. Bacillus megaterium P1 susunda hiicre
kuru agirliklarina gére PHB verimlerini farkli inkiibasyon siireleri sonunda %0,5’lik melas
konsantrasyonunda %30,00-%42,50, %1’lik melas konsantrasyonunda %45,26-%82,50,
%1,5’lik melas konsantrasyonunda %35,00-%72.00 arasinda belirlenmistir. Calismamizda

hiicre kuru agirliklarina gére % PHB verim degerleri bu ¢alismadaki degerlere yakindir.
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