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OZET

Alcaligenes latus phbCAB ( poli-3-hidroksibutirikasit biyosentez )
GENLERI KLONLANMIS Escherichia coli’de PHB
URETIMI VE IZOLASYONU

ENSARI, Yunus

Yuksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Nurdan PAZARLIOGLU
Mayis 2012, 95 sayfa

Polihidroksialkanoatlar (PHA), sahip olduklart fiziksel ve kimyasal
ozelliklerin yani sira biyouyumlu ve biyobozunur olmalari sebebiyle petrol bazli
plastiklerin alternatifi olabilecek potansiyele sahiptir. PHA biyopolimerleri besin
acisindan dengesiz kosullarda birgok gram (+) ve gram (-) bakteri tarafindan
sentezlenirler ve hiicre igerisinde enerji depo materyali olarak biriktirilmektedir.
Polihidroksibiitirik asit (P3HB) en ¢ok ¢alisilan ve bilinen PHA ¢esididir.

Bu tez ¢alismasinda endiistriyel PHB iiretiminde kullanilan Alcaligenes latus
DSM 1124 wkinda yer alan PHB biyosentez genlerinin Escherichia coli’ye
aktarilarak ylksek miktarda PHB (retimi ve (retilen biyopolimerin izolasyonu
hedeflenmistir. Bu amagla PZR yontemi ile ¢ogaltilan Alcaligenes latus DSM 1124
irkinda yer alan PHB biyosentez genleri pSP 72, pUC 19 ve pQE 40 plazmitlerine
basarili bir sekilde aktarilmistir. Elde edilen rekombinant plazmitler 10 farkl
E. coli irkina aktarilarak PHB iiretimi i¢in en uygun olan itk ve plazmit olarak
pQEAL1124 plazmitini tagiyan E. coli Rosetta irki belirlenmistir. Uygun irk
belirlendikten sonra PHB {iretiminin arttirilmasi amaciyla besiyeri, karbon kaynagi,
sicaklik, karistirma hizi gibi optimizasyon c¢alismalar1 gercgeklestirilerek %60’1n

tizerinde verim elde edilmistir.

Anahtar soOzcukler: Polihidroksibitirik asit, biyobozunur polimerler,
Alcaligenes latus, E. coli.
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ABSTRACT

PHB PRODUCTION AND ISOLATION FROM Escherichia coli
HARBORING Alcaligenes latus PHB BIOSYNTHESIS OPERON

ENSARI, Yunus

MSc in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. Nurdan PAZARLIOGLU
May 2012, 95 pages

Keywords: Polyhydroxybutyrate, biodegradable polymers, Alcaligenes
latus, E. coli.

In addition to their physical and chemical properties, due to they are
biodegredable and biocompatible polyhydorxyalkanaotes have potential to be
alternative to petroleum based plastics. PHAs are synthesized by various gram
positive and negative bacteria under unbalanced nutrient conditions and
accumulated as an energy storage material in cytoplasm. Polyhydroxybutyrate
(PHB) is the most studied and well known type of PHAs.

The aim of this study is production and isolation of PHB from E.coli
through transferring of PHB operon from A. latus DSM 1124. For this purpose, A.
latus DSM 1124 PHB biosynthesis genes, amplified by using PCR, were ligated
to pSP72, pUC19 and pQE40 vectors. After transformation of 10 different E. coli
strains with obtained plasmids, E. coli Rosetta harboring pQEAL1124 plasmid
was determined the most effective strain to produce PHB. After determining the
most appropriate strain, in order to enhance PHB production medium, carbon
source, temperature, shaking rate optimizations were performed. By performing
optimizations E. coli accumulated PHB more than 60% of cell dry weight.
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1. GIRiS

Petrokimya endiistrisinin bir iirlinii olan plastikler uzun yillardan beri evsel,
medikal, otomobil, gida ve elektronik gibi c¢esitli alanlarda kullanilan metal ve
ahsap gibi ¢esitli malzemelerin yerini basari ile alarak olduk¢a yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Keshavarz and Roy, 2010). Cizelgel.l’de yaygin sekilde
kullanilan plastikler ve kullanim alanlar1 verilmistir. Petrol bazli plastiklerin
yaygin sekilde kullaniminin baslica sebepleri; plastiklerin dayanikli ve ucuz
olmalari, hammadde fiyatlarinin diisiik olmasi, kimyasal yollarla farkli sekil ve
sertlik gibi istenilen 6zelliklerin kolayca kazandirilabilmesidir. Dunya plastik
pazarina bakildiginda en yaygin kullanilan iki plastik olan polietilentetrafalat
(PET) ve polipropilenin fiyatlarinin sirasiyla 0,8 €/kg ve 0,6 €/kg oldugu
gorulmektedir (Plasticker, 2011). Geleneksel petrol turevli plastiklerin bu denli
ucuz olmalar1 plastikleri diger malzemeler karsisinda iistiin kilmaktadir. Tim bu
olumlu 6zelliklerine ragmen petrokimya tiirevli plastikler ksenobiyotik olmalari
ve biyolojik olarak pargalanamamalar1 sebebiyle hem doga hem de canlilik icin

bliylik bir tehlike olusturmaktadir.

Cizelge 1.1. Endiistride yaygin kullanilan plastikler ve kullanim alanlari.

Plastik cesidi Kullanim alanlari

Polietilen (PE) Savunma sanayi, oyuncak, ev gerecleri, kap, aligveris
torbalari, paketleme

Polipropilen (PP) Otomotiv sanayi, paketleme, doseme,

Polisitiren (PS) Paketleme, sampuan kaplari, oyuncak, ev geregleri, duvar
kaplamalari, elektronik, mobilya

Poliamid (PA) Naylon Dis fircas1 killari, misina, otomotiv, i makineleri ve
havacilik

Polikarbonat (PC) Su sisesi, elektrik ve elektronik,

Politiretan Bina yalitimi, buzdolabi imalati, hali, mobilya, otomobil
koltugu iiretimi,

Polivinil klorur (PVC) Duvar kaplamalari, boru, pencere uretimi

Politetrafloroetilen Is1 rezistansi, pisirme tavalari

(Teflon)

Giiniimiizde her yi1l 100 milyonlarca ton plastik iiretilmektedir. Ornegin
2010 yilinda iiretilen plastik miktar1 bir 6nceki yila oranla %6 artarak 265 tona
ulagmistir ve plastige olan talebin artmasi iiretimin 2011 yili icinde kayda deger

oranda artacagini gostermektedir. 2010 yilinda tretilen toplam plastigin 247


http://tr.wikipedia.org/wiki/Polipropilen
http://tureng.com/search/duvar%20d%c3%b6%c5%9femeleri
http://tureng.com/search/duvar%20d%c3%b6%c5%9femeleri
http://tr.wikipedia.org/wiki/Politetrafloroetilen

milyon tonu atik plastik olarak dogaya birakilmis ve bu atigin sadece 14,3 milyon
tonu geri doniisiime ugrayarak geri kazanilabilmistir (Plastics Europe, 2010).

Plastiklerin dayaniklilik gibi ¢ok yonlii 6zelliklere sahip olmalari nedeniyle,
plastikler son donemlerde su kaynaklarinin kirlenmesinin, dogal hayatin tehlike
altina girmesinin ve c¢evre atik sorunlarinin baslica kaynagi haline gelmistir.
Plastiklerin bircogunun tek kullanimlik olmasi ve kullanim sonrasinda dogaya
bilingsiz bir sekilde atilmalar1 bunlarin 6zellikle toprak ve deniz ekosistemlerinde
birikmelerine yol agmaktadir. Ornegin ozellikle tropik bolgede olusan atik
plastikler igerisinde su birikimi gergeklesmesiyle sivrisineklerin Uremesi icin
uygun ortamlar olusmaktadir (Loo and Sudesh, 2007).

Petrol tirevli atik plastiklerin giderimi i¢in ¢esitli islemler uygulanmaktadir.
Bu islemler sirasiyla yakma, topraga gémme ve geri donisimdiir (Loo and
Sudesh, 2007). Yakma islemi giinimiizde kullanilmasina ragmen ¢esitli
olumsuzluklar1 vardir. Yakma islemi olduk¢a maliyetli bir yontemdir ve bu da
yakmanin uygulanmasini kisitlayan faktorlerin basinda gelmektedir. Ayrica
yakma islemi esnasinda dioksin, HC1 ve HCN gibi plastikten daha zehirli kiglk
bilesiklerin olusmasina ve dogaya salinmasina sebep olmaktadir (Loo and Sudesh,
2007; Suriyamongkol et al., 2007). Atik plastiklerin giderimi i¢in kullanilan diger
bir yontem olan geri doniisiim siireci zahmetlidir ve plastik birkag kez geri
doniistime ugradiktan sonra mekanik 6zelliklerini kaybetmektedir (Loo and
Sudesh, 2007).

Petrokimya iiriinli geleneksel plastiklerin birgok avantajina ragmen dogada
parcalanmadan uzun bir siire kalmalar1 plastikleri ¢evre atik sorunlarinin baslica
faktorii haline getirmistir. Insanlarin gevreye karsi olan kaygilarinin artmasi ve
ham petrol fiyatlarindaki durdurulamaz yiikselisin sonucunda plastiklerin
fiyatinda gerceklesmesi beklenen kayda deger artis bilim insanlarin1 ve resmi
kurumlar1 petrol bazli plastiklere alternatiflerin  gelistirilmesine itmistir
(Chanprateep, 2010; Khanna and Srivastava, 2007). Bu baglamda biyobozunur
plastiklerin gelistirilmesine olan ilgi her gecen giin giderek artmaktadir. Ancak
biyolojik olarak pargalanabilme 06zelligine sahip olan bu biyopolimerlerin
plastiklerin sahip oldugu fiziksel ve kimyasal oOzelliklere de sahip olmasi
gerekmektedir. Biyobozunur plastiklere 6rnek olarak polihidroksialkanoatlar
(PHA), alifatik polyesterler, polisakkaritler ve nisasta bazli polimerler ile bunlarin
kopolimerleri verilebilir. Ancak biyobozunur polimerlerin geleneksel plastiklerin



yerini alabilmesinin onlndeki en blyik engel Gretim maliyetlerinin oldukca
yiiksek olmasidir (Purwadi, 2006).

1.1 Polihidroksialkanoatlar

Polihidroksialkanoatlar (PHA) birgok Gram negatif ve Gram pozitif bakteri
tarafindan sentezlenen ve hiicre igerisinde sitoplazmik graniiller halinde enerji ya
da karbon depo materyali olarak biriktirilen yapisal olarak basit hidroksialkanoat
poliesterleridir (Keshavarz and Roy, 2010; Choi et al., 1998; Madison and
Huisman, 1999). Dogal PHA fireticisi bircok mikroorganizma bu poliesterleri
azot, oksijen, fosfor gibi besin elementlerinin sinirli ve karbon kaynaginin bol
bulundugu durumlarda sentezleyip sitoplazmalarinda kuru agirliklariin yaklagik
%90’1ina kadar depolamaktadir (Keshavarz and Roy, 2010; Madison and
Huisman, 1999). Bu durum mikroorganizmanin yasadigi ortamda besin dengesi
bozuldugunda fazla besinlerin hiicre igerisinde saklanmasi igin iyi bir yontemdir.
Ayrica mikroorganizmalar ortamda karbon ve enerji kaynagi bulunmadigi
durumda ise Grettikleri polimerleri parcalamaktadir (Chee et al., 2010).

Polihidroksialkanoatlar ilk olarak 1925 yilinda Fransiz mikrobiyolog
Lemoigne tarafindan Bacillus megaterium’da tanimlanmistir (Keshavarz and Roy,
2010). Bu tarihten sonra bircok gram pozitif ve gram negatif bakteri ve
fotosentetik bakterinin PHB’yi aerobik ve anaerobik olarak (retebildikleri
belirtilmistir. 1973 yilinda PHB’ nin nisasta ve glikojene benzer sekilde bakteriyel
depo polimeri olarak gorev yaptigi kabul edilmistir (Chee et al., 2010). Ancak
yeni PHA iireticisi mikroorganizmalarin ve Dbakterilerin daha saglikhi
olabilmelerinde rollerinin oldugunun anlagilmasiyla, PHA’larin sadece hiicre
igerisinde biriktirilen bir karbon deposundan daha fazlasi oldugu anlasilmistir.
PHA’lar bunlar1 sentezleyebilen bakterilere ¢esitli ekolojik avantajlar
kazandirmaktadir. Gergeklestirilen calismalar neticesinde PHA’larin; ¢esitli
ekolojik ortamlarda simirli besin sartlarinda hayatta kalabilmelerine, hiicre
hareketleri ve biyolojik azot fiksasyonu icgin enerji saglamaya, spor ve Kkist
olusturmaya, ekzopolisakkarit tiretiminin kontroliine; sicaklik, sogukluk, ozmotik
basing gibi ¢esitli ¢evresel stres kosullarina dayanabilmelerine yardimci olduklar
belirlenmistir. Bununla birlikte PHA oligomerlerinin birgok doku ile birlikte insan
ve hayvan kanini igeren dkaryotlarda da var oldugu bilinmektedir (Chen, 2010).

Polihidroksialkanoatlar R-hidroksialkanoik asit monomerlerinden olusan
termoplastik ya da elastomerik 6zellikteki poliesterlerdir (Keshavarz and Roy,



2010) ve diretildikleri mikroorganizmalarin sitoplazmalarinda suda ¢6ziinmeyen
inklizyon cisimcikleri olarak bulunurlar (Purwadi, 2006). Bir PHA polimerinin
genel yapis1 Sekil 1.1°de gosterilmistir.

R 0
I I
O—CH(—CH,), —C

100-30000

n=1 R= hidrojen Poli (-3-hidroksipropiyonat)

Metil Poli (-3-hidroksibditirat)

Etil Poli (-3- horoksivalerat)

Propil Poli (-3-hidroksihegzanoat)

Pentil Poli (-3-hidroksioktanoat)

Nonil Poli (-3-hidroksidodekanoat)
n=2 R= hidrojen Poli (-4-hidroksibditirat)
n=3 R= hidrojen Poli (-5-hidroksivalerat)

Sekil 1.1. Polihidroksialkanoatlarin genel yapisi (Ojumu et al (2004)’dan degistirilerek alinmistir.)

Polihidroksialkanoatlar ¢esitli kriterlere gore bazi siniflara ayrilmaktadir.
Genel olarak bakildiginda PHA’lar monomer biyikliklerine gore iki biytk gruba
ayrilirlar (Purwadi, 2006; Loo and Sudesh, 2007; Philip et al. 2007);

e Kisa yan zincirli PHA’lar (scl); 3-5 karbon atomu igerir.
e Ortayan zincirli PHA’lar (mcl); 6-14 karbon atomu igerir.

Monomer biiyiikliiklerinde var olan bu farklilik temel olarak belirli aralikta
karbon uzunluguna sahip 3HA monomerlerini taniyan PHA sentaz (polimeraz)
enzimlerinin substrat spesifisitesi ile iligkilidir. Buda farkli mikroorganizmalarin
farkli substrat kombinasyonlarinda c¢esitli tiplerde polimerler {iretebilecegini
gostermektedir (Purwadi, 2006).

Yukaridaki siiflandirmanin disinda PHA’lar biyosentetik orjinlerine bagh
olarak dogal ve yar1 sentetik olarak iki gruba ayrilirlar. Dogal PHA’lar dogada
mikroorganizmalar tarafindan dogal substratlarin kullanilmasiyla {iretilebilen
Polihidroksibiitirik asit (PHB) gibi polimerler iken, yari sentetik polimerlerin
uretilmesi icin 3 merkaptopropionik asit gibi olagan olmayan monomerlerin
varligi gereklidir. Ayrica PHA’lar zincirde bulunan monomer tiplerine gore
homopolimer (PHB) ve heteropolimer (P(3HB-co-4HB)) olarak ikiye ve zincirde

yer alan monomerlerin kimyasal yapilarina bagh olarak da alifatik yag asitleri



igerenler, aromatik yag asitleri igerenler ve hem alifatik hem de aromatik yag
asitleri igenler olarak da 3 gruba ayrilirlar (Loo and Sudesh, 2007).

1.2 Polihidroksialkanoatlarin Ozellikleri
1.2.1 Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

3 hidroksi yag asidi monomerlerinden olusan bir PHA zincirinde, bir
monomerin karboksil grubu bir sonraki monomerin hidroksil grubu ile ester bagi
yaparak molekiil agirhigi 50 KDa ile 1000 KDa arasinda degisen zinciri
olusturmaktadir (Madison and Huisman, 1999).

Polihidroksialkanoatlar, polimer yapisinda yer alan farkli monomer
igerikleri sebebiyle farkli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptirler. Dort karbon
iceren PHA’larin (scl) endiistriyel olarak ilk degerlendirilen ve diger PHA’lara
gore daha iyi Ozelliklere sahip oldugu belirtilirken son dénemlerde rapor edilen
monomerlerin ¢ok daha fazla 6zellige sahip oldugu bilinmektedir (Keshavarz and
Roy, 2010).

PHA molekadlleri hiicre icerisinde 0,2-0,5 um gapinda inkliizyonlar halinde
biriken (Suriyamongkol at al. 2007) suda ¢oziinmeyen bir yapiya sahiptir,ayrica
polimerler izotaktik, optik olarak aktif ve yuksek kristal 6zelliktedir (Reddy et al.,
2003).

Fiziksel 6zelliklerine bakildiginda kisa yan zincirli PHA molekiillerinin sert,
kirillgan ve yiiksek kristallenme derecesine sahip oldugu goriiliirken diger yandan
orta yan zincirli PHA’lar esnektir ve daha diistik kristallenme derecesine, gerilme
kuvvetine ve erime noktasina sahiptir (Philip et al. 2007). Bu nedenlerden o6tur(
kisa yan zincirli (scl) PHA’lar termoplastik, orta yan zincirli (mcl) PHA’lar
elastomerler olarak adlandirilirlar (Chen, 2010).

Polihidroksibiitirik asit (P(3HB)) oldukga kristal yapida bir polimerdir ve
erime sicakligr yaklasik 180°C civarindadir ayrica bu polimer oldukga sert ve
kirilgan bir yapiya sahiptir. Ancak bu polimere 3- hidroksivalerat komonomerinin
eklenmesi polimerin ¢esitli 6zelliklerinin gelistirilmesini saglamistir. Elde edilen
P(3HB-3HV) kopolimeri PHB’den saha diisiik erime sicakligina ve kristallenme
derecesine sahiptir. Diger yandan Poli(4 hidroksibutirat) (P(4HB)) glclu ve kolay

islenebilen bir termoplastiktir ve gerilme direnci polietilene oldukc¢a yakindir (



Philip et al. 2007). Cesitli PHA polimerlerine ve diger bakteriyel plastiklere ait
fiziksel 6zellikler Cizelge 1.2°de yer almaktadir.

Cizelge 1.2. Cesitli plastiklerin fiziksel 6zellikleri

Ozellik P@BHB) P(3HB P(4HB) PLA PE PBS  Polipropilen
-3HV)
Erime 177 150 60 175 136.4 1158 170
sicakhgi’C s
146.5
Camlasma 4 -7.25 -50 60 334 -36.6
sicakhgi’C ile 33
Gerilme direnci 40 25 104 49.6-61.6 22-29 248 34
MPa
Kopma uzamasi 6 20 1000 5.2-2.4 297.7 175.2 400

%

1.2.2 Biyolojik ozellikleri

Polihidroksialkanoatlarin en Onemli biyolojik Ozellikleri biyouyumlu ve
biyobozunabilir olmalaridir. PHA’lar ylksek derecede biyouyumlu olmalari
(Chee et al.,, 2010) ve insanda herhangi bir immin yanit olusumuna yol
acmamalari nedeniyle medikal sektorde yaygin bir kullanim alanina sahiptir
(Williams et al., 1999).

PHA’larm  %2100°G  biyolojik  olarak su  ve  karbondioksite
parcalanabilmektedir (Santimono et al., 2009). Toprak, ¢camur ve deniz suyu gibi
farkli ekosistemlerde yasayan bakteri ve fungus gibi bir¢ok mikroorganizma kati
halde bulunan PHA molekiillerini salgiladiklar1 depolimeraz ya da hidrolaz
enzimleri araciligiyla suda ¢oziinebilen oligomer veya monomerlere parcalarlar ve
bu parcalanma drtnlerini hiicre icerisine alarak besin kaynag: olarak kullanirlar
(Domb et al., 1998; Madison and Huisman, 1999).

Dogada PHA’larin parcalanmasi hiicre i¢i ve dis1 olmak iizere iki sekilde
gerceklesmektedir. Hicre ici parcalanmada, PHA depolimeraz enzimi tarafindan
PHA graniiliinii 3 HA monomerlerine pargalanir, sonrasinda bir dehidrojenaz
enzimi araciliiyla bu monomerler asetilasetata oksitlenir ve ardindan f-
ketotiyolaz enzimi asetilasetat1 asetil-CoA’ya parcalar. Oksijenli bir ortamda
asetil-CoA sitrik asit dongusinde CO;’ye kadar parcalanmaktadir. Hiicre dist
parcalanmada ise, dogada var olan PHA molekiilleri mikroorganizmalar

tarafindan salgilanan ekstraseliiler PHA depolimerazlarca parcalanmaktadir (Sekil



1.2). Bakteri, fungus ya da algler PHA polimerlerinin yiizeyine saldirilar ve
polimeri ¢6ziiniir hale getiren hiicre dis1 depolimeraz enzimlerini salgilarlar.
COzundr hale gelmis olan bu iriinler hiicre duvarindan gegerek hiicre igerisine
alinir ve burada biyomas iiretiminde karbon kaynagi olarak kullanilirlar. Canli
sistemlerde ise PHA’lar kan ve dokularda yer alan enzimler tarafindan
pargalanmaktadirlar (Keshavarz and Roy, 2007; Ojumu, et al 2004).

Sekil 1.2. Aerobik aritma ¢amurunda P(3HB-3HV) ‘nin biyobozunumu. P(3HB-
3HV) ‘den yapilan siseler yaz siiresince (ortalama 20°C) aerobik aritma
camurunda inkiibe edilmislerdir. Fotografta goriilen siseler 0, 2, 4, 6, 8
ve 10 hafta sonunda ¢amurdan alinip fotograflar1 ¢ekilmistir (Madison
and Huisman, 1999’dan alinmistir.).

PHA biyopolimerlerinin dogada parcalanmasinda polimerin
kompozisyonuna, fiziksel yapisina (amorf, kristal), boyutuna ve en 6nemli olarak
da c¢evre kosullarina baglidir ve bu nedenlerden dolay1 bir PHB filminin dogadaki
bozunma hiz1 birkag hafta (anaerobik ¢amur) ile birkag yil (denizsel ekosistemler)
arasinda degisebilmektedir (Madison and Huisman, 1999). Cizelge 1.3’de PHB
polimerinden elde edilmis filmlerin ¢esitli ekosistemlerdeki biyobozunurlugu
gosterilmistir (Domb et al., 1998). Cizelgeden de goriildiigii gibi mikroorganizma
bulunmadigt  durumlarda  film  kalinhiginda  herhangi  bir  degisim
g6zlenmemektedir.



Cizelge 1.3. PHB biyofilminin gesitli ortamlarda bozunmasi

Cevre Film kalinhgindaki
degisim (um/ hafta)

Deniz suyu (22°C) 5

Aktif camur (25°C) 7

Toprak (25°C) 5

Steril deniz suyu (25°C) (121°C de 15 dk. otoklavianmug) 0

Biyouyumluluk ve biyobozunurluk o6zelliklerine ek olarak, PHA’lar ve
bunlarin yikimi sonucu ortaya ¢ikan iirlinler toksik olmayan bir yapidadir (Chen,
2010) ve PHA biyopolimerleri yenilenebilir kaynaklardan uretilebilmektedir
(Madison and Huisman, 1999).

1.3 Polihidroksialkanoatlarin Biyosentezi

PHA biyopolimerleri 75’ten fazla genus ait 300°den fazla Gram (+) ve
Gram (-) bakteri tarafindan besinsel stresin —asir1 karbon ve diisiik azot-
bulundugu durumlarda ¢ok ¢esitli karbon kaynaklarindan sentezlenebilmektedir
(Reddy et al., 2003 ; Domb et al., 1998; Keshavarz and Roy, 2010). Uretilen
polimerin kompozisyonu bakteride bulunan PHA biyosentez yolaginda gorevli
olan enzimlerin substrat spesifitelerine bagli olarak degismektedir (Domb et al.,
1998).

Polihidroksialkanoatlar hem mikroorganizmalarin biyosentezi ve bitkilerin
fotosenteziyle biyolojik olarak hem de uygun enzimlerin kullanilmasiyla kimyasal
olarak iki farkli yaklasim ile sentezlenebilmektedir (Purwadi, 2006; Chen, 2010).
Biyolojik yaklasim ile daha yiiksek molekiil agirlikli PHA elde edilmesine karsin
bu yaklasim polimer kompozisyonundaki monomerlerin yliksek derecede kontrol
edilmesine izin vermemektedir (Chen, 2010).

Bircok faktor hiicredeki PHA iiretimini etkilemektedir, dolayisiyla
molekiiler agirlhik ve polimerin biiyiikliigli gibi son iriin Ozellikleri de
etkilenmektedir. Uretim ortaminin  pH degeri ve karbon kaynaginin
konsantrasyonu  iiretilen  biyopolimerin  molekiil  agirligmi  dogrudan
etkilemektedir. Polimer miktar1 %80’e eristi§inde, hiicrelerin g¢ogalmasi
yavaglamaktadir, dolayisiyla bu gibi fiziksel kisitlamalar da biyopolimerin hiicre
icerisinde birikimi i¢in simirlayict faktorlerden biri olabilmektedir (Purwadi,
2006).
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Sekil 1.3. Mikrobiyal PHA iiretim yolaklari (Chen, 2010)
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PHA biyosentezi olduk¢a iyi c¢alisilmis ve anlagilmis bir konudur.
Biyosentez  yolaklarinda  ¢esitli  uzunluklardaki  3-hidroksialkanoil-CoA
monomerlerinin saglanmasinda ana bilesen Asetil-COA molekulidir. Buna ek
olarak monomerler farkli zincir uzunluklarina sahip yag asitlerinin § oksidasyonu
ile de elde edilebilmektedir (Sekil 1.3). Farkli canlilarda rol alan PHA biyosentezi
sekiz yolakta 6zetlenebilir. Bu sekiz farkli yolak ve bu yolaklarda rol alan genler
sirasiyla Sekil 1.3 ve Cizelge 1.4’te gosterilmistir.

Birinci yolak sirasiyla phaA, phaB ve phaC genleri tarafindan kodlanan
beta-ketotiyolaz, NADPH- bagimli asetoastil-CoArediktaz ve PHA sentaz
(polimeraz) olmak Uzere U¢ ana enzimi icermektedir. Alcaligenes latus ve
Ralstonia eutropha bu yolagi kullanarak PHA sentezini gerceklestirmektedir
(Chen, 2010).

Ikinci PHA sentez yolag1 (yolak II) mikroorganizma tarafindan yag asidi
alimiyla iliskilidir. Yag asidinin beta oksidasyonundan sonra acil-CoA PHA
monomerinin sentezlenme sirecine girer. 3-ketoacil-CoA rediktaz, epimeraz, (R)-
enoil-CoAhidrataz/enoil-CoAhidrataz I, agil-CoAoksidaz (olasi) ve enoil-
CoAhidrataz I’i (olas1) iceren enzimler biyopolimerin sentezlenmesi icin PHA
onculleri olan 3-hidroksiagil-CoA’nin  saglanmasinda goérev almaktadirlar.
Pseudomonas putida, Pesudomonas aeruginosa ve A. hydrophila orta yan zincirli
(mcl) PHA ya da (R)-3-hidroksibdtirat ve (R)-3-hidroksihegzanoat kopolimerini
sentezlemek icin yolak 11’yi kullanmaktadirlar.

Yolak I11,3-hidroksiagil-ACP-CoA transferaz (PhaG) ve PHA monomeri 3-
hidroksiagil-CoA’y1 olusturmak i¢in 3-hidroksiacil-ACP saglanmasina yardim
eden malonil-CoA-ACP transacilaz (FabD) enzimlerini icermektedir ve PHA

sentaz enziminin etkisi altinda PHA olusumunu saglamaktadir.

Yolak IV NADH bagimmli asetoasetil-CoArediktaz enzimini (S)-(+)-3-
hidroksibdtiril-CoA’y1 okside etmek i¢in kullanmaktadir. NADPH’in NADP+ ya
olan oranin yiiksek olmasi Rhizobium sp. CC1192’de indirgeyicinin nitrojenaza
iletimini hizlandirabilir. Bu ayrica, poli[(R)-3-hidroksibutirat] (PHB) sentezi igin
asetoasetilCoOA’nin indirgenmesini de saglamaktadir.

Yolak V 4-hidroksibiitirat igeren PHA olusturmak igin suksiniksemialdehit
dehidrogenaz  (SucD), 4-hidroksibitirat dehidrogenaz  (4hbD) ve 4 -
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hidroksibdtirat-CoA:CoAtransferaz  (OrfZ) enzimlerini 4-hidroksibatiril-CoA

sentezlemek i¢in kullanmaktadir.

Yolak VI PHA sentezinde olasi laktonaz ve hidroksiacil-CoAsentaz

enzimlerini
kullanmaktadir. Yolak VII A. hydrophila 4AK4’da bulunan olast alkol
dehidrogenaz Uzerine kuruludur. Yolak VII de, 4-hidroksibitirat iceren PHA
sentezi icin 1,4-butanediol 4-hidroksibitirata ve ardindan 4-hidroksibditiril-
CoA’ya okside edilir. Yolak VIII sekiz enzimin c¢alistig1 bir reaksiyon zincirinde

4,5 alkanolaktonu 4,5-hidroksiacil-CoA ya doniistiirmek igin

6-hidroksihegzanoati, 6-hidroksihegzanoat igeren PHA ya doniistirir (Chen,
2010).

Cizelge 1.4. Mikrobiyal PHA iiretim yolaklarinda gorev alan enzimler (Chen, 2010).

No Yolak  Kisaltma Enzim Turler
1 Yolak | PhaA B-ketotiyolaz Ralstonia eutropha
2 PhaB NADPH- bagiml asetoastil-

CoArediktaz
3 PhaC PHA sentaz Aeromonas hydrophiladAK4
4 liskili PhaZ  PHA depolimeraz Pseudomonas stutzeri1317
5 Yol Dimerhidrolaz R. eutropha
6 (R)-3-Hidroksibdtirat dehidrogenaz Pesudomonas ole(_)vorans

- Pesudomonas putidaKT2442,
7 Asetoast!I-CoAsentaz A. hydrophiladAK4,
8  Yolak ll FabG 3-k.etoa(;|I-CoA rediiktaz Pesudomonas aeruginosa
9 Epimeraz
10 PhaJ enoil-CoAhidrataz/enoil-CoAhidrataz |
11 acil-CoAoksidaz (olasi) Pseudomonas mendocina,
12 enoil-CoAhidrataz I (olasi) Recombinant Escherichia
13 Yolak Il PhaG 3-hidroksiacil-ACP-CoA transferaz coli
FabD malonil-CoA-ACP transagilaz
Rhizobium (Cicer) sp. CC

14 Yolak IV NADPH- bagimli asetoastil- 1192

CoArediktaz Clostridium kluyveri
15 SucD Siksiniksemialdehit dehidrogenaz
16  YolakV 4hbD 4-hidroksibitirat dehidrogenaz
17 OrfZ 4 hidroksibtirat-CoA:CoAtransferaz _ Mutant ve rekombinant
18 Yolak VI Laktonaz (olas1) Alcallgenes_ eutrophus

- — A. hydrophila4dAK4
19 hidroksiagil-CoAsentaz (olast) .
20 Yolak Alkol dehidrogenaz (olast) ACIn?tObaCt.e F3p. §E19 -
Brevibacterium epidermidis
VI HCU

21 Yolak ChnA Siklohegzanol dehidrogenaz
22 VIl ChnB Siklohegzanon monooksigenaz
23 ChnC Kaprolakton dehidrogenaz
24 ChnD 6-Hidroksihegzanoat dehidrogenaz
25 ChnE 6-Okzohegzanoat dehidrogenaz
26 Semialdehitdehidrogenaz (olasi)
27 6-Hidroksihegzanoat dehidrogenaz

(olas1)
28 hidroksiagil-CoA sentaz (olasi1)
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PHA biyosentez yolaginda rol alan enzimleri kodlayan genler oldukca
cesitlenmis bir yapidadir. Bu ¢esitlenme PHA molekiillerinin ¢esitlenmesinin de
bir sebebidir. Yolakta yer alan genler farkli organizmalarda farkli dizilimler
gostermektedir (Sekil 1.4)

A. P acidophila Y’m e Hﬂﬁiﬁ sieill pnba W__
>

R, eutropha ﬁ—l Exsth““” pth |’_
{ [ °i.wi!m | phba |
Acinefobacier w e
A. latus EEEE e || phba ]!_
g =

Z ramigera _YHH | [FSECVpREEEE ST o | phbA I_
B. S = o
P. denitrificans ez Phsé*'i oy, | 1iL] !g

......

A, meliloti faniy v!ﬂk Sere Ly
==

C. M. aextorquens

N. corallina

RA. etli

R. ruber

R. sphaeroides

D. C. vinosum

T. violaceae

Synechocystis sp.

e A [ ] o

F. P aeruginosa 17 |"'=33’?1f*“‘-x.¢;:§1|phaz ||""phaca - [phaD || |
| == —= = | —= = —
“] [Tphacuii [ pnaz |[7pnacz o0 ] pheD
P. oleovorans = = = = - || - | [

Sekil 1.4. Pha ve phb operonlari. PHA olusumu igin gerekli genleri kodlayan lokuslar 18 farkli
tiirde karakterize edilmistir. Ssc-PHA olusumunda yer alan genler phb olarak, msc-PHA
olusumda rol alan genler pha olarak adlandirilmistir. (A) Tam phbCAB operonlari. (B)
Kesintili phb lokuslar. (C) Tam olmayan phb lokuslari. (D) iki alt birimli PHB
polimeraz kodlayan organizmalarin phblokuslari. (E)A. caviae de P(3HB-3HH)
olusumunda rol alan phbCJ lokusu. (F) Pseudomonas sp. demsc-PHA olusumunda rol
alan pha lokuslari. (Madison and Huisman, 1999’dan alinmustir.).



13

Alcaligenes latus ve Ralstonia eutropha’da PHB biyosentezinden sorumlu
olan phbCAB genleri kromozom iizerinde art arda dizili halde bulunmaktadir ve
bu genlerin yonlenisinin ayni olmasi gerekmemektedir. Rhizobium meliloti ve
Paracoccus denitrificans’ta phbAB genleri yan yana bulunurken phbC geni
bunlardan ayr1 yer almaktadir. Chromatium denitrificans’ ta PHA polimeraz
enzimi phbE ve phbC olmak tizere iki alt birim tarafindan sentezlenmektedir. Orta
yan zincirli PHA sentezi gerceklestiren Pseudomonas oleoverans ve
Pseudomonas aeruginosa iki adet phaC geni ve binlarin tam ortasinda da phaZ
genini icermektedir (Madison and Huisman, 1999)

1.4 Polihidroksialkaoatlarin Uretimi

Daha onceki kisimlarda belirtildigi gibi PHA’lar ¢esitli stres kosullarinda
bakteri ve arkealar1 da igerisine alan bir¢ok prokaryotik mikroorganizma
tarafindan dogal olarak sentezlenmekte ve hiicre igerisinde enerji ya da karbon
rezervi olarak biriktirilmektedir (Choi, 1999; Chen, 2010).

PHA biyopolimerlerinin  Uretiminde genelde ana kaynak olarak
mikroorganizmalar kullanilmaktadir (Keshavarz and Roy, 2010), buna karsin son

donemlerde transgenik bitkilerde de bu biyopolimerlerin iiretilebildigi calismalar
mevcuttur (Tilbrook, 2011; Tsuda 2012).

Mikroorganizmalar ana fiiretici konumunda yer aldiklar1 i¢in, mikrobiyal
PHA dretiminin etkin bir sekilde gerceklestirilebilmesi 1i¢in sadece
mikroorganizma degil ayn1 zamanda kiltiir kosullar1 da olduk¢a Onemlidir
(Sudesh and Abe, 2010). PHA biyopolimerlerinin iiretiminde karbon kaynagi
olarak glukoz, nisasta, metan, mineral yag, peynir alt1 suyu ve CO; gibi ¢ok farkli
kaynaklar kullanilabilmektedir (Reddy et al., 2003). Cizelge 1.5te PHA

tiretiminde kullanilan farkli karbon kaynaklar1 gosterilmistir.

Ticari Olgekte PHA {iretiminin gerceklestirilmesi i¢in, mikroorganizmalar
sik1 sekilde kontrol edilen kosullarda c¢ok biliyiik biyoreaktorlerde kiiltiire
edilmektedirler. Endistriyel PHA (retimi; Fermentasyon, biyomasin besi
yerinden ayrilmasi, biyomasin kurutulmasi, PHA nin saflastirilmasi, kurutulmasi
ve paketlenmesi adimlarini igermektedir. Kesikli kiltiirlerde PHA Uretiminde tek-
basamak ve iki-basamak olmak {izere iki yaklasim genelde kullanilmakla birlikte
ic basamakli yaklasimlarda mevcuttur (Beccari et al. 2009), tek basamakli
kiiltivasyonda biyomas ve PHA es zamanl olarak iiretilmektedir. Iki basamakli da



14

ise mikroorganizma besin a¢isindan zengin bir besi yerinde ayri olarak iiretilir ve
ardindan PHA {iretimi i¢in besin sinirlamasinin oldugu besi yerine aktarilir.
Kesikli Uretime ek olarak kesikli beslemeli, pH-stat, kemostat yontemlerde
kullanilmakla birlikte ticari anlamda en verimli sistem toplam iiretim maliyetlerini
azaltan kesikli beslemeli sistemdir (Sudesh and Abe, 2010).

Cizelge 1.5. PHA tiretiminde kullanilan farkli kaynaklar.

Kaynak PHA c¢esidi Mikroorganizma Referans
Soya yagi P(3HB), Ralstonia eutropha ve Kahar, 2004
P(3HB-co-5 rekombinant suslari

mol%3HHX)

Bitkisel yaglar mcl-PHA Comamonas testosteroni Thakor et al., 2005
(hint yag1
tohumu,
Hindistan cevizi
yagi, vb.)
Tarim PHB Aktif camur Khardenavis et al. 2007
endiistrisi atik
sulart
Malt ve soya PHB Alcaligenes latus Yu etal., 1999
atig1
Malt, soya, PHB Alcaligenes eutrophus Arun et al., 2006
susam, kispe,
farmasotik
artiklar
Misir 1slatma PHB Bacillus megaterium Chaijamrus and Udpuay, 2008
suyu
Misir kogani PHB Azotobacter vinellandii Gengadharan and Ramadas, 2011
Sagu, mollaz, PHB Alcaligenes eutrophus Kumar and Prabakaran, 2006
glukoz
Mollaz PHB Rekombinant E. coli F. Liuetal., 1998
Zeytinyagi PHB Rekombinant Pseudomonas  Garcia-Ribera et al., 2001
fabrikasi atik putida KT2442
suyu

Bircok PHA polimeri tanimlanmis olmasina ragmen, bunlardan sadece dort
tanesi endustriyel Olcekte Uretilmektedir; poly[(R)- 3-hydroxybutyrate] (PHB),
poly[(R)-3-hydroxybutyrate-co-(R)-3-hydroxyvalerate]  (PHBV), poly[(R)-3-
hydroxybutyrate-co-4-hydroxybutyrate] (P3HB4HB), ve poli[(R)-3-
hydroxybutyrate-co-(R)-3-hydroxyhexanoate] (PHBHHXx) (Choi, 2010). Oldukca
genis kullanim alanina sahip olan PHA’larin endiistriyel ¢apta iiretilmesinin ve
ticarilesmesinin Oniindeki en biiyiik engel yiiksek tiretim maliyetleridir (Choi;
2010). Bu tip engellerin asilabilmesi i¢in yeni fermentasyon stratejileri ve

yenilenebilir kaynaklarin kullanimi yoniinde aragtirmalar gerceklestirilmektedir.
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Proses ekonomisinin bu denli yiiksek olmasi ucuz ve yenilenebilir karbon
kaynaklarinin kullanimini gerekli kilmaktadir. PHA iiretimi maliyetindeki ana pay
kullanilan besi yerine aittir (Keshvarz and Roy, 2010), bu nedenle Cizelge 1.5°te
de goriildiigii gibi yapilan ¢alismalar daha ucuz karbon kaynaklarinin bulunmasi
lizerine yogunlagmistir. Tarimsal artiklarin ve yan iriinlerin PHA hammaddesi
olarak kullanimi sayesinde toplam iiretim maliyetlerinde %50’ye kadar bir
Iyilesme saglanabilmistir (Santimono et al., 2009).

1.4.1 Bakterilerde PHA Uretimi

Daha o6nceden de belirtildigi gibi farkli ekosistemlerde yasayan bir¢ok
Gram pozitif ve Gram negatif bakteri polihidroksialkanoatlar1 dogal olarak
sentezleyebilme yetenegindedir (Bkz. Kisim 2). PHA iretiminde kullanilan
bakteriler sentez icin gerekli kultlir kosullarina gore ikiye ayrilmaktadir. Birinci
grupta yer alan bakteriler azot, fosfor, magnezyum ya da stlfir gibi temel besin
maddelerinin sinirlandirilmasina ve fazla miktarda karbon kaynagma ihtiyag
duyarlar. Bu grupta yer alan bakterilere A. eutrophus, Protomonas oleovorans ve
Protomonas extorquens ornek olarak verilebilir. Alcaligenes latus, Azetobacter
vinelandi’nin mutant suslarin1 ve rekombinant E. coli’yi iceren ikinci grup
bakteriler ise PHA sentezi i¢in besin kisitlamasina ihtiya¢ duymazlar ve bu
gruptaki bakteriler biyopolimer sentezini biiyiime esnasinda gergeklestirerek
sitoplazmada biriktirirler (Khanna and Srivastova, 2007).

Mikroorganizmalarda PHA birikiminin belirlenmesinde hem mikroskobik
hem de analitik yontemler kullanilmaktadir. Mikroskobik goézlemlerde PHA
tireticisi mikroorganizmalar1 ¢esitli boyalarla boyanmasi gerekmektedir. Isik
mikroskobu ile yapilan gozlemlerde yaygin olarak Sudan Black B boyasi
kullanilirken, floresan mikroskopta inceleme i¢in bir floresan boya olan Nile Blue
kullanilmaktadir (Loo and Sudesh, 2007). Faz-kontrast mikroskopisi ile yapilan
gozlemlemelerde ise hiicrelerin boyanmasina gerek kalmadan PHA graniilleri
direkt olarak gorintilenebilmektedir (Sudesh and Abe, 2010). Yukarida
bahsedilen mikroskobik tekniklere ek olarak PHA graniillerinin daha detayl
yapisal goriintiilenmeleri i¢in elektron mikroskoplar1 da kullanilmaktadir. Sekil
1.5’te PHA iireticisi mikroorganizmalarin farkli mikroskobik goriintiileri yer

almaktadir.



Sekil 1.5 PHA iiretimi gergeklestiren mikroorganizmalarin mikroskobik olarak
goruntllenmesi. A; C.necator’da; PHB granillerinin faz-kontrast
mikroskobunda gérintiilenmesi (Chee et al. 2010). B; Rekombinant E.
coli’de PHB graniillerinin Sudan Black ile boyanmasi sonrasi igik
mikroskobunda gdéruntiilenmesi. C; Rekombinant E. coli’de PHB
graniillerinin Nile blue A ile boyanmasi sonrasi floresan
mikroskobunda gérintiilenmesi (Sato et al. 2007). D; Pseudomonas
resinovorans’ta PHA grandllerinin TEM gorintlst (Solaiman et al.
2003).

PHA iiretiminin mikroskobik olarak belirlenmesinin yaninda
analitik yontemlerde oldukca kullanighdir. Bu amagla en yaygin
kullanilan analitik yontemler GC, MS, NMR, HPLC (de Rijk et al. 2005),
FT-IR (Berekaa and Thawadi 2012), olmakla birlikte son dénemde PHA
analizlerinin daha hizli bir sekilde gergeklestirilebilmesi igin
termogravimetrik ~ yontemlerde  (Talon and Berezina, 2011)
gelistirilmektedir.

1.4.1.1 Dogal PHA lireticisi mikroorganizmalarda PHA retimi

Endiistriyel PHA {iretiminde yaygin sekilde kullanilan dogal PHA f{ireticisi

organizmalar su sekildedir.

a)Ralstonia eutropha; P(3HB-3HV )’nin ticari iiretiminde kullanilmaktadir. Bu
mikroorganizma minimal ortamda 30°C’de glukoz disindaki c¢esitli karbon
kaynaklarinda iireyebilmektedir. Glukoz kullanamadigi igin bu organizmanin glukoz
kullanabilen mutantlar1 secilerek yukaridaki kopolimerin endiistriyel dlgekli iiretimi

gerceklestirilmistir. Bu organizma PHA’y1 duragan faza kadar iiretememektedir
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hiicreler duragan faza girdikten sonra PHA iiretimi ger¢eklesebilmektedir (Madison
and Huisman, 1999; Domb et al., 1997 ) .

b)Methylobacterium tirleri: Metanol ucuz bir karbon kaynagi oldugu igin
PHA iiretiminde substrat olarak kullanimi gergeklestirilmistir. Metanol varliginda
Protomonas extorquens kullanilarak kuru kiitlenin %60 1na kadar PHB iiretimi
gerceklestirilmistir. Ayrica metanol ortamina valeratin eklenmesi ile P(3HB-3HV)
kopolimeri de Uretilmistir (Madison and Huisman, 1999).

c)Pseudomonas turleri: P. putida monomer olarak 8 ile 10 arasinda karbon
iceren HA’lar1 kullanmaktadir. Bu nedenle Pseudomonas suslari yaygin olarak orta
yan zincirli PHA iretimi i¢in kullanilmaktadirlar (Madison and Huisman, 1999).
Ayrica P. fluorescens ucuz kaynaklardan PHB iiretiminde kullanilmaktadir (Jiang et
al. 2008).

d)Alcaligenes latus; PHB homopolimerini glukoz tek basina karbon kaynagi
olarak kullanildiginda kuru agirhi@inin %60°1na kadar tiretebilmektedir. Bunun aksine
A. latus 3-hidroksipropionik asit tek karbon kaynagi olarak kullanildiginda besiyerinde
biylyememektedir. 3-hidroksipropionik sakkaroz ile birlikte beslendiginde P(3HB-co-
3HP) kopolyesteri hiicre icerisinde birikmektedir. Kopolimerin kompozisyonu karbon
substratinin fraksiyonuna bagl olarak %0 ile %26 arasinda degismektedir. Ek olarak,
P(3HB-c0-3HP) kopolimeri 3-hidroksibltirik asit ve 3-hidroksipropionik asidin
karisik karbon kaynagi olarak kullanildiginda A. latus igeriginde %0 ile 88 arasinda
3HV bulunan kopolimeri tiretmistir (Domb et al., 1997).

e)Diger mikroorganizmalar; Birgok farkli ekolojik ortamdan PHA (reticisi
mikroorganizma basarili bir sekilde izole edilmistir. Bu ortamlardan birisi de aktif
camurdur. Aktif camurdan izole edilen Sphaerotilus, Agrobacterium, Rhodobacter,
Actinobacillus ve Azotobacter cinsine ait dogal izolatlarin organik atiklart PHA
biyopolimerine doniistiirebilme yetenekleri vardir (Madison and Huisman, 1999).

1.4.1.2 Rekombinant mikroorganizmalarda PHA Uretimi

Endlstriyel o6lgcekte mikrobiyal PHA iiretiminde diger bir yaklasim
rekombinant mikroorganizmalarin  kullanilmasidir. Dogal PHA iireticisi
bakterilerin uzun jenerasyon zamanina, diisiik optimum biiylime sicakligina, PHA
degredasyon yolaklarina sahip olmalar1 ve parcalanmalarinin zor olmasi
rekombinant mikroorganizmalari avantajli hale getirmektedir (Reddy et al., 2003).



18

Rekombinant mikroorganizmalarda PHA iiretiminde yaygin olarak E.coli
gibi bakteriler kullanilmaktadir. Ciinkii bu bakteriler PHA degredasyonunda rol
alan PHA depolimeraz enzimine sahip degildirler, ayrica yiiksek sicakliklarda
hizli sekilde biiyiiyiip fazla miktarda polimer biriktirebilirler. Hiicre duvarlarinin
kolayca parcalanmasi ve glukoz, sakkaroz, laktoz gibi ucuz karbon kaynaklarini
kullanabilmeleri toplam {iretim maliyetlerinin diisliriilmesi agisindan onemlidir
(Reddy et al., 2003).

PHA dretiminde kullanilmak iizere rekombinant bakteri olusturulmasinda
temel olarak {i¢ yaklagim kullanilmaktadir; 1) PHA {ireticisi mikroorganizmalara
ucuz substratlar1 metabolize etmesini saglayacak genlerin aktarilmas: (Reddy et
al., 2003). ii) Dogal PHA iireticisi mikroorganizmalarda bulunan depolimeraz
mekanizmasinin uzaklastirilmasi (Cai et al. 2009). iii) PHA biyosentez genlerinin
PHA iiretemeyen ve wucuz substratlari kullanabilen mikroorganizmalara
aktarilmast (Genser et al. 1998; Nikel et al. 2006; Sato et al. 2007). Bu
yontemlerden en cok kullanilan1 ve umut vaat edeni ii¢lincii yaklagimdir. Bu
yaklagim kullanilarak Lu ve arkadaslar1 Aeromonas hydrophila PHA biyosentez
operonunu E. coli’ye aktararak kuru hiicre agirliginin %60°1ina kadar PHA {iretimi
gerceklestirmiglerdir (Lu et al, 2004 ). Ayrica Choi ve arkadaglari
gerceklestirdikleri ¢alismalarinda A. latus DSM1123 PHA biyosentez yolagini E.
coli’ye klonlamis ve kuru hiicre agirliginin %73’{ine kadar PHB iiretimi yapmayi
basarmislardir (Choi et al. 1998). Mahishi ve ekibi gliseroliin tek basina karbon
kaynagi olarak kullandiklar1 c¢alismalarinda Streptomyces aureofaciens PHB
biyosentez genleri aktarilmis E.coli’de hiicre kuru agirhiginin %60’ma kadar
tiretim yapmislaridir (Mahishi et al. 2003).

1.4.2  Okaryotik organizmalarda PHA tretimi

PHB iiretim maliyetlerini diislirebilmek i¢in mikroorganizmalar disinda da
cesitli organizmalarin PHB iiretim konakgist olarak kullanimlar1 giindeme
gelmistir. Ozellikle ay ¢icegi gibi yag icerigi yiiksek bitkiler bu polimerleri
yuksek miktarlarda Uretebilmeleri igin yetistirilmislerdir. Bu bitkiler disinda
maya, bocek hiicreleri ve farkli bitkilerin de PHA iiretiminde kullanilabilmeleri

icin arastirmalar stirmektedir (Madison and Huisman, 1999).

Rekombinant E. coli’nin aksine Saccharomyces cerevisiae’de PHB
Uretebilmek icin tim PHB biyosentez operonuna ihtiya¢ yoktur. Sadece PHB

polimeraz geninin aktarilmasi PHB iiretimi i¢in yeterlidir. Ancak Maya ile
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gerceklestirilen tiretim sonucunda bakterilere gore ¢ok diisiik miktarlarda Uretim
yapilabilmistir (Leaf, 1996). S. cerevisiae disinda farkli maya tiirlerinde de PHA
tiretimine yonelik ¢calismalar gergeklestirilmistir. Haleem ve arkadaslar1 Ralstonia
eutropha PHA biyosentez yolagini1 S. cerevisiae ve Kloeckera spp.’ye aktarilmig
ve bu iki tir icin PHA Uretiminin kuru kiitleye orani sirasiyla %2,68 ve %7,08
olarak elde edilmistir (Haleem et al., 2007). Abuelhamd ve arkadaslar1 ise
Schizosaccharomyces pombe’ye Ralstonia eutropha PHA biyosentez genleri
aktarmis ve %9’a kadar PHB iiretimi basarilmistir (Abuelhamd et al., 2007).
Bunlarin disinda bir baska calismada ise Poirier ve ekibi tarafindan P. aeruginosa
PHA sentaz geni Pichia pastoris’e transfer edilmis ve PHA graniilleri
organizmanin peroksizomunda birikmis ve kuru hiicre agirliginin yaklasik %1’ine
kadar ulagsmistir (Poirier et al., 2002).

Bocek hiicrelerinde PHB iiretimi ilk olarak lahana zararlisina R. eutropha
PHB sentaz geninin baculoviriis ile aktarilmasiyla gerceklestirilmistir. Viral
enfeksiyondan yaklasik 60 saat sonra bdocekten izole edilen total proteinin
yaklasik %50’lik kism1 PHB’den olusmaktadir. Bunun disinda tirtillara hem yag
asidi sentaz hem de PHB polimeraz genlerinin birlikte aktarilmasiyla PHB iiretimi
gergeklestirilmistir. Ancak tirtil hiicrelerinden izole edilen PHB miktar1 kuru
hiicre agirliginin yaklasik %0,16’sin1 olusturmaktadir ve bu durumda ticari iiretim
i¢in istenen bir Ozellik degildir. Bu nedenle PHA iiretiminde bocek hiicrelerinin

kullanim1 pek uygulama alan1 bulamamustir (Williams, 1996).

Son donemlerde arastirmalar bitkilerde PHA  {iretimi {izerine
yogunlagmaktadir. Bitkilerde tretilen PHA’lar bakteriyal PHA’lar ile
karsilastirildiginda termal oOzellikler agisindan olduk¢a benzerdirler. Ancak
bitkilerde iiretilen PHA’lar bakteri kaynakli PHAlara gore daha diistik kalitededir
(Molekiil biiytikliigi 1000000) ve bu da bitkilerin endustriyel capta PHA Gretimi
i¢in kullanimlarimi kisitlamaktadir. Bakterilerin aksine okaryotlar oldukca yiliksek
derecede kompartmanlasma gosterdikleri i¢in PHA {iretimi i¢in gerekli genlerin
Asetil-CoA’nin  bol bulundugu bitki hiicrelerine aktarilmasi gerekmektedir.
Bitkiler ile ilk PHB iiretimi bitkilerde rekombinant gen ifadesi i¢in en sik
kullanilan model organizma Arabidopsis thaliana’da gergeklestirilmistir. Bu
bitkide PHA yolagindaki genlerden tiyolaz (phbA) yer aldig1 i¢in sadece phbB ve
phbC genleri aktarilmis ve bitki hiicrelerinde sitoplazma, vakuol ve nikleusta
PHB olusumu gozlenmistir. Ancak Asetil-CoA’nin PHB iiretimi igin kullanilmasi
sebebiyle bitkinin biiyiimesinde sorunlar yasanmistir. Bu sorunlara ¢6ziim
olabilmesi agisindan daha sonra A. thaliana plastidlerine PHB yolagindaki ti¢ gen
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birlikte aktarilmis ve yapraklarda kuru agirligin %14 0 kadar PHB Uretimi
saglanmistir (Madison and Huisman, 1999).

A. Thaliana ile gergeklestirilen diger bir denemede Bohmert ve arkadaslar
coklu-gen ekspresyon kaseti kullanarak kuru agirligin %40’ma kadar tiretim
basarmiglardir (Bohmert et al., 2000).

Arabidopsis disinda baska bitkilerde de PHA iiretim c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Menzel ve arkadaslart seker kamisinin sacgakli koklerine
Ralstonia eutropha PHB biyosentez genlerini aktararak PHB Uretimi
gergeklestirmislerdir (Menzel, 2003). Transgenik patates kullanilarak yapilan
PHA (retim denemelerinde ise PHA polimeraz ve acil-CoA-transacilaz genleri
patatesin plastidine aktarilmis ve orta yan zincir uzunluguna sahip PHA
polimerlerinin iiretimi yapilmistir (Romano et al., 2005). Son olarak bitkilerde
misirda PHA iiretim ¢alismalar1 yapilmig, PHA iiretimi gergeklestirilmis ancak
genlerin stabilitesi saglanamadigindan PHA iiretebilme yetenedi zamanla
bitkilerde kaybolmustur (Hahn et al., 1997).

Son donemlerde PHA iiretimi i¢in mikroalglerin kullanimi giindeme
gelmistir. R. eutropha H16 susundan elde edilen PHB yolagi bir diatom olan
Phaeodactylum tricornutum’ a aktarilmis ve kuru agirhigin yaklasik %10’u kadar
PHB {iretimi gerceklestirilebilmistir (Hempel et al., 2011).

1.5 Polihidroksialkanoatlarin saflastiriimasi

PHA’nin saflastirilmasi {iretim maliyetini arttiran diger 6nemli bir etkendir.
Bir¢ok izolasyon yontemi olmasina ragmen hem ekonomik hem de giivenli bir

saflagtirma siireci heniiz gelistirilememistir (Keshavarz and Roy, 2010).

Polihidroksialkanoatlar hiicre icerisinde biriktirilen bir molekiil oldugu igin
bu biyopolimerlerin saflastirilmasinda genel olarak iki yaklasim kullanilmaktadir;
i) PHA molekdllerinin ¢dziinmesi (¢ozgen ile saflagtirma), ii) PHA disindaki
hiicresel materyallerin ¢ozindurilmesi (Hiicrenin par¢alanmasi ile saflastirma)
(Sudesh and Abe, 2010).

Cozgen ile ekstraksiyon PHA’nin hiicre biyomasindan kazanilmasi i¢in en
yaygin sekilde uygulanan yéntemdir. Bu yontem basit ve hizli olmas1 nedeniyle
laboratuvarlarda rutin olarak kullanilmaktadir. Bu yontem iki ana adimdan
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olusmaktadir, birincisi hiicre membraninin geg¢irgenliginin modifikasyonu bdylece
PHA’nin salim1 ve ¢oziiniirliigiine izin verilmis olur, daha sonrasinda bu adimi
PHA’lar1 ¢bzmeyen bir madde ile c¢oktirme takip eder. Klorlu hidrokarbonlar
(6rn; kloroform, 1,2 dikloroetan) ya da etilen karbonat ve 1,2-propilen karbonat
gibi bazi siklik karbonatlar gibi c¢oézgenler ile PHA ekstraksiyonu oldukca
yaygindir. Aseton gibi diisiik zincirli keton mcl-PHA’larin ekstraksiyonu igin
kullanilan en dnde gelen ¢ézgendir. PHA presipitasyonu genel olarak metanol ya
da etanol gibi PHA’lar1 ¢6zmeyen cozgenler ile gergeklestirilir (Ramsay et al.,
1994; Kunasundari and Sudesh’ten 2011).

Cozgen ile ekstraksiyonun etkinlik bakimindan diger ekstraksiyon
yontemlerine goére siiphesiz bircok avantaji vardir. Bu yontem ayrica bakteriyel
endotoksinleri uzaklastirabilmekte ve polimerde Onemsiz kirilmalara sebep
olabilmektedir. Boylece oldukga saf ve yiiksek molekiiler agirlikli PHA elde
etmek moimkindir. Ne yazik ki ¢ozgen ekstraksiyonunun biiyiik Olgekte
uygulamasi genelde bu yontemin ¢evre dostu olmadigr diisiiniilmektedir. Ayrica
yuksek maliyet gibi baz1 faktorler c¢ozgen ekstraksiyonunun kullanimini
siirlandirmaktadir (Kunasundari and Sudesh, 2011).

CoOzgen ile ekstraksiyon yontemleri PHA grandllerinin ¢oziinmesine
dayanirken, parcalama yontemleri PHA graniillerini ¢evreleyen hiicresel
bilesenlerin ¢oziindiirtilmesini igermektedir. Parcalama yontemleri ¢ézgen ile
ekstraksiyona alternatif olarak gelistirilmistir ve kimyasal ya da enzimatik olarak
siniflandirlabilirler. Ozellikleri bilinen birgok kimyasal mevcut oldugu icin
kimyasal pargalama enzimatik parcalamaya gore daha etkin gsekilde
kullanilmaktadir (Kunasundari and Sudesh 2011).

PHA haricindeki hiicresel biyomasin c¢oziindiirtilmesi i¢in SDS, Triton-
X100, Tween 20, NaOH, KOH, HCI ve CTAB kullanilmis bunlar igerisinde en iyi
sonucu NaOH vermistir (Choi and Lee, 1998). Mohammadi ve arkadaglar
cevreye daha duyarli olmak amaciyla rekombinant Cupravidus necator’dan PHA
izolasyonu igin su ile alkol kullanmislar ve %96 verimde PHA elde edilmistir
(Mohammadi et al., 2012). Yukaridaki kimyasallar disinda alkilbenzen siilfonat,
sodyumalfaoledin siilfonat gibi baz1 deterjanlarda saflagtirma amaciyla
kullanilmistir (Yang et al., 2011). Hiicrelerin parcalanmasinda kimyasallarin
kullanilmasimin yanm1 sira bu amacgla sonikasyon gibi farkli yaklasimlarda
kullanilmaktadir (Strazzullo et al., 2008).
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PHA izolasyonu i¢in simdiye kadar kullanilmis olan izolasyon yontemleri

ve bu yontemlerin avantajlar ile dezavantajlar1 Cizelge 1.6” da 6zetlenmistir.

Cizelge 1.6. PHA saflagtirmasi amaciyla kullanilan yontemler ve bunlarin avantaj ile dezavantajlari.

kimyasal parcalama

PHA grandliindeki
orijinal sira korunur

izolasyon yontemi Avantajlarn Dezavantajlari
Solvent ekstraksiyonu Endotoksinler Doga dostu degildir
uzaklagtirilir Fazla miktarda toksik ve ugucu c¢Ozgen
Medikal uygulamalar igin | kullanim
kullaniglidir Yiksek maliyet
Yiiksek saflik Uzun slire¢
Polimer degredasyonu
azdir
Yiiksek molekiiler agirlik
Surfektanlar ile Molekiiler agirlik korunur | Diisiik saflik

Siirfektanlarin uzaklastirilmasi igin fazla su
tiketimi

Sodyum hipoklorit

Yiiksek saflik

Molekiiler blyiklikte azalma

Surfektan ve hipoklorit

Yuksek kalite
Hizl ve basit proses
Diigiik maliyet

Hem surfektan hem de hipoklorit maliyeti
Artik siirfektan ve hipoklorit giderimi icin
agir1 su tiikketimi

Sodyum hipoklorit ve
solvent ekstraksiyonu

Yiiksek saflik

Doga dostu degildir

Yuksek miktarda toksik ve ugucu c¢6zgen
kullanimi

Yuksek maliyet

hiicresel materyalin protonlar
ile cozUndlrulmesi

Yiksek verim

Surfektan-selat Pratik uygulama Yiiksek atik su
Yiiksek verim
PHA disindaki Diisiik maliyet Eger parametreler siki sekilde kontrol

edilmezse molekuler blyikliukte azalma

Enzimatik parcalama

[liml1 uygulama sartlar1
Iyi kalitede {iriin

Kompleks proses
Yuksek maliyet

Boncuk ile pargalama

Kimyasal kullanilmaz
Diisiik kontaminasyon
PHA boyutu kiigiilmez

Uzun zaman
Bircok  parametrenin
gereklidir

kontrol  edilmesi

Yiksek
homojenizasyon

basingla

Kimyasal kullanilmaz
Diigiik kontaminasyon

Prosese ve mikroorganizmaya bagimlidir
Termal degredasyon

Stiperkritik akiskanlar (SCF)

Basit, Ucuz, Hizl
Cevre dostu

Proses parametrelerine bagimlidir

Hiicre kirtlganligt

Basit saflagtirma yontemi

Hiicre duvari biitiinligiiniin dengelenmesi

Ihimh saflagtirma | gereklidir
kosullari
Self-flotasyon Diigiik maliyet Yiksek miktarda toksik ve ugucu cdzgen

kullanimi

Coziinmiis
flotasyon

oksijen ile

Kimyasal kullanilmaz
Diigiik kontaminasyon

Bircok flotasyon basamag: gereklidir

Sivi iki fazli sistem

Kisa proses zamani
Diigiik maliyet Yiksek
verim

Proses parametrelerine bagimlidir
Mekanizma tam olarak anlagilamamustir

Gama 151mast

Kimyasal kullanilmaz
Diisiik kontaminasyon

Isima zamaninin uzunlugu
Yiiksek yatirim maliyetleri
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1.6 Polihidroksialkanoatlarin uygulama alanlar

Petrol bazl plastiklere benzer 6zelliklere sahip olmasi ve gelistirilen yeni
proses stratejileri ile yeni ve istenen Ozelliklere sahip PHA polimerlerinin elde
edilmesi ile PHA larin uygulama ve kullanim alanlar1 genislemektedir (Sekil 1.6).

PHA’lar yaygin olarak paketleme malzemesi olarak aligveris posetleri,
konteyner ve kagit kaplamasi; jilet, kadin hijyen iirtinleri, kozmetik kaplari,
mutfak gerecleri gibi tek kullanimlik {iriinlerin iiretilmesinde kullanilmaktadir
(Chen, 2010).

1 106, biodegraghje
bt you can st rause e

Sekil 1.6. PHA biyopolimeri kullanilarak iiretilen iiriinler.

Paketleme disinda PHA’larin en yaygin kullanildigi diger bir alan ise tip ve
eczaciliktir. Tip ve eczacilikta sadece PHB ve P(3HB-co- 3HV) ticari olarak
kullanim alanm1  bulabilmigtir. PHA’larin  en yaygm tibbi  kullanimlari
kardiyovaskdler Grtnlerin tretimindedir. PHB kullanilarak tiretilen parcalar kalp
ameliyatlarindan sonra perikardiyumun kapatilmasi amaciyla kullanilmaktadir.
Bunun disinda PHB kardiyovaskiiler dokularda atardamar biiyiitme de
rejenerasyon malzemesi olarak, atriyal septal hasarlarin onariminda,
kardiyovaskiiler stent liretiminde, damar naklinde, kalp kapakc¢igi iiretiminde
kullanilmaktadir. Dis hekimligi alaninda doku rejenerasyonunda kullanildig:
belirtilmektedir. Ayrica PHAlar, ilag saliniminda, implant ve tablet {iretiminde,

mikropartikiil tasiniminda, sinir onariminda, ilag onciilii olarak, hayvan ve insan
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besinlerinin katkis1 olarak kullanilmaktadir. Bunlarin disinda PHA’lar medikal
sektorde ortopedi alaninda lokal kemik olusumunun uyarilmasi igin, iirolojide
ireter onariminda, yaralarin korunmasinda dikis ipligi, eldivenlerin
tozlanmasinda, yaralarin = sargisinda ve yumusak doku onariminda
kullanilabilmektedir (Williams et al., 1996).

Bunlarim  disinda  PHA’lar biyoyakit olarak ve c¢esitli ilaglarin ve
kimyasallarin sentezi i¢in hammadde olarak kullanilabilmektedir (Chen, 2010).

1.7 Polihidroksibutirik Asit (PHB)

Polihidroksibiitirik asit (PHB), PHA biyopolimerleri arasinda en ¢ok
caligilan1 ve dolayisiyla ticari olarak ilgi ¢ekenidir (Madison and Huisman, 1999).
Poli (3 hidroksibiitirat) PHA ailesi igerisinde ilk tanimlanan ve mikroorganizmalar
arasinda en yaygin olan biyopolimerdir (Keshavarz and Roy, 2010).

PHB iiretimi simdiye kadar en ¢ok R. eutropha, A. latus ve rekombinant
E.coli’de ¢alisilmistir (Kahar et al., 2004; Azhar et al., 2009; Solaiman et al., 2010 ).
Bu organizmalarda PHB iiretim yolag1 B-ketotiyolaz, Asetoasetil-CoA rediiktaz ve
PHB polimeraz olmak Uzere (i¢ enzimden olusmaktadir (Sekil 1.7).

|: Promotor phbC phbA phbB |

B- Asetccna;etil PHB

Kketotiyolaz re;iii‘;itaz polimeraz
He” acon Ke” “scon Hoe 8CoA HyC §CoA 0 ]
Asetil-CoA Asetoasetil-CoA 3-hidroksibiitiril-Co A P(3HB)

Sekil 1.7. Bakterilerde PHB biyosentezinin sematik gdsterimi.
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Uc adimh PHB biyosentez yolag:

B-Ketoacil-CoA tiyolaz (Asetil-CoA: Asetil-CoA- asetil transferaz EC
2.3.1.9); Bu enzim PHB olusumunun ilk adimini katalizler. phbA nin enzimati
mekanizmas1 iki Asetil-CoA molekilunin Asetoasetil-CoA kondensasyonuyla
sonuglanan iki yar1 reaksiyon igcermektedir. Birinci yar1 reaksiyonda; aktif
bolgedeki bir sistein Asetil-S-CoA molekiline Asetil-S-enzim ara Grinini
olusturmak igin saldirir. Ikinci yar1 reaksiyonda ikinci bir sistein diger bir Asetil-
CoA y1 protonlarindan arindirir ve asetil-S-enzim ara kompleksine saldirabilecek
aktive edilmis bir Asetil-CoA ile sonuglanir ve ardindan Asetoasetil-CoA olusur.

Asetoasetil-CoA redUktaz; Asetoasetil-CoA rediktaz bir (R)-3-
hidroksiacil-CoA dehidrogenazdir (EC 1.1.1.36) ve P(3HB) biyosentetik
yolaginin 2. adiminda Asetoasetil-CoA’nin 3-hidroksibutiril-CoA’ya déniistimiinii
katalizlamektedir. PHB biyosentez yolaginda tiyolaz ve rediiktaz enzimleri PHA

polimerizasyonu i¢in gereken monomeri saglamaktadir.

P(3HB) polimeraz; P(3HB) polimeraz PHB iiretim yolaginda ki son
enzimdir. PHB polimeraz bir oOnceki reaksiyonda olusturulmus olan 3-
hidroksibiitirik asit monomerlerinin polimerizasyonunu saglamaktadir (Madison
and Huisman, 1999).

P(3HB) molekiiler agirlik, kirllganlik, sertlik, erime noktasi ve camlasma
sicakligi agisindan PHB homopolimeri polipropilen gibi yaygin olan petro-
kimyasal tiirevli termoplastiklerin bazilar1 ile yarisabilmektedir (Cizelge 1.2). Bu
sebeple bazi uygulamalarda, PHB geleneksel ve biyolojik olarak bozunmayan
polimerlerin yerini direkt olarak alabilir. Oncelikli olarak polimer karisimlari
olmak tlizere PHB’nin daha genis kullanimi1 arzu edilmektedir. Bazi karigimlar
mevcut fiziksel ozellikleri genisleterek olasi uygulamalarin spektrumunu oldukg¢a
arttirmaktadir. Diger biyouyumlu ve nontoksik polimerler ile kombine
edildiginde, PHB biyomedikal uygulamalarda artan bir alana sahip olacaktir.
Clnki PHB suya ve UV radyasyona karst direnglidir ve oksijene Kkarsi
gecirimsizdir, 6zellikle besinlerin paketlenmesinde kullanimi uygundur. PHB
toprakta hizlica pargalanir (Cizelge 1.3). Dahasi; polietilen ve polipropilen
bilesenlerin yapiminda kullanilan ayn1 teknoloji ile islenebilmektedir. Ticari PHB’
nin yiiksek fiyati, sentetik plastiklerden 15 kat daha pahali, sadece 6zel amaglh

olarak kullanilmasina yol agmaktadir. PHB’nin daha genis kullanimi1 daha ucuz
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iirlin, gelistirilmis fermentasyon modelleri, diisiik maliyetli ortam ve daha kolay

saflagtirma yontemlerine ihtiyag vardir. (Grothe et al., 1999).

Bu tez calismasinda PHB biyopolimerinin endiistriyel liretiminde yaygin bir
sekilde kullanilan Alcaligenes latus DSM1124 1irkina ait PHB biyosentez
operonunun E. coli’ye aktarilmasi ve ylksek miktarda PHB birikimi vasitasiyla

toplam Uretim maliyetlerinin diisiiriilmesi amaglanmaktadir.
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2 MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyal
2.1.1. Cahsmada kullamlan organizmalar ve plazmit DNA’lar

2.1.1.1 Cahisma organizmasi: Alcaligenes latus

Calismada endiistriyel Olgcekte PHB fireticisi olarak kullanilan ve Gram
negatif bir bakteri olan Alcaligenes latus DSM 1124 (ATCC 29713; Palleroni and
Palleroni, 1978) PHB biyosentez genlerinin (phbCAB) elde edilmesi icin
kullanilmistir. Organizma Dr. Helmut Schwab’dan (Institut fir Biotechnologie,
Technische Universitat Graz, Petersgasse 12, A - 8010 Graz, Austria
(schwab@biote.tu-graz.ac.at)) temin edilerek kullanilmistir.

2.1.1.2 PHB uretiminde kullanilan Escherichia coli irklari

Calismada rekombinant PHB iireticisi olusturmak amaciyla kullanilan
TCS062 disindaki tim E. coli wklari Dr. Muhittin Arslanyolu’dan (Anadolu
Universitesi, Biyoloji Bolumii, Eskisehir, Tiirkiye (marslanyolu@anadolu.edu.tr)),
TCS062 1rki ise Dr. Friedrich Srienc’ten (Department of Chemical Engineering
and Material Science, Institute of Technology, Minneapolis, USA) temin edilerek
kullanilmistir. Kullanilan tim E. coli irklarmin listesi ve genotipleri Cizelge

2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. PHB Uretimi i¢in kullanilan E. coli suslar1 ve genotipleri.

Organizma Genotip

E. coli XL-1 Blue endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac gInv44 F'[ ::Tn10
proAB+ laclg A(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+)

E. coli IM-105 endAl gInV44 sbcB15 rpsL thi-1 A(lac-proAB) [F' traD36 proAB+
laclg lacZAM15] hsdR4(rK-mK+)

E. coli DH5- a F- endAl gInv44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG
D80dlacZAMI5 A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), A—

E. coli Rosetta F— ompT hsdSB (rB— mB-) gal dcm pRARE?2 (CamR)

E. coli Rosetta DE3 F— ompT hsdSB(rB— mB-) gal dcm (DE3) pRARE2 (CamR)

E. coli Rosetta DE3 plyss | F- ompT hsdSB(RB- mB-) gal dem A(DE3 [lacl lacUV5-TT7 gene 1
ind1 sam7 nin5]) pLysSRARE (CamR)

E. coli BL21 DES3 plyss F- ompT gal decm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3) pLysS(cmR)

E. coli Top10 F- mcrd A(mrr-hsdRMS-mcerBC) ¢80lacZAMI15 AlacX74 nupG
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endAl A-

E. coli SURE endAl glnV44 thi-1 gyrA96 relAl lac recB recJ sbcC umuC::Tn5
uvrC el4- A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 F'[ proAB+ laclq lacZAM15
Tn10]

E. coli TCS062 Azwf AfidA AldhA AsfcA AmaeB Andh : :kan’
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2.1.1.3 Cahsmada kullanilan plazmit DNA’lar

Operonun klonlanmast ve PHB iiretimi i¢in ii¢ farkli plazmit DNA
kullanilmigtir. Kullanilan plazmit DNA’lardan pSP72 (Promega) ticari olarak
satin almarak, pQE-40 ve pUC19 plazmit DNA’lart1 ise Dr. Mubhittin

Arslanyolu’dan temin edilerek ¢alismada kullanilmistir.

pSP72 vektori

pSP72 vektorii hem standart klonlama vektorii olarak hem de RNA’nin in
vitro transkripsiyonu amaciyla kullanilabilir. Vektor aralarinda ¢oklu klonlama
bolgesi bulunan SP6 ve T7 RNA polimeraz promotorlarini icermektedir (Sekil
2.1).

) ¥mnl lSCI?
Scal 1688, _——— Sspl 2012
PV“"E’?S),/ — Aatl 2130 [ opg |

/// / 1 start

Fapl 430 2379 [ 150 | 15

Hindlll | 16

Bgll 1328~/ / E,Etr]' S

Sall 34

Accl 35

Xbal 40

| BamHI | 46

|9 Smal 53

Kpnl 59

1 Sacl B5

".\ EcoRl 67

Clal 74

Hpal \ 1ECoRy | 81

Bglll a5

T 17 101

Sekil 2.1. pSP72 vektoriiniin halkasal haritasi

pQE-40 vektdru

pQE-40 vektori E. coli’de yiksek miktarda protein ifadesi igin
olusturulmus bir vektordiir. Vektor yapisinda yliksek translasyon i¢in sentetik bir
ribozom baglanma bolgesi yer almaktadir. Ayrica vektor tretilen rekombinant
proteinlerin saflastirilmasi amaciyla N terminalde alt1 adet histidin artigina, bir¢ok
restriksyon enziminin tanima dizilerinin yer aldigi ¢oklu klonlama bélgesine ve
amfisilin direnc bolgesine sahiptir.
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PT5 —lac © —lac O —RBS {ATG DHFR —MCS —ElEgeet=lohH

&
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2 pQE-40

= 4.0 kb
\ Coal E1

Sekil 2.2. pQE40 vektdriniin halkasal haritasi

pUC 19 vektoéri

pUCI19 plazmiti pBR322 ve M13mpl9 vektorlerinden tiirevlenmis kiiclik
boyutlu ve yiiksek kopya numarasina sahip bir klonlama vektordiir. Vektor
binyesinde, mavi-beyaz secilime imkan saglayan lacZ geni ve bu bdlgenin
icerisinde yer alan ¢oklu klonlama bdlgesi mevcuttur. Ayrica vektér amfisilin

direng bolgesine sahiptir.

Xmnl 2204

Begl 2215
Scal 2177

puUC18/19
2686 bp

Sapl 683

Afill, BspLU11l - 806

Eam1105] 1604

Sekil 2.3. pUC19 vektoriiniin halkasal haritasi.
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2.1.2 Cahsmada kullanilan kimyasallar ve cozeltiler

Amfisilin, (Biobasic): 1000X stok soliisyon icin 1ml steril distH,O’da 100
mg amfisilin ¢ozulur, filtre ile steril edilir ve 100 - 500 ul’lik hacimlere
bolunerek -20 °C’de saklanir.

Etidyum bromir, (BioChemica): Son konsantrasyonu 10 mg/ml olacak
sekilde 500 ul’lik hacimlerde distH,O’da ¢Ozilerek stok soliisyon olarak
hazirlanir ve 4 °C’de saklanir.

Agaroz jel elektroforezi igin son hacimde 0,5 ug/ml olacak sekilde kullanilur.

X-Gal, (Fermentas): 100mg X-Gal 2 ml N,N"-dimetillformamid’de (Merck)
son hacim 50 mg/ml olacak sekilde ¢oziilerek aliiminyum folyo ile kaplanmis
ependorflarda -20 °C’de saklanr.

IPTG (BioBasic): 0,1 M’lik stok ¢ozeltisi kullanilmastir.

Gliserol (Merck).: %80 oraninda steril distH,O ile seyreltilerek

kullantlmistir.

Trizma Base (BioBasic).

Tris HCI (BioBasic).

EDTA (Fluka, )

TE Tamponu (Tris-EDTA) :10 mM Tris-HCI pH 7,4 ile 1 mM EDTA, pH

8,0 esit hacimlerde karistirilir.

10X TBE Tamponu (Tris-Borik Asit-EDTA): 108 gr trizma base ve borik
asit 600 ml distH,O’da ¢ozuldikten sonra 40 ml 0,5 M EDTA eklenir.
Toplam hacim 1 L’ ye tamamlanur.

Etanol (Merck); Farkli konsantrasyonlarda etanollar kullanilmistir (%70,

%75, %90 ve %100).
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Kalsiyum Kloriir, (CaCl2 2H20) (BioBasic): 7.34 gr CaCl, uzerine 1 It

steril su ile hazirlanan ¢6zeltisi kullanilmistir.

Izopropanol (Merck).

Fenol-Kloroform-izoamilalkol (25:24:1) (Sigma): Bircok amag igin
kullanilan bu soliisyon dengeleme tamponu icermektedir. Genomik DNA
izolasyonu gibi yiksek pH gerektiren uygulamalarda Equlibration Buffer ile
fenolik fazin pH’s1 8 civarina yiikseltilmelidir (Fenolik faz sar1 ya da
kahverengi ise kullanilmamalidir). Bunun ig¢in Fenol-Kloroform-
Izoamilalkol soliisyonuna dengeleme tamponunun tiimii katilarak yavasca
kanistirilir ve yaklagik 2-4 saat i¢inde (tercihen gece boyu) fazlar ayrildiktan
sonra DNA izolasyonunda kullanilabilir. Sonugta pH, 6.7+ 0.2 ‘den 8.0 +

0.2 ye yiikselecektir. Tampon eklendikten sonra 1siktan koruyarak -20°C’de
1 y1l saklanabilir.

Kloroform (Sigma, Merck).
Borik Asit (BioBasic).

Agaroz A (Biomax).

Sodyum Kloriir (NaCl) (Merck).

%10 SDS stok solusyonu: Sodium dodesil siilfat %10 (w/v) oraninda suda

¢Oziiliir ve membran kullanilarak (0.2— 0.45 um) filtre edilir.

Iz element ¢ozeltisi; 5,0 mg/L FeS04.7H,0 2,0 mg/L CoCl,.6H,0 1,6 mg/L
MnSQ,4.H,0 1,4 mg/L ZnSO4.H,0 igeren ¢ozelti kullanilmistir.

Sodyum hipoklorit (Sigma)
SDS (Sigma)

Derisik Siilfuirik asit (Merck)
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2.1.2.1 Cahsmada kullanilan besiyerleri

LB (Luria-Bertani) broth (siv1) besiyeri

Tripton’dan 10 gr. (Merck), 5 gr. Yeast Extract (Oxoid), 5 gr. NaCl (Merck)
erlende tartilarak 600 ml distH,O eklenir. Maddeler ¢ozundikten sonra 1 L’ye
tamamlanir. Istenilen miktarlarda erlenlere aktarilarak boliiniir. 121°C’de 20

dakika otoklav ile steril edilir ve oda sicakliginda muhafaza edilir.

LB (Luria-Bertani) agar (kat1) amfisilin besiveri

Tripton’dan 10 gr. (Merck), 5 gr. Yeast Extract (Oxoid), 10 gr. NaCl
(Merck) erlende tartilarak 600 ml distH,O eklenir. Maddeler ¢6ziindiikten sonra 1
L’ye tamamlanir. 121°C’de 20 dakika otoklav ile steril edilir. 50°C’ye
sogutulduktan sonra 1000x stok amfisilinden 1 ml. eklenerek son hacimdeki
amfisilin miktar1 100 pg/ml olacak sekilde besiyeri hazirlanir. Steril petri
tabaklarina uygun miktarlarda (yaklasik olarak 20-25ml) dokilir ve ¢ceker ocakta
kapaklar1 yar1 agik birakilarak nem uzaklastirildiktan sonra gece boyu oda
sicakliginda donmaya birakilir. Donduktan sonra petriler hava almayacak sekilde
posetlenerek 4°C’de 1 ay ya da oda sicakliginda 1 hafta saklanir.

Nutrient Broth (s1v1) besivyeri

Toz haldeki Nutrient Broth’tan (Oxoid) 13 gr. tartilir ve 600 ml distH,O
eklenip iyice c¢ozlndurulir. Maddeler ¢dzindikten sonra 1 L’ye tamamlanir.
121°C’de 20 dakika otoklav ile steril edilir ve oda sicakliginda muhafaza edilir.

Medium B

Cizelge 2.2. Medium B besi yeri bilesenleri

Kimyasal Derisim (g/L)
Na,HPO, 3,57
(NHLSO, 0,25
KH,PO, 15
MgSO,. 7H,0 0,2
Glukoz 10
pH 7.5’e ayarlanir. Glukoz filtre ile steril edilip otoklav sonrasinda eklenir.
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PHB iiretim ortami

Cizelge 2.3. PHB iiretim ortamu bilesenleri

Kimyasal Derisim (g/L)
Tripton 2
MgSQO,. 7H,0
KH,PO, 7
Sitrik asit 1
Yeast ekstrakt 2
Glukoz 10
pH 7.0’¢ ayarlanir. Glukoz filtre ile steril edilip otoklav sonrasinda eklenir.

Mineral Salt besiyeri (Amonyum sulfat icermeyen)

Cizelge 2.4. Mineral salt besi yeri (Amonyum siilfat icermeyen) bilesenleri

Kimyasal Derisim (g/L)
Na,HPO, 4,5
MgSO,. 7H,0 0,2
KH,PO, 15
Amonyum demir I11 sitrat 0,05
CaCl,. 2H,0 0,02
iz element ¢ozeltisi 1ml
Glukoz 10

pH 7.5’¢ ayarlanir. Glukoz filtre ile steril edilip otoklav sonrasinda eklenir.

2.1.2.2 Cahismada kullanilan Kitler

INTRON DNA SPIN PLASMID DNA EXT” Kit (Cat. No. 17091),
Fermentas GeneJET™ Gel Extraction Kit,

2.1.2.3 Calismada kullanilan enzim setleri

Taq DNA Polimeraz, (Fermantas, EP0401), Phire Hot Start 1l DNA
polimeraz (Finnzymes), Bglll restriksyon enzimi (Fermentas, ER0088), Hindlll
restriksyon enzimi (Fermentas ER0501), EcoRI restriksyon enzimi (Fermentas
ER0271). T4 DNA Ligaz (Fermentas EL0011).
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2.1.3 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Bu calismada kullanilan biitiin genel laboratuar cihazlarn asagida

listelenmistir.
UV Kabin (ESCO Class Il BSC)
Otoklav (HI'YARAMA HVE 50)
Calkalamal1 inkiibatér (New Brunswick, Innova 40R)
Spektrofotometre (PerkinElmer Lambda 35 UV/VIS Spectrometer)

Santrifuj (Hettich Universal 30 RF, Hettich Micro 120)

pH metre (HANNA pH 211)

Isitmali karistirict (CHILTERN HS 31)

Etlv (Heraeus)

Analitik terazi (AND GR 200)

Su banyosu (GFL 1083)

Vorteks (WhirliMixer ™)

Termal cycler (Techne TC3000X)

Giig kaynagi (Thermo EC 300XL )

Yatay elektroforez tanki (Thermo OWL EASYCAST™B2 )
UV goriintiileme cihazi (Vilber Lourmat)

2.2 Yontem

2.2.1 Alcaligenes latus’tan genomik DNA izolasyonu
Genomik DNA (gDNA) izolasyonu Alcaligenes latus phbCAB operonunun

genomik kopyasimnin iretilebilmesi amaci ile yapilmistir. Genomik DNA

izolasyonu i¢in “Molecular Cloning: A Laboratory Manual” kitab1 temel alinarak
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olusturulan Dr. Harry van Keulen’nin laboratuvar protokolleri uygulanmistir
[Sambrook and Russell, 2001]. Taze olarak 10 ml steril NB besiyerine ekimi
yapilan hiicre kiiltiirii gece boyunca ¢alkalamali etiivde 165 rpm’de ¢alkalamayla
blyiitiilmiistiir. Ertesi sabah bulaniklik, koku ve mikroskopik gozlem kriterlerine
gbre kontaminasyon gdzlenmeyen kultirlerden genomik DNA izolasyonuna
gecilmis ve bunun i¢in A. latus hicreleri 6ncelikli olarak 13000 rpm’de
santriifiijlenerek toplandiktan sonra iist sivi dokiilmiis ve elde edilen hiicre
cokeltisi kullanilarak genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen genomik
DNA %1’lik (w/v) agaroz jeldeki goéruntusi ile RNA kontaminasyonu ve

biitlinliigii agisindan kontrol edilmistir.

Genomik DNA izolasyonu protokoll:

1) NB besiyerine ekilen Alcaligenes latus hiicreleri gece boyu 30°C ve 165 rpm’de
bayatalar.

2) Gelisim istenilen diizeye erisince, 3-5 ml’lik hiicre kiltiri alinir ve
13000 rpm’de 10 dakika santrifujlenir.

3) Hiuicre peleti 10 mM Tris-HCI1 pH 7.5 ile yikanir.

4) Yikanmis hiicre kiiltiirii 13000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilir ve stipernatant
dokalir.

5) Hiicre peletine asagidaki bilesenler eklenir ve hiicre peleti yavasga ¢oziliir.

e 200 pl steril distile su

e 50ul05MEDTA

e 10 pl Sarkozil (%20°lik)

e 10 pl Proteinaz K (10 mg/ml)
e 10 pl Tris-HCI (1M pH: 8)

e 5ul NaCl (5M)

6) Hicre suspansiyonu 1 saat 65°C de inkibe edilir.



36

7) Hicre stspansiyonuna kendi hacmi kadar fenol:kloroform:izoamilalkol
(25:24:1) ilave edilir ve 5 dakika siire ile yavasga ters-diiz edilerek
karistirilir.

8) Hiicre suspansiyonu 2 dk. 13000 rpm’de santrifuj edilir.

9) Santrifiij sonrasi lstteki sivi tabaka agzi jiletle kesilen 1000 pl’lik
mikropipetle alinir ve yeni bir tiipe aktarilir.

10) Alinan miktarin 0,1’ kadar hacimde 3M sodyum asetat (NaOAc) eklenir

ve karistirilir.

11) Karisima 2 kat hacimde saf etanol eklenir ve karistirilir.

12) Elde edilen karisim alkol ¢oOktiirmesi amaciyla -20°C de gece boyu
bekletilir.

13) Gece boyu -20°C de bekletilen karisim onceden +4°C ye sogutulmus
santrifiijde 13000 rpm de 15 dakika santriftjlenir.

14) Etanol faz1 dokiiliir ve pelet 200 ul steril distile su ile ¢oziiliir ve {lizerine
0,1 hacimde 0,3 M sodyum asetat eklenir ve karistirilir.

15) Karisima 440 ul saf etanol eklenir ve karistirilir.

16) Elde edilen karisim -20°C de yaklasik 2 saat bekletilir.

17) Siire sonunda karisim 6nceden +4°C ye sogutulmus santrifiijde 13000 rpm’de
10 dakika santriftjlenir.

18) Etanol faz1 dokiiliir.

19) Pelet kuruduktan sonra 50 pl steril saf su ile ¢ozilur.

20) Elde edilen genomik DNA agaroz jel elektroforezinde analiz edilerek
kalitesi olctlir.
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2.2.2  Gene ozgiin primerler kullamlarak Alcaligenes latus DSM
1124 phbCAB operonunun genomik kopyasinin iiretimi

Klonlamada kullanilan ileri ve geri gen spesifik primerleri veritabanindan
Alcaligenes latus DSM 1124 irkina ait dizi bilgisine dayanarak belirlenmistir.
Kalip DNA dizisine tamamlayici olan kisimlari ortalama olarak 18-20 bg.
arasinda olan primerlerin 5’ terminal uglarina yapiskan ug¢ olusturmasi maksadiyla
restriksiyon kesim tanima bolgeleri eklenmistir. Buna gore dis primer setini
olusturan F1 Ala 1124 ileri primerine ECORI ve Bglll bélgesi; RPHB Termination
geri primerine ise Xhol ve HindIIl restriksiyon enzimi tanima bdlgeleri
eklenmistir. GC oram1 ortalama olarak %55 olan primerlerin Tm degerleri
[2(A+T)+4(G+C)]-5 denklemine gobre ayri ayr1 hesaplanmistir. Primerlerin
ortalama kullanim Tm’si 57 ‘C olarak belirlenmistir.

Tlgili primerlere ait dizi bilgisi asagidaki gibidir:

Gen Spesifik Tleri Primer: F1 Alal1124:

5’- GAATTCAGATCTTCAGGAGACGAGTGTGACCC- 3
Tm: 59°C

Kirmizi ile gosterilen DNA bélgesi EcoRI restiksyon enziminin, mavi ile
gosterilen DNA bolgesi ise Bglll restriksyon enziminin tanima bolgeleridir.

Gen Spesifik Geri Primer: RPHB TERMINATION
5’- GCACTCGAGAAGCTTTCAGCCCATGTGCAGGCC- 3’
Tm: 55°C

Mavi ile gosterilen DNA bolgesi Xhol restiksyon enziminin, turuncu ile
gosterilen DNA bolgesi ise HindlIlI restriksyon enziminin tanima bolgeleridir.
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PCR reaksiyonlar1 Fermentas Taq DNA polimeraz ve Phire Hot Start II

DNA polimeraz enzimi i¢in asagidaki ¢izelgelerdeki gibi hazirlanmstir.

Cizelge 2.5 Fermentas Taq DNA polimeraz enzimi i¢in PCR reaksiyon kosullar1

Bilesen Miktar (ul)

10X Taq Buffer 2,5

dNTP Mix (2,5mM herbiri) 2

Forward primer (2,5 mM) 3

Reverse primer (2,5 mM) 2,5

MgCl, (25 mM) 2,5

Kalip DNA 1

Taq DNA polimeraz 0,1

DMSO 0,7

Steril su 10,2 ile son hacim 25 pl’ye tamamlanir

Cizelge 2.6 Phire Hot Start Il DNA polimeraz enzimi i¢in PCR reaksiyon kosullari

Bilesen Miktar (ul)

5X Phire Reaction Buffer 4

dNTP Mix (2,5mM herbiri) 1,6

Forward primer (2,5 mM) 4

Reverse primer (2,5 mM) 4

Kalip DNA 1

Phire Hot Start Il DNA polimeraz 0,4

DMSO 0,6

Steril su 4,4 ile son hacim 2 pl’ye tamamlanir

Cizelge 2.7. Fermentas Tag DNA polimeraz enzimi i¢in termal cycler kosullar:

Adim Sicakhk®°C | Sure | Dongii sayisi
ilk denatiirasyon 95 3dk 1
Denatiirasyon 95 30 sn
Baglanma 53,4 30 sn 35
Uzama 72 4 dk
Son uzama 72 10 dk 1
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Cizelge 2.8. Phire Hot Start 11 DNA polimeraz enzimi igin termal cycler kosullari

Adim Sicakhik°C | Silre | Dongii sayisi
Ik denatiirasyon 98 2 dk 1
Denatirasyon 98 10 sn
Baglanma 53,5 5sn 35
Uzama 72 1dk
Son uzama 72 1dk 1

2.2.3 PZR drdnlerinin agaroz jel elektroforezinde
goruntilenmesi ve jelden izole edilmesi

PZR ile elde edilen genomik DNA ve PZR Urinleri agaroz jelde ylrutilerek
UVP transillimunator cihazinda kontrol edilmis ve UV-Photometer jel
dokiimantasyon cihazi (Vilber Lourmat) ile veriler kaydedilmistir.

Agaroz jel eletroforezinde elde edilen parcgalar kesilerek saflagtirilmaya
almmistir.  Saflastirma  i¢in Fermentas GeneJET™ Gel Extraction Kit

kullanilmistir. Protokol adimlari asagida verilmistir.

1. DNA fragmentini iceren jel kismi temiz bir biistri ile kesilerek alinir ve
onceden darasi1 belirlenmis bir 1,5 ml’lik tiipe aktarilir. Jelin agirhigt
belirlenerek kaydedilir.

2. Jel pargasinin yer aldigi tiipe jelin agirhigr ile esit miktarda Binding
Tamponu eklenir. (6rn; 100 mg agaroz i¢in 100 ul Binding tamponu).

3. Tup 50-60 °C’de 10 dakika inkibe edilir. Tlp birka¢ dakika arayla
vortekslenerek erime stireci hizlandirilir. Bu adimda karisimin rengi sari

olmalidir. Bu durum optimum pH degerinin saglandigini belirtmektedir.

4. (Coziinmiis jel karistminin 800 upl’si GeneJET™ saflastirma kolonuna
konur ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir. Altta kalan sivi kisim
uzaklastirilir ve kolon aymi tlipe konur. (Eger karisim 800 pl’den fazla ise

kalan kisim tekrardan kolona konur ve santrifiij adimi tekrarlanir.)

5. Kolona 700 pl Yikama Tamponu konur. 1 dk. 13000 rpm’de santrifiijlenir

ve s1v1 kisim uzaklastirilir.



40

6. Kolonda yer alan fazla alkoliin uzaklastirilmasi ic¢in santrifiij adimi

tekrarlanir.

7. Kolon yeni bir mikrosantrifij tipline konur ve kolona 50 pl Elisyon
Tamponu eklenir. 1 dk. beklemenin ardindan kolon 13000 rpm’de 1 dk.
santrifjlenir.

8. Kolon tiipten uzaklastirilir ve saflastirillmis DNA -20°C’de muhafaza
edilir.

Izole edilen DNA agaroz jelde ve nanodropta kontrol edilir.
2.2.4 PCR Urunlerinin plazmit DNA’lara ligasyonu

PCR reaksiyonu sonrasi jelden saflastirilarak elde edilen PCR iiriinlerinin
vektor DNA’sina aktarilmasi i¢in oncelikle restriksyon enzimleri yapiskan ug
olusturma isleminin yapilmasi gerekmektedir. Bu amagla PCR f{iriinli ve plazmit
DNA’lar uygun restiksyon enzimleri ile kesilerek yapiskan u¢ olusumu saglanir.

Restrikyon enzimleri ile kesim i¢in asagidaki sartlar uygulanmistir.

Cizelge 2.9. Restriksyon kesim reaksiyonu kosullar

Bilesen Miktari
10X Tango Tamponu 2ul
Restriksyon enzimi | 1l
Restriksyon enzimi Il 1l
DNA molekuli 6 ul

Restriksiyon kesim reaksiyonlar1 37°C’de en az 5 saat en fazla gece boyu
olacak sekilde gerceklestirilmistir.

Kesim siiresi sonrasinda, reaksiyon flriinleri agaroz jelde yliriitiilmiis ve
ilgili DNA bantlar kesilerek jelden saflastirilmis (Bkz. Kisim 2.2.3) ve ardindan
saflagtirllan DNA’larin nanogram miktarlar1 Nanodrop cihazi ya da agaroz jelde

g0z ile belirlenmistir
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Ligasyon reaksiyonunda klonlanacak DNA parcasinin nanogram miktari
hesaplanir. Ligasyon reaksiyonlarinda plazmit miktar1 100 ng olarak

kullanilmistir. Hesaplama i¢in asagidaki formiil kullanilmigtir:

Vektor (ng) Klonlanacak DNA (mol)
— X
x Vektdr Biiyiikliigii (kbg) Vektir (maol)

Hesaplamaya gore klonlanacak DNA miktari (x) nanogram olarak bulunur.
Kullanilmasi gereken klonlanacak DNA miktar1 yukarida formiille hesaplandiktan
sonra ligasyon reaksiyonu kurulmustur. Reaksiyon asagida verilen sekilde
kurulur:

Cizelge 2.10. Ligasyon reaksiyonu kogullari

Bilesen Miktari
10 X Ligaz Tamponu 1l
T4 DNA Ligaz lu
Plazmit DNA y ul
Klonlanacak DNA X Wl
Steril saf su 10 ul’ye tamamlanir

Reaksiyon sicaklik gradienti saglamak amaciyla buzlu su banyosunda gece
boyu gerceklestirilmistir.

2.2.5 E. coli kompetent hiicre hazirhg

Calismada kullanilan PHB iiretim konakgis1 Escherichia coli wrklarinin
klonlama 6ncesinde disaridan DNA alabilecek yap1 kazanmalari, yani kompetent
hale getirilmeleri gerekmektedir. Hiicreler kompetent 6zellik kazandirmak igin
asagidaki protokol takip edilmistir (Sambrook and Russell, 2001)

1) Kompetent yapilmak istenen hiicre tipi LB agar besiyerine ekilir ve
yayilir. Olusan tek kolonilerden LB Broth besiyerine ekilerek gece boyu
37°C’de 120 rpm’de inkibe edilir.

2) Ertesi giin canlilig1 yiiksek olan hiicre kiltirinden 0,3-0,5 ml alinarak
100 mlP’lik taze LB Broth besiyerine ekilir. 120 rpm, 37°C’de
inkibasyona devam edilir.
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3) Erken logaritmik faza erisen kiiltiirtin 550 nm’deki OD alinarak hiicre
yogunlugu olciliir. OD 0,4 ila 0,6 arasinda olmalidir. Bu islem igin,
inkiibasyon baslamasindan 70-80 dakika sonra spektrofotometrik
Olctimler belirli araliklarla yapilmaya baglanir. Spektrofotometri
olcimleri icin kor olarak distH,O kullanilmistir.

4) Istenilen OD araligina ulastiginda, kiiltiiriin almarak 6000 rpm’de 15 dakika
siire ile santrifiij edilir. Miktar fazla ise peletleme birka¢ santrifiij adimi

ile yapilir.

5) Santrifiij sonunda silipernatant dokiiliir ve pelet 7,5 ml, 50 mM soguk

CacCly ile ¢oziiliir ve 15 dakika siire ile buzda inkiibasyona birakilir.

6) Siure sonunda karisim tekrar 6000 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij
edilir.

7) Santrifilij sonunda {ist faz dokiiliir ve hiicre peleti 0,25 ml 50 mM soguk
CacCly ile ¢ozaldr.

8) Eger hiicrelere hemen DNA transformasyonu yapilacaksa hiicreler 50 pl
hacimlerde  bolinerek transformasyona gecilir.  Fakat htcreler
saklanacaksa 0,6 ml %80’lik gliserol eklenerek karistirilir ve 30 ul

hacimlere bolinerek -86°C’ye kaldirilir.

2.2.6 Plazmit DNA’nin kompetent hiicrelere transformasyonu

Ligasyon reaksiyonu ile olusturulan rekombinant plazmitin ¢ogaltilmasi

veya protein ifadesinin gerceklestirilmesi i¢in kompetent hiicrelere plazmitin

aktarimi gereklidir. Transformasyon protokoliinde asagidaki adimlar takip edilir
(Sambrook and Russell, 2001)

1) Kompetent hiicreler -80°C’den alinir ve buzda 5 dakika sure ile bekletilir.

2) Ligasyon sonunda elde edilen tiriin hazirlanan kompetent hiicrenin tizerine
eklenir ve buzda 30 dakika stre ile bekletilir.

3) Sire sonunda ornekler buzdan alinir ve 42°C’ye ayarlanan 1s1 bloguna

yerlestirilir.
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Hiicreler 1s1 blogunda 2 dakika sure ile bekletilir ve sonrasinda hemen
buza alinarak 3 dakika da buzda bekletilir.

Sdrenin bitiminde 6rneklerin Gzerine 500 pl LB Broth eklenir ve 37°C’de
30 dakika sure ile inkibe edilir.

Bu siire i¢inde ekim yapilacak 0,1 mg/ml amfisilin iceren LB Agar
petrilerine 40 ul X-Gal eklenir ve besiyerinin ¢ozeltiyi cekmesi beklenir.

Hicreler sure bittikten sonra 8,000 rpm de 2 dakika stre ile santriftj edilir.
Tiip igerisindeki yaklagik 50 ul s1v1 kalacak sekilde siipernatant dokiiliir.

Pelet kalan siv1 icerisinde ¢Ozulir, sonra LB-agar-ampisilin (0,1 mg/ml) -
Xgal tabaginin yiizeyine yayilir ve bir gece boyu 37°C’de inkiibe edilir.

2.2.7 Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu, klonlamanin kontrol edilmesi i¢in ya da plazmitin

protein ifade konakgisina aktarilmasi i¢in yapilabilir. Bunun disinda klonlanan

parcanin kalip olarak kullanilarak {izerinde degisiklik yapilmasi veya tekrar

cogaltilmasi amaciyla da plazmit izolasyonu yapilabilir. Plazmit izolasyonu klasik
yontem (Sambrook and Russell, 2001; Guerry et al., 1973) ve “INTRON DNA

SPIN

PLASMID DNA EXT” Kit kullanilarak yapilmistir ve her iki yontemin

protokol adimlar1 agagida verilmistir.

1)

2)

3)

4)

Klasik Yontem ile Plazmid DNA izolasyonu

Pozitif koloni LB Broth amfisilin (0,1mg/ml) besiyerine ekilerek gece
boyu 37°C, 120 rpm’de blyatulr.

Sabah, besiyeri yogunluguna gore 1-5 ml hiicre alinarak 15.000 rpm’de 10
dakika sure ile santrifiijlenerek peletlenir.

Sipernatant dokulir ve hiicre peleti 50 mM Tris-HCI, pH 8,8 ile ¢ozulur.
Tekrar 15.000 rpm’de 10 dakika sire ile santrifijlenerek peletlenir.

Ust faz dokuliir ve hiicre peleti tizerine
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e 150 pl Lizozim (10 mg/ml)

e 20pulEDTA pH:8 (0,5 M)

e 10 pl RNaz A (10 mg/ml)
Eklenerek pipet yardimu ile ¢oziiliir.

5) Karisim 30 dakika boyunca buz tizerinde inkiibasyona birakilir.

6) Sire sonunda “taze” hazirlanmig 2 ml, 0,2 M NaOH/200 pl %1’lik SDS

karisimi eklenir ve dikkatlice oldukga “yavas” alt/iist edilerek karistirilir.

e 0,2 M NaOH ve %1’lik SDS ayrt ayrt hazirlanir ve kullanimdan

hemen once karistirtlir.

7) 5 dakika siire ile buzda inkiibasyona birakilir.

8) Siire bitiminde hemen 300 pl 7,5 M NHsAc eklenir ve dikkatlice alt/Ust
edilerek karigtirilir. Devaminda 10 dakika siire ile buzda inkiibasyona
birakilir.

9) Sire sonunda 15 dakika sire ile 15.000 rpm’de santrifiij edilir. Santrifij

sonunda {ist faz yeni tiipe aktarilir.

10) Alman {ist faz hacmi kadar Fenol:Kloroform:izoamilalkol (25:24:1),
eklenir ve tup “gUcli” bir sekilde yaklasik 10 saniye boyunca
calkalanarak karistirilir. Sonrasinda 10 dakika siire ile orbital karistiricida

calkalanir.
11) Sonrasinda tiip 15.000 rpm’de 2 dakika siire ile santrifiij edilir ve santrifiij
sonras1 olusan siv1 list faz yeni bir tiipe alinir. Burada alinan hacim belirli

olmalidir.

12) Alinan hacmin 0,6 kati kadar Izopropanol eklenerek pipet yardimi ile
karigtirtlir. 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

13) Inkiibasyon sonrast tiip 15,000 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edilir.
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14) Ust faz atilir ve pelet 200 pl 0,3 M NaAc ile dikkatlice ¢oziiliir.

15) Gece boyu -20°C’de bekletilir. Ertesi gun tip 15.000 rpm’de 10 dakika

sire ile santrif(j edilir.

16) Ust faz atilir ve pelet kurumaya birakilir. Sonrasinda pelet 10 ul distH20

ile cozalir.

INTRON DNA-spin ™ Plasmid DNA Purification Kit (Cat. No. 17091)

ile plazmit izolasyon prosedir;

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Pozitif koloni LB Broth amfisilin (0,1 mg/ml) besiyerine ekilerek gece
boyu 37°C, 120 rpm’de blyatulr.

3-5 ml bakteri kiltiri oda sicakliginda 13000 rpm’de 30 sn.

santrifiijlenerek toplanir ve siipernatant uzaklastirilir.

Hicre peleti 250 pl Resuspension Buffer ile vorteks ya da pipet vasitasiyla
tamamen ¢ozulur.

Hiicre siispansiyonuna 250 pl Lizis tamponu eklenir. Tiiplerin kapaklari
kapatilip nazik bir sekilde birka¢ kez ters diiz edilir. (Bu adimda vorteks

kullanilmaz ve lizis basamagi toplamda 5 dakikay1 gegmemelidir.)

Karisima 350 pl Noétralizasyon tamponu eklenir ve tup birkac kez ters diz
edilerek kanistirilir ve 5 dakika +4°C de inkiibe edilir.

13000 rpm’de +4°C de 10 dakika santrifiij yapilir. Santrifiij esnasinda
kolon kit icerisinde yer alan toplama tlpune konur.

Santrifj sonrasinda, siipernatant kolona aktarilir.

Kolon 13000 rpm’de 1 dakika santrifijlenir. Toplama tupunde yer alan

stvi uzaklastirilir ve kolon tekrardan ayni tiipe konur.

Kolona 700 pl Yikama Tamponu B konur ve 13000 rpm’de 1 dk.

santrifiijlenir. Tiipte biriken s1v1 uzaklastirilir.
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10) Kolon membranin kurutulmasi amaciyla bos olarak tekrardan 13000 rpm’de
1 dk. santriftjlenir.

11) Kolon yeni, steril bir santrifiij tiipiine aktarilir ve kolona 50 ul Eliisyon
Tamponu konur, 1 dk. beklenir ve ardindan 13000 rpm’de 1 dk.
santrifijlenir. Plazmit DNAsin1 igeren sivi kisim sonraki islemler
icin — 20°C’de saklanur.

Plazmit DNAlarinin safligi, kalitesi ve miktar1 restriksyon kesim analizi,
agaroj jel elektroforezi ve spektrofotometrik yontemler ile belirlenebilir.

2.2.8 PHB Uretiminin gézlemlenmesi

A. latus PHB biyosentez genlerini igeren rekombinant plazmitler on farkli
E.coli irkina transforme edilmis ve IPTG (0,1mM/), Glukoz (10 g/L) ve amfisilin
(0,1 mg/ml) igeren LB Agar ortaminda 37°C’de gece boyu inkiibe edilmistir.
Hicrelerde PHB iiretimi opak renk olusumuyla belirlenmistir.

PHA iiretiminin mikroskobik olarak gozlenmesi amaciyla hiicreler Sudan
Black boyasi ile boyanmislardir. Sudan Black boyama prosediirii asagidaki gibidir
(Jenkins et al., 1986);

1) Bakteri kiltirinden bir miktar alinarak lam iizerine ince bir katman

halinde yaydirilir havada kurumaya birakilir.

2) Lam Sudan Black B (%60’lik etanolde %0,3 w/v ) ile 10 dakika
boyanir.

3) Suile kisa siire yikanir.

4) %0,5’1ik safranin ¢6zeltisi ile 10 saniye boyanir ve ardindan saf su

ile 1yice yikanir.

2.2.9 PHB standart grafiginin c¢izilmesi

1) 0,05 gr ticari PHB tartilir, cam balona konur ve {izerine 100 ml kloroform

eklenir. PHB graniiliinlin ¢6ziinmesi i¢in geri sogutucuda isitilir. PHB
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tamamen ¢oziindiikten sonra 1/100 oraninda seyreltme yapilarak 5 pg/ml

konsantrasyonunda PHB ¢o6zeltisi elde edilmis olur.

2) 5 pg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltiden cam deney tiiplerine sirasiyla
1, 2, 3, 4,5 6, 7, 8, 9 ve 10 ml eklenir (tim o&rnekler iki kez

tekrarlanmalidir. ). Tiiplerdeki kloroform etiivde tamamen ugurulur.

3) Kloroform ugtuktan sonra tiiplere 5’er ml derisik siilfiirik asit eklenir ve
boylece 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 ve 10 pg/ml PHB igeren karigimlar elde
edilir.

4) Sulfirik asit eklenmis tiipler 20 dk. kaynar su banyosunda muamele edilir

ve boylece PHB molekiilleri krotonik aside doniistiiriiliir.

5) Inkiibasyon sonrasinda tiipler sogutulur ve 235 nm dalga boyunda siilfiirik

asit kor olarak kullanilarak 6l¢iim islemi gerceklestirilir.

1,6 -
=14 -

o e
0 = N
1 1 1

o o
~ o0
I

y = 0,1424x
R? = 0,9987

bsorbans (235 nm

A
o
N

o

0 2 4 6 8 10 12
PHB konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 2.4. PHB standart grafigi.

2.2.10 Kuru Kiitle Miktarimin Belirlenmesi

Inkiibasyon sonrasinda erlenlerdeki kiiltiirlerden 2,5 ml alinarak darasi
alinmis cam deney tiiplerine aktarilip 4000 rpm’de 20 dk. santrifiijlenmis ve
stpernatant dokuldikten sonra hicre peleti distile su ile yikanmistir. Elde edilen
ornek ve 80°C de 24 saat etiivde bekletilmistir. 24 saat sonrasinda tiiplerin nem
almasini engellemek i¢in soguyuncaya kadar desikatorde bekletilmis ve ardindan
tartim islemi yapilmistir. Elde edilen tartim sonuglarindan tiiplerin daralari

cikarilarak kuru kiitle miktarlart belirlenmistir.
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2.2.11 PHB miktarinin belirlenmesi

Gergeklestirilen iiretim islemleri sonrasinda hiicrenin iirettigi PHB miktarinm

spektrofotometrik olarak tayin edebilmek i¢in Salmiati et al.’dan modifiye edilmis

olan asagidaki yontem kullanilmistir.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Inkiibasyon sonrasinda erlenlerdeki kiiltiirlerden cam deney tiiplerine
2,5 ml alinarak 4000 rpm’de 20 dk. santrifiijlenir ve siipernatant
dokdldikten sonra hucre peleti 1ml distile su ve 1ml sodyum
hipoklorit (%10-15) ile ¢6zulir.

Karigima 2 ml kloroform eklenir ve 37°C’de 300 rpm’de 3 saat
inkube edilir.

Inkiibasyon sonrasinda tiipler 4000 rpm’de 20 dk. santrifiijlenir.
Santrifiij sonrasinda tiipte 3 faz olusmaktadir. En {istte
hipoklorit fazi, hiicresel bilesenleri iceren ara faz ve en altta

¢Oziinmiis PHB nin bulundugu kloroform fazi.

Hipoklorit fazi uzaklastirilir ve ara faza ¢ok fazla zarar vermeden

kloroform fazi yeni bir tiipe aktarilir.

Elde edilen kloroform fazindan yeni tiiplere 100’er pl alinir ve
kloroform ucuncaya kadar 80°C’ye ayarlanmis etiivde bekletilir.

Kloroform ugtuktan sonra tiiplere 5’er ml derisik H,SO,4 eklenir ve
100°C’de kaynar su banyosunda 20 dk. inkiibe edilir.

Bu islem esnasinda tiiplerde yer alan PHB polimerleri

krotonik asite doniistiiriiliir.

Inkiibasyon sonunda tiipler su banyosundan almir ve sogutulur,

ardindan 235 nm’de absorbanslar 6l¢iiliimii gerceklestirilir.
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2.2.12 PHB ureticisi E. coli irkinin belirlenmesi

Ligasyon reaksiyonu sonrasinda transforme edilmis ve PHB iiretiminin
gozlemlendigi hiicrelerden pozitif plazmitler izole edilmis ve ardindan bu (g
pozitif plazmit (pSPAL1124, pUCAL1124 ve pQEAL1124) Cizelge 2.1°de yer
alan on farkli E.coli irkina aktarilmistir. Elde edilen rekombinant hiicreler
LB+amp ortaminda gece boyu inkiibe edilmis (ODgy 2-2,2 arasinda) ve bu
hicrelerden 10 g/L glukoz ve IPTG igeren PHB iiretim ortamina %2’lik asilama
yapilarak 37°C’de, 165 rpm’de orbital calkalayicida 2 giin boyunca inkiibe
edilmistir. 24 ve 48. saatlerde kiiltiir ortamindan 6rnek alinarak kuru kiitle, PHB

miktar1 ve % cinsinden PHB/kuru kiitle oran1 belirlenmistir.

2.2.13 Farkh Besi yerlerinin PHB iiretimine etkisi

Farkli besi yerlerinin PHB {iretimi iizerine etkilerini incelemek i¢in dort
farkli besi yeri (Nutrient Broth, PHB tiretim ortami (Lo et al., 2005), Medium B
(Law et al., 2001), Mineral Salt medium (amonyum sulfat icermeyen)) (Genser et
al., 1998) denenmistir. LB+amp ortaminda gece boyu inkiibe edilmis hlcrelerden
10 g/L glukoz, IPTG ve amfisilin igeren kiiltiir ortamlarina %2’lik asilama
yapilarak 37°C’de, 165 rpm’de orbital calkalayicida 24 saat inkiibe edilmistir. 24
saat sonrasinda Orneklerdeki kuru kiitle, PHB miktar1 ve % cinsinden PHB/kuru

kiitle oran1 belirlenmistir.

2.2.14 Farkh karbon kaynaklarinin PHB iiretimine etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin PHB iiretimi {izerine etkilerini incelemek icin
kiltiir ortamina 10, 15 ve 20 g/L olacak sekilde glukoz, sakkaroz, laktoz ve
fruktoz ilave edildi. PHB {iretimi i¢in, LB+amp ortaminda gece boyu inkiibe
edilmis hucrelerden 10 g/L glukoz, IPTG, amfisilin ve farkli oranlarda farkli
karbon kaynaklarini iceren ortamlara %2’lik asilama yapilarak 37°C’de,
165 rpm’de orbital galkalayicida 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda kiiltiir
ortamindan alinan 6rneklerde kuru kiitle, PHB miktar1 ve % cinsinden PHB/kuru

kiitle oran1 belirlenmistir.
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2.2.15 Farkh Nutrient Broth konsantrasyonlarinin PHB iiretimine
etkisi

Farkli Nutrient Broth miktarlarinin PHB {iretimi {izerine etkilerini
incelemek igin 5-7,5-10-13 ve 15 g/L Nutrient Broth tozu iceren kiiltiir ortamlari
hazirlanmistir. PHB {iretimi i¢in, LB+amp ortaminda gece boyu inkiibe edilmis
hiicrelerden 10 g/L glukoz, IPTG, amfisilin ve farkli miktarlarda Nutrient Broth
iceren kiiltiir ortamlarina %?2’lik asilama yapilmistir ve 37°C’de, 165 rpm’de
orbital galkalayicida 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda kiiltiir ortamindaki

kuru kiitle, PHB miktar1 ve % cinsinden PHB/kuru kiitle oran1 belirlenmistir.

2.2.16 Sicakhigin PHB iiretimine etkisi

Sicakligin PHB iiretimi iizerine etkilerini incelemek amaciyla; LB+amp
ortaminda gece boyu inkiibe edilmis hiicrelerden 10 g/L Nutrient Broth, 10 g/L
glukoz, IPTG ve amfisilin igeren kiiltlir ortamlarina %2’lik asilama yapilmistir.
Kiiltiir ortamlar1 24°C ve 37°C’de, 165 rpm’de orbital calkalayicida 24 saat
inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda kiiltiir ortamindan alinan 6rneklerde kuru Kitle,

PHB miktar1 ve % cinsinden PHB/kuru kiitle oran1 belirlenmistir.

2.2.17 Karistirma hizinin PHB iiretimine etkisi

Karigtirma hizinin PHB iiretimi iizerine etkilerini incelemek amaciyla;
LB+amp ortaminda gece boyu inkiibe edilmis hiicrelerden 10 g/L Nutrient Broth,
10 g/L glukoz, IPTG ve amfisilin iceren kiiltiir ortamlarina %?2’lik asilama
yapilmistir. Kiiltlir ortamlar1 37°C’de, 125 rpm, 150 rpm, 165 rpm ve 200 rpm’de
orbital calkalayicida 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda 6rneklerde kuru

kitle, PHB miktar1 ve % cinsinden PHB/kuru kiitle oran1 belirlenmistir.

2.2.18 A kiiltiir miktarimin PHB iiretimine etkisi

Asi kiiltiir miktarinin PHB {iretimi tizerine etkilerini incelemek amaciyla;
gece boyu inkiibe edilmis hiicreler 10 g/L. Nutrient Broth, 10 g/L glukoz, 0,1 mM
IPTG ve 0,1 mg/ml amfisilin igeren kiiltlir ortamlarina %1, %2, %4, %6, %8 ve

%10’luk asilama yapilmigtir. Kiiltiir ortamlar1 37°C’de, 165 rpm’de orbital
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calkalayicida 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda kiiltiir ortamindan alinan
orneklerde kuru kiitle, PHB miktar1 ve % cinsinden PHB/kuru kiitle oram

belirlenmistir.

2.2.19 indirgen seker tayini

Indirgen seker tayininde 3,5-Dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi kullanildi
(Cizelge 2.11).

Cizelge 2.11. DNS yontemi.

Bilesen Kor (ml) | Ornek(ml)
Distile su 0,5 -
Analizlenecek drnek - 0,5
DNS 0,5 0,5

Kaynar suda 10 dk bekletme
Distile su 5,0 5,0

546 nm*“ de absorbans 6l¢imii

1,4 -
1,2 -

0,8 -
0,6 -

0,4 -
y =0,3989x
0,2 1 R? = 0,998
0 - : : : : : : .
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Konsantrasyon (g/L)

Absorbans

Sekil 2.5. indirgen seker analizi igin glukoz standart grafigi.
2.2.20 PHB iiretim profilinin olusturulmasi
Rekombinant E. coli hiicrelerinde PHB olusumunun profilini belirlemek

amaciyla LB+amp (0,1 mg/ml) ortaminda gece boyu inkiibe edilmis optimum

sartlarda inkiibe edilmistir. Uretim profilinin olusturulmas1 amaciyla her iki saatte
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bir kultir ortamindan Ornek alinarak kuru kiitle ve PHB miktar1 ile karbon

kaynaginin degisimi incelenmistir.

2.2.21 Rekombinant E.coli’den PHB izolasyonu

Rekombinant E. coli hiicrelerinde iiretilmis olan PHB biyopolimerinin

saflagtirilmas1 amaciyla Strazullo ve arkadaglarindan alinan yontem kullanilmistir.

Kullanilan yéntemin adimlar1 asagidaki gibidir (Strazzullo et al., 2008):

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Kiiltiir islemi sonunda elde edilen hiicreler santrifiij ile peletlenir.
Hicre peleti (1-2 g.) 100 ml saf suda ¢ozindaralir.
Elde edilen karisim 20 dk. ultrasonik olarak pargalanir.

Par¢ama isleminden sonra yas hiicre agirligi kadar SDS eklenir ve
50°C’de 1 saat inkube edilir.

Inkiibasyon isleminin ardindan hiicre karisimi 121°C’de 20 dk.

otoklavlanir.
Otoklavin ardindan hiicre lizat1 sogutulur.

Santrifiij tliplerine aktarilip, 10000 rpm, +4°C’de 30 dk.
santriftjlenir.

Santrifiij islemi sonucunda olusan PHB peleti alinir ve gece boyu

oda sicakliginda kurutulur.



karakterizasyonuna yonelik calismada U47026 erisim numarasi ile gen bankasina
kayit edilmis (Genser et al., 1998) dizi bilgisine NCBI veri tabanindan ilgili erigim
numarasi kullanilarak ulasilmistir. ilgili gen bankasi kaydi A.latus DSMM 1124
irkina ait phbC, phbA ve phbB genlerinin dizileriyle birlikte toplam 4674 bg.’lik

3. BULGULAR

3.1 Biyoinformatik Bulgular

3.1.1 Alcaligenes latus phbCAB genlerinin niikletotid ve aminoasit
dizisi

1124

irkina  ait

bir dizi bilgisini igermektedir (Sekil 3.1).

121
181
241
301

A bA W
0N O
G A

gtcgacgccg
ctgccgatgce
cagtggtgca
gggcgtcagg
ccgtgecggce
gaaggtgaaa
catcagcacc
cgcagaatga
ctacaacgct

cattcgccct
tcgegegeag
cggtgcagga
ctgccgtcat
gagcccatga
aacgcaccca
acgtacatcc
cgtatttcgt
gcacgccaac

gcggccacgce
gcggctcgat
tgaatcacgt
ctggctgege
gatacaggac
gcaccgtccc
acgccaaggc
agaatgaaaa
ggttttcgtg

gccgacggea
ttggcaggtc
tttttctcgt
tgaagcctcg
gatggacaag
gttgggcgee
caccaagtac
gagttgtcat
aaaaagtcct

gcgcgegetg
tgcgtcagat
tccggeggga
gcacgcttgce
ggcagcgcecc
gtggcctecg
ataggaaata
gatgcggtaa
caggagacga

PHB biyosentez operonunun klonlanip

gctggeggac
cagaggcgga
ccgggecacg
gtgcceggeg
catacagcac
ccacggccat
cccgegatta
gacacgaagc
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3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621

acac

ggcagccgcec
aaaaattccc
gactcaaaaa
acgcctgcac
gaagtggctg
ggccgactgg
ggacgtgctg
ggccgattgg
ggtgatcgac
cggcgagaag
cttcaccatg
ccccggetac
cgtctccacc
ctggctggeg
cctgcacatg
acaaaaggcc
ccgtggeggg
cttggccgeca
tttgcccgece
ggccgtgacg

g

ggagctgccc
tggaacacca
ctcgcttacg
aaggacggct
gacgagcaga
gactccaccg
gtgaacaacg
caggccgtga
ggcatgctgg
ggccagttcg
gcectggegce
atcgccaccg
attcccatca
ggcgacgaat
ggctgacccg
gcgcactgceg
cggtattctt
aaacccagca
ttggattctc
ccgacggtca

54

gggcggecge
ccaagggccg
tgacgggcgg
tcaaggtcat
aggccctggg
tcgtcgectt
ccggcatcac
tgtccaccaa
acaagggctg
gccagaccaa
aggaagtggc
acatggtcaa
agcgcctggg
ccggcttcac
tgccgaaccce
cggccttttt
gttattccac
agccaaagcc
tcgccaattg
ggcccagcetg

cgcgceccatg
caagacggcc
catgggcgge
cgccggetge
ctacacgttc
cgagaaggtc
gcgtgacgge
cctggacagc
gggccgceatc
ctactccgcc
tgccaagggc
ggccatccgce
caccccggag
caccggtgcc
gcggeccctt
atttgtcccg
gatgcccgac
cagtgccagg
aatgatgatg
ggcgatattt

(]
(]
«Q
(]
«Q
«Q
«Q
(¢]
r~+
(¢l
Q
¢l
Q
«Q
(¢]
r~+
-
-+
0O
«Q
~+
-
Q
=
Ind
Q
(]
(o]
(¢]
«Q
[
(]
(¢]
r~+
-+
«Q
[
¢l
Q
Q
(2]
«Q
[
«Q
«Q
Q
«Q
[
r~+

tcggctg
cgcgggcgey
caatgaagga
atcggtactt
ggtccgagec
tacgcctcgg
aaggccgagc
cagttccgca
atgttcaacg
atcaacatct
gccaaggccg
gtgacggtca
caggacgtgc
gaaatcgcct
gacttcagct
atggggccge
gcgatcctga
atgaaatatt
aacagcacga
aacaccatgt
tcctegttga

Q
9]
-
«Q
Q
(]
[¢]
Q
Q
«Q

gcgecgetga
gagacgagat
cgatgtgcca
gcgactacca
tgggcaacgt
acggcacggt
agatgagcaa
tcaccaagca
cctcggtcaa
gcatgcacgg
acaccgtgag
tggacaagat
ccatcgtggc

gcaacggcgg
gtcgggcacg
aatgtctggg
tgataagccc
aggtgccgaa
acagcatgaa
attc

Sekil 3.1. A.latus DSM 1124 PHB biyosentez operonu (Erisim No; U47026). Operonda
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Promotor ve terminator dizilerini de iceresine alan A.latus DSM 1124 PHB
biyosentez operonunun toplam baz ¢ifti uzunlugu 3974 baz c¢iftidir. A.latus DSM
1124 irkinda PHB polimeraz enzimini kodlayan phbC geni toplam 1698 bg.
uzunlugundadir ve 565 aa.’lik bir proteini (Sekil 3.2) kodlamaktadir. phbA geni
ise 1179 uzunlugundadir ve 392 aminoasitlik ketotiyolaz enzimini (Sekil 3.3)
kodlamaktadir. PHB biyosentez yolagmin son enzimi olan Asetoasetil-CoA
rediiktaz1 kodlayan phbB geni 738 b¢. uzunlugunda olup 245 aa. uzunlugunda bir
protein kodlamaktadir. Operonda yer alan genlerin agik okuma pencereleri (ORF)

arasinda kodlanmayan bolgeler ve bu bolgelerin igerisinde de bireysel ribozom

baglanma bolgeleri yer almaktadir.

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

Sekil 3.2. A.latus DSM 1124 irkinda kodlanan PHB polimeraz enziminin protein dizilimi (erisim
numarast; AAD10274).

1
61
121
181
241
301
361

mtlgaipalqg
rlgadgsaep
rfavqgwida
vgknvatteg
tiaqghrvfv
Istalavlaa
Ingkelattf
ylenklrvpg
asghiagvin
apktpgnkty

mtdivivaaa
aggnpargam
sphvilqgsrd
asqggkataaq
svtagnasgi
leragwqvgd
tllhemgrrd

tfgdnatalg
aklpdrrfsa
aapsnfmaln
svvyendmfq
vswrnpdast
rgegpvaslit
sflrpndlvw
altvcgekvd
ppgkkkrsyw

kpiepapgry

rtavgkfggs
mkagiaketp
gqrmgdwkmv
eagkfkdeiv
ndgaaavmvm
vdlfelneaf
akkgvaalci

aaisdalrtm
aewagnpaaa
peagrkalet
1leykpltak
adktwddyve
11ttlldfsn
nyvvgnylkg
Isrieapvyl
tneqlvadan
vkgka

lakipapelg
altinavcgs
dtmindglwd
pvaipqrkgd
saakaeqlgl
aagacavnke
gggmgvslav

sginlpmgam
ylagvyllna
kgesisqglq
vhekpflfvp
hgvirairai
tgvidlfide
eappafdlly
ygsredhivp
gwletstehp

aavikallek
glkavmlaaq
vynkyhmgit
pvmfdtdefi
kplariasfg
lIgvdpakvnv
er

aklqgeylne
rtimgmaesi
qlwhdiqgqgh
pcinkyyild
qqitgqdkin
tgvriremti
wnsdstnlpg
wesaytstql
gswwtdwsdw

tgvgadqgige
alawgdseiv
aenvakahdi
nkktnaeala
tsgldpatmg
nggaiaighp

atalwnktlig
egdakakari
vsqtdesvfe
Igpdnsiiry
algfcvggti
gekapngagl
pmfcwylrnt
Isgpkryvig
Ikghagkeia

vimggvlaag
iagggenmsa
treqqdalal
glrpafdkag
mgpvpatrka
igasgcrvilv

Sekil 3.3. A.latus DSM 1124 irkinda kodlanan ketotiyolaz enzimini protein dizilimi (erisim

1
61
121
181
241

Sekil 3.4. A.latus DSM 1124 irkinda kodlanan asetoasetil-CoA rediiktaz enzimini protein dizilimi

numarast; AAD10275).

mtgklayvtg gmggigtsmc qrlhkdgfkv tagcgpsrdy gkwldegkal gytfyasvgn
vadwdstvva fekvkaehgt vdvlvnnagi trdggfrkms kadwgavmst nldsmfnvtk
qvidgmldkg wgriinissv ngekggfgqt nysaakagmh gftmalagev aakgvtvntv
spgyiatdmv kairqdvldk ivstipikrl gtpeeiasiv awlagdesgf ttgadfscng

glhmg

(erisim numarasi; AAD10276).
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3.1.2  Alcaligenes latus phbCAB operonunun restriksiyon kesim
haritasi

NCBI veritabanindan elde edilen operona ait niikleotid dizisi (3804 bg.)
NEBcutter 2.0 programi ile analiz edilmis ve operonu i¢ bdlgeden kesmeyen
enzimler belirlenmistir (Sekil 3.5). Operonu kesmeyen enzimlerden ayni zamanda
protein ifadesinde kullanilacak vektorlere uygun olanlari primer tasariminda
kullanilacaktir. Operonu i¢ bolgeden kesmeyen toplam 60 adet enzim
bulunmustur ve bu enzimlerden ifade vektorlerine uygun olanlar EcoRI, Bglll,
Xhol ve Hindlll dir. Bu enzimlerden pSP72, pQE40 ve pUC19 vektorlerine
klonlama yapabilmek icin EcoRI ve Bglll ileri primerlerde Xhol ve Hindlll ise

geri primerlerde kullanilacaktir. Genin restriksyon kesim haritas1 asagida

verilmistir.
TzpdSI *3acll
LA 536 aa >
BpuEl
X 690 aa
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Sekil 3.5. A.latus DSM 1124 PHB biyosentez operonuna ait restriksyon kesim haritasi

3.2 A. latus phbCAB Operonunun PZR ile Uretilmesi

B6lim 3.2.1°de yer alan prosedir uygulanarak A. latus DSM 1124 rkindan
genomik DNA (gDNA) izolasyonu gergeklestirilmistir (Sekil 3.6). phbC geninin
baslangi¢ kodonu ile phbB geninin bitis kodonu arasinda kalan 3804 baz cifti
uzunlugundaki DNA parcasinin  pSP72, pQE40 ve pUCI19 vektorlerine
aktarilabilmesi i¢in PZR reaksiyonu ile tretimi BOlim 2.2.2°de belirtilen sartlar
uygulanarak gerceklestirilmistir. Buna gore deney sonuglari Sekil 3.7°de
gosterilmistir. Bu sonuglara gore jelde elde edilen DNA fragmentinin
biiylikliigiiniin yaklagik olarak 3800 bg. oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.6. A. latus DSM 1124 genomik DNA izolasyonu . M) marker ADNA EcoRI/Hind III
Marker, 1 ve 2 numarali kuyucuklar A. latus’a ait genomik DNAlarin goriintiisii (
%1’ lik agaroz jel’e 2ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte yiiklenmis ve 100
V 50 dk. yiiritilmiistiir).

5148
/ W
i+t

- 3530

. 2T
— 1904

— 1584
— 1375

- M7
1

Sekil 3.7. A. latus DSM 1124 wrkindan phbCAB operonunun gogaltilmasi i¢in gergeklestirilen PZR
reaksiyonu sonuglarina ait agaroz jel goruntist . M) Marker ADNA EcoRI/Hind |11
Marker, 1 ve 2 numarali kuyucuklar; yaklasik 3,8 kb.’lik phbCAB operonu (kirmizi
kutucuk icerisinde) ( %1 lik agaroz jel’e 2ul ADNA EcoRI/Hind III marker ile birlikte
yiliklenmis ve 100 V 50 dk. yiiriitilmustiir).

PZR c¢aligmasi sonucunda elde edilen bant jelden kesilerek saflastirma

islemine alinmistir. Burada amacg klonlanacak parganin PZR reaksiyonunda
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kullanilan maddelere ait kirliligi igermemesidir. Bu amagla ilk olarak kesilen jel
pargasinin agirligi belirlenmis ve BolUm 2.2.3’te verilen protokol degistirilmeden

uygulanmistir.

3.3 PZR Uriinlerinin Vektorlere Aktarilmasi

Saflastirma sonucunda eclde edilen PZR 0Urinuniun plazmit DNA’lara
klonlanmasi i¢in oncelikle hem vektorler hem de phbCAB operonu oligonikteotid
primerlerin u¢ kisimlarinda yer alan restriksyon tanima bdlgelerinden ayni
restriksyon enzimleri ile kesilmesi gerekmektedir. Bu amagla, operonun pSP72 ve
pQE40 vektorlerine ligasyonu icin operon ve her iki plazmit Bglll ve Hindlll
restriksyon enzimleri, pUC19 plazmitine ligasyon islemi i¢in ise hem operon hem
de plazmit DNA EcoRI ve Hindlll enzimleri kullanilarak BOlim 2.2.4’te yer alan

prosediire gore kesim islemine alinmiglardir.

Restriksiyon kesim reaksiyonu sonrasinda uglarindan kesilmis olan PZR
iirlinleri ve lineer hale getirilmis olan plazmit DNA’lar tekrardan agaroz jelde
yiriitiilmiis ve ilgili DNA bantlar1 jelden kesilerek saflastirilmistir (B6IUm
2.2.3’teki protokol uygulanmistir). Saflastirilan iirtinlerin miktarlarin1 belirlemek
icin drtnler tekrar jelde yiiriitilmiis ve miktarlar1 belirlenmistir (Bglll ve HindllI
restriksyon enzimleri ile kesilen operon: yaklasik 100 ng/ul, EcoRI ve Hind Il
enzimleri ile kesilen operon: yaklasik 150 ng/ul, pSP72 vektorii yaklasik 150
ng/ul, pQE40 vektori yaklasik 200 ng/ul ve pUC19 vektorii yaklasik 100 ng/pl

olarak belirlenmistir).

Elde edilen bu sonuglardan sonra jelden saflastirilmis olan phbCAB
operonlar1 ve plazmit DNA’lar B6lim 2.2.4’te verilen protokole gore ligasyon
islemine alinmistir. Ligasyonu gerceklestirilen plazmitler daha sonra Bolim
2.2.6’da belirtilen protokole gore E.coli XL-1 Blue konakg¢isina transforme
edilmistir. Olusturulan rekombinant plazmitlerin vektor haritalar1 Sekil 3.8’de

gosterilmistir.
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pSPAL1124 ' pPQEAL1124

Sekil 3.8. PHB {iretimi i¢in olusturulan rekombinant plazmitler. A) 3,8 kb’lik phbCAB operonunu
iceren pSP72 vektori (pSPAL1124). B) 3,8 kb’lik phbCAB operonunu igeren pQE40
vektdri (pQEAL1124). C) 3,8 kb’lik phbCAB operonunu igeren pUC19 vektori
(pUCAL1124). Kirmuz1 ile gosterilen kisim operonu, yesil ile gdsterilen ise antibiyotik
direng bélgelerini gostermektedir.

Transformasyon sonucunda petri kaplarinda ¢ok sayida koloni elde
edilmistir ve bu kolonilerden her bir petri tabagi i¢in yaklasik 25 adedi glukoz,
IPTG ve amfisilin igeren master tabaga ekilmis ve bir gece 37°C’de inkiibe
edilmislerdir. Inkiibasyon sonrasinda master tabaginda gelisim gdsteren
kolonilerden opak renkli olanlar belirlenmistir. Glukoz iceren agar ortaminda
PHB iiretimi gerceklestiren rekombinant E. coli hiicreleri 15181 gegirmeyen opak
bir koloni yapist gosterirken, PHB {iretmeyen hiicreler ise 15181 gegiren bir
yapidadir (Choi et al., 1998; Jung et al., 2005).
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Glukoz, IPTG ve amfisilin iceren ortamda opak renk olusturan kolonilerden
bazilari Bolum 2.2.8°de belirtilen prosediire gore Sudan Black boyasi ile
boyanmis ve PHB iiretiminin varligir goz ile gozlemin yami sira mikroskobik
olarak da belirlenmistir (Sekil 3.9). Hucrelerin igerisindeki siyah noktalar PHB
granillerini gostermektedir. Ayrica Sekil 3.10’da Rekombinant E. coli’de Glukoz
iceren kati1 besiyerinde PHB Uretiminin verilmistir. PHB iiretimi gergeklesen
hlicrelerde biriken PHB’den 6tlri petri kabinda 15181 gegirmeyen opak bir koloni

goriiniimii olugmaktadir.
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Sekil 3.9. Farkli rekombinant plazmitleri igeren E. coli hicrelerinin Sudan Black ile
gorintillenmesi. A) pQEAL1124 plazmitini tasiyan E. coli hicresi. B)
pUCALI1124 plazmitini tagiyan E.coli hiicresi. C) pSPAL1124 plazmitini tasiyan
E.coli hicresi. D) Herhangi bri plazmit tasimayan E.coli hiicresi Oklar PHB
graniillerini isaret etmektedir.
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Sekil 3.10. Rekombinant E. coli’de Glukoz igeren kati besiyerinde PHB Uretiminin
gorlintiilenmesi. A) PHB {iretimi gerceklestiren mikroorganizma
(opak). B) PHB iiretimi ger¢eklestirmeyen mikroorganizma.

3.4 PHB Ureticisi E. coli Irkinin Belirlenmesi

En yiksek miktarda ve verimde PHB (reten E. coli wkimi belirlemek
amaciyla A.latus DSM 1124 phbCAB operonunu igeren ti¢ farkli rekombinant
plazmit Cizelge 3.1’de listelenmis olan on farkli E. coli irkina 1s1 soku ile
transforme edilmistir. Gergeklestirilen transformasyon islemleri sonucunda
toplam PHB iiretimi yapabilen 26 farkli irk elde edilmistir. Transformasyon
isleminde karsilasilan problemler nedeniyle pSPAL1124 plazmiti E.coli Rosetta
irkina, pSPAL1124 ve pQEAL1124 plazmitleri E.coli Rosetta DE3 plyss irkina ve
pSPAL1124 plazmiti ise E.coli JIM105 irkina aktarilamamustir.

Elde edilen 26 farkli irktan hangilerinin PHB ireticisi olabilecegini
belirlemek amaciyla hiicreler LB+amp (0,1 mg/ml) ortaminda gece boyu inkiibe
edilmistir. Uretilen as1 kiiltiirler 10 g/L glukoz, 0,1 mM IPTG ve 0,1 mg/ml
amfisilin iceren PHB (retim ortamlarina asilanmistir. Bu hiicrelerden 24 ve 48.
saatlerde kuru kiitle ve PHB analizleri yapildi. Elde edilen sonuglara gore 24 ve
48. saatler arasinda kayda deger bir fark gézlenmedi. Cizelge 3.1°de 24 ve 48 saat
sonunda hiicrelerdeki kuru kiitle ve PHB miktarlar1 gOsterilmistir. Sonuglar ii¢
farkli hiicrenin 6n plana ¢iktiginm1 gostermektedir. E. coli Rosetta pQEAL1124, E.
coli JM-105 pQEAL1124, E. coli DH5-0 pSPAL1124 wrklart %10’un Uzerinde
PHB iiretimi gergeklestirmistir. Cizelgede goriildiigii gibi birgok 1k ¢ok diislik
miktarlarda (%1-5 arasinda) PHB tiretimi gergeklestirmistir.
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Cizelge 3.1. 24 ve 48 saat sonrasinda farkli rekombinant E.coli hiicrelerinde PHB Uretimi.

Irk Plazmit Kuru kitle (gr/L) | PHB (gr/L) Y6PHB
24 48 24 48 24 48
E. coli pUCAL1124 1,7 2,2 0,11 0,1 6,48 | 45
Rosetta pQEAL1124 2,1 1,9 0,4 0,41 | 19,04 | 21,5
pSPAL1124 1,83 1,36 0,029 | 0,01 | 1,38 | 0,7
E. coli pUCAL1124 2 1,73 0,087 | 0,07 | 4,75 4
Rosetta DE3 pQEAL1124 1,9 1,8 0,026 | 0,015| 1,36 | 0,8
E. coli pUCAL1124 1,9 1,8 0,141 | 0,12 | 742 | 6,6
Rosetta DE3 plyss - - - - - - -
pSPAL1124 | 1,26 1,5 01 | 007 | 79 | 46
E. coli pUCAL1124 | 3,03 1,6 0,04 | 002 | 13 |125
XL-1 Blue pQEAL1124 2,9 2,3 036 | 046 |1241] 2
pSPAL1124 | 2,26 2 0,04 | 0,03 | 1,76 | 15
E. coli pUCAL1124 | 1,23 18 0,02 | 0,014 | 162 | 0,7
TCS062 pQEAL1124 2,5 2,1 0,057 | 0,042 | 2,28 | 8,8
E. coli pUCAL1124 1 15 0,023 | 0,014 | 2,3 0,9
JM-105 pQEAL1124 1,96 2 0,25 | 0,29 | 12,75 | 14,5
pSPAL1124 2,2 2 0,62 | 0,65 | 28,18 | 32,5
E. coli pUCAL1124 15 1,6 0,03 | 0,029 2 1,8
DH5- a pQEAL1124 1,96 18 0,18 | 0,17 | 9,18 | 94
pSPAL1124 1,93 18 0,1 |0,087 | 518 | 48
E. coli pUCAL1124 1,9 13 0,02 | 0,026 | 1,05 | 2
BL21 DE3 plyss | pQEAL1124 2,06 15 0,029 10,022 | 14 |146
E. coli pSPAL1124 1,93 14 0,09 | 0,068 | 466 | 4,8
SURE pUCAL1124 1,53 14 0,033 10,026 | 2,15 | 1,85
pQEAL1124 15 1,7 0,13 | 0,125 | 8,66 | 7,3
E. coli pSPAL1124 2,1 14 0,12 | 0,115 | 5,71 | §,2
Topl0 pUCAL1124 2,1 1,7 0,065 | 0,052 | 3,09 | 3,05
pQEAL1124 15 1,3 0,042 | 0,039 | 2,8 3
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Hicreler kuru kitle tiretimleri agisindan incelendiginde en yiiksek kuru
kiitle miktarmi 3,03 g/L ile pUCAL1124 plazmitini tasiyan E. coli XL1- Blue
hiicresi vermistir, ancak bu hiicredeki PHB miktar1 oldukca diisiik miktardadir.
PHB iiretimi agisindan ise en verimli iki rk 0,4 g/L ve 0,62 g/L Uretim ile
sirasiyla E. coli Rosetta pQEAL1124 ve E. coli DH5a pSPAL1124 tiir.

PHB iiretiminin arttirilmasi amaciyla gerceklestirilecek optimizasyon
caligmalarina elde edilen bulgular neticesinde en yiliksek PHB miktarina ve
PHB/kuru kitle oranma erisen E. coli Rosetta pQEAL1124, E. coli DH5a
pSPAL1124 ve E. coli JIM105 pQEAL1124 wrklar1 ile devam edilmesine karar
verildi. Ayrica gergeklestirilen 24 ve 48 saatlik denemeler arasindaki farklar
anlamli olmadig1 i¢in sonrasinda gerceklestirilecek optimizasyon ¢alismalarinda

kiiltivasyon siiresinin 24 saat olarak gerceklestirilmesine karar verildi.

3.5 Farkh Besi Yerlerinin PHB Uretimine EtKkisi

Farkli besi yerlerinin PHB {iretimi iizerine etkilerini incelemek i¢in dort
farkli besi yerinde (Nutrient Broth, PHB {iretim ortami, Medium B, Mineral Salt
medium (amonyum sulfat icermeyen)) (Genser et al., 1998) PHB (retimi
incelenmistir. E. coli Rosetta pQEAL1124, E. coli DH5a pSPAL1124 ve E. coli
JIM105 pQEAL1124 wrklari hiicreler LB+amp (0,1 mg/ml) ortaminda gece boyu
inkiibe edilmistir. Uretilen as1 kiiltiirler 10 g/L glukoz, 0,1 mM IPTG ve 0,1
mg/ml amfisilin iceren Nutrient Broth, PHB iiretim ortami, Medium B, Mineral
Salt medium (amonyum siilfat icermeyen) ortamlarina %2 oraninda inokiile
edilmigtir. 24 saat inkiibasyon sonrasinda her bir hiicre i¢in dort farkli ortamda

PHB iiretimi ile kuru kiitle miktarlar1 belirlendi.

E. coli DH5a pSPAL1124 wrkinda gergeklestirilen denemelerde dort farkli
besiyeri icin elde edilen sonuclara gére; Nutrient Broth besiyerinde kuru kutle,
PHB ve verim miktarlar1 sirasiyla 1,3 g/L, 0,53 g/L ve %41,2 olarak
belirlenmistir (Sekil 3.11). PHB firetim ortaminda ki denemelerde kuru kiitle
miktar1 dort ortam igerisinde en yiiksek degere ulasmis ve 1,52 g/L olarak
belirlenmistir, bu besiyerinde PHB miktar1 0,51°de kaldig1 igin verim %33 olarak
hesaplanmistir. Medium B ve Mineral Salt medium (amonyum siilfat icermeyen)

ortamlarinda ise verim sirastyla %11 ve %5,9 olarak belirlenmistir.
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E. coli Rosetta pQEAL1124 wkinin kullanildigi besiyeri optimizasyonu
calismasinda bu organizma i¢in en verimli ortamin Nutrient Broth oldugu
goriilmektedir. Nutrient Broth ortaminda 24 saat sonunda organizma 3,65 g/L
kuru kiitle ve 1,52 g/ PHB tiretimi gerceklestirerek %41,6’lik verime ulagsmistir.
Ayrica ayn1 organizma diger ortamlarda maksimum 1,6 g/L kuru kiitle ve 0,4 g/L
PHB iiretebilmistir (Sekil 3.12).

M kuru kitle (g/L) ®PHB (g/L) &% PHB/kuru kitle
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Sekil 3.11. E. coli DH5a pSPAL1124 rkinda PHB firetimine besi yerinin etkisi.

M Kuru kitle (g/L) ®PHB (g/L) &% PHB/Kuru kitle
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Nutrient Broth PHB lretim Medium B Mineral Salt
ortami medium

Sekil 3.12. E. coli Rosetta pQEAL1124 irkinda PHB {iretimine besi yerinin etkisi.

Farkli besiyeri ortamlarinin PHB {iretimine olan etkisinin incelenmesi
amaciyla {iretim gercgeklestirilen son organizma olan E. coli JM105 pQEAL1124
icin her dort ortam igin de iiretim miktarlar1 ve verim oldukea diisiiktiir (Sekil 3.13). Bu
organizma ile maksimum kuru kiitle 1,2 g/L ile PHB iiretim ortaminda elde
edilirken bu ortamdaki PHB miktar1 0,015 g/L’de kalmistir.
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Her ii¢ organizma i¢in dort farkli ortam denemesi gergeklestirilmis ve elde
edilen veriler 15181nda PHB iiretiminin gerceklestirilebilmesi i¢in aday organizma
ve kiiltiir ortaminin E. coli Rosetta pQEAL1124 ve Nutrient Broth olduguna karar

verilmistir.

B Kuru kitle (g/L) ®PHB (g/L) &% PHB/Kuru kitle
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Sekil 3.13. E. coli IM105 pQEAL1124 irkinda PHB iiretimine besi yerinin etkisi.

3.6 Farkh karbon kaynaklarinin PHB iiretimine etkisi

PHB iiretimine karbon kaynaklarinin etkisini incelemek amaciyla dort farkli
karbon kaynagi test edildi. Bu amagla Nutrient Broth ortamina glukoz, sakkaroz,
fruktoz ve laktoz 10-15-20 g/L olacak sekilde besi yeri otoklavlandiktan sonra
filtre edilerek haricen eklendi. Elde edilen kiiltiir ortamlarina ayrica 0,1 mM IPTG
ve 0,1 mg/ml amfisilin eklenerek gece boyu kiiltire edilmis E. coli Rosetta
pQEAL1124 hiicrelerinden %2 asilama yapilarak kiltiirler 24 saat 37°C’de
165 rpm’de ¢alkalanarak tiretim gergeklestirildi. 24 saat sonunda ortamlardaki
kuru kiitle ve PHB miktarlar1 belirlendi.

Nutrienth Broth ortamina 10, 15 ve 20 g/L glukoz eklenerek yapilan
tiretimler sonucunda her {i¢ konsantrasyonda da kuru kiitle miktarlar1 birbirine
oldukg¢a yakin ¢ikmistir. 10 g/L glukoz igeren besi yerinde kuru kiitle, PHB ve
verim miktarlar sirasiyla 3, 42 g/L, 2,15 g/L ve yaklagik % 63’tur. 15 ve 20 g/L
glukoz iceren ortamlarda ise bu veriler 3,6 g/L, 2,4 g/L ve %67 dir (Sekil 3.14).

Karbon kaynagi olarak fruktozun kullanildig1 ortamlarda ise elde edilen
sonuclar su sekildedir; 10 g/L fruktoz ortaminda 2,98 g/L kuru kiitle, 1,98 g/L
PHB ve %066 iiretim verimi elde edilmistir. 15 g/L fruktoz ortaminda kuru kiitle
2,52 g/L, PHB 1,66 g/L’dir. Son olarak 20 g/L fruktoz iceren ortamda ise bu
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veriler sirasiyla 3,12 g/L, 2,06 g/L ve %66’dir (Sekil3.15). Yiizde olarak verimler
glukoz ile benzer olmasina ragmen kuru kiitle ve PHB miktarlar1 glukoz igeren

ortamlarda daha fazladir.

M Kuru kitle (g/L) ®PHB (g/L) &% PHB
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Sekil 3.14 PHB dretimine glukozun etkisi.
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Sekil 3.15 PHB (retimine fruktozun etkisi.

Sakkaroz etkisinin incelendigi ortamlarda Kuru kiitle, PHB miktarlari ile
verim oldukca diisiik seviyelerde kalmistir (Sekil 3.16). Sakkarozun her ii¢
konsantrasyonunda da kuru kiitle yaklasik 0,4 g/L civarinda iken PHB miktar ise
0,04’te kalmustur.

PHB iiretimi {izerine etkisi incelenen son karbon kaynagi laktozdur. 15 g/L
laktoz iceren ortamda PHB verimi agisindan en iyi sonuclar elde edilmistir. Bu
ortamda 2,72 g/L kuru kdtle, 1,85 g/L PHB ve %68 verim elde edilmistir. Diger
iki konsantrasyonda 15 g/L’ye gore daha diisiik veriler elde edilmistir (Sekil
3.17).
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B Kuru kitle (g/L) ®PHB (g/L) % PHB
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Sekil 3.16 PHB Uretimine sakkarozun etkisi.
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Sekil 3.17. PHB (retimine laktozun etkisi.

Gergeklestirilen karbon kaynaklarinin PHB {iretimine etkisinin incelendigi
caligmalar sonucunda glukoz, fruktoz ve laktozda tiretilen PHB nin kuru kiitleye
olan oranlari birbirine yakin olmasina ragmen (yaklasik %65), miktarsal olarak en
fazla kuru kitle ve PHB Uretimi glukoz iceren ortamlarda gerceklesmistir(Sekil
3.18 ve Sekil 3.19). 15 g/L glukoz iceren ortamin iiretim miktarlar1 10 g/L’den
daha fazla olmasina ragmen aradaki fark %50 daha fazla karbon kaynagi
kullanmaya gerektirecek kadar anlamh degildir (Sekil 3.14). Ayni zamanda
glukozun digerlerinden daha ucuz olmasindan dolayr denemelerin devaminda

iiretim i¢in karbon kaynagi olarak 10 g/LL glukoz kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 3.18. Farkli Karbon kaynaklarin kuru kiitle ve PHB {iretimine etkisi

m10g/L  15g/L m20g/L

PHB/ Kuru Kiitle (%)

Sakkaroz

Sekil 3.19. Farkli Karbon kaynaklarin PHB verimine etkisi

3.7 Farkh Nutrient Broth Konsantrasyonlarinin PHB Uretimine
Etkisi

Standart bir Nutrient Broth ortami (Oxoid) 13 gram toz besiyeri 1 litre
distile suda c¢oziilerek hazirlanmaktadir. Besiyerinin igerisindeki karbon/azot
oraninin (C/N) PHB iiretim verimini etkiledigi bilindigi i¢in, karbon kaynagi olan
glukoz sabit tutularak (10 g/L) nutrient broth miktarinin degistirilmesi vasitasiyla
C/N oran1 degistirilmeye ¢alisilmistir. Bu amacla 5 g/L, 7,5 g/L, 10 g/L, 13 g/L ve
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15 g/L olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda nutrient broth besiyeri ortamlari
hazirlanmistir. Kiiltiir ortamlarina ayrica 0,1 mM IPTG ve 0,1 mg/ml amfisilin
eklenerek gece boyu kiiltiire edilmis E. coli Rosetta pQEAL1124 hiicrelerinden
%?2 asilama yapilarak kiiltiirler 24 saat 37°C’de 165 rpm’de c¢alkalanarak iiretim
gergeklestirildi. 24 saat sonunda ortamlardaki kuru kiitle ve PHB miktarlari
belirlendi.

B Kuru kitle (g/L) ®PHB (g/L) % PHB
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Sekil 3.20 PHB (retimine Nutrient Broth konsantrasyonunun etkisi (10 g/L glukoz)

Sekil 3.20°de goriildiigii gibi kuru kiitle miktar1 konsantrasyona bagli olarak
artmaktadir. Ancak PHB miktar1 5 g/L, 7,5 g/L ve 10 g/L konsantrasyonlarda
artmis sonrasinda ise birbirine yakin seyretmigstir. Bu nedenle de verim oOnce
artmis sonrasinda azalmistir. 10 g/L konsantrasyon ile elde edilen sonuglar diger
konsantrasyonlara gore daha tatmin edici oldugundan bu konsantrasyonun

kullanilmasina karar verilmistir.
3.8  Sicakhigin PHB iiretimine etkisi

E. coli’nin optimum biyiime sicakligit 37°C’dir. Ancak biyoteknolojik
siireclerde gerceklestirilen iiretimlerin oda sicakliginda gerceklestirilebilmesi
uretim maliyetlerini azaltmaya yonelik 6nemli parametrelerden biridir. Bu nedenle
rekombinant E. coli’de PHB uretimi icin 24°C ve 37°C olmak iizere iki farkl
sicaklik denenmis ve bu sicaklik degisiminin PHB verimliligine olan etkisi
incelenmistir. 10 g/L konsantrasyondaki Nutrient Broth ortamina ayrica 0,1 mM
IPTG ve 0,1 mg/ml amfisilin eklenerek gece boyu kiiltiire edilmis E. coli Rosetta
pQEAL1124 hiicrelerinden %2 asilama yapilarak kiiltiirler 24 saat 24°C ve
37°C’de 165 rpm’de calkalanarak iiretim gergeklestirildi. 24 saat sonunda
ortamlardaki kuru kiitle ve PHB miktarlar1 belirlendi.
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Sekil 3.21. Sicakligin PHB iiretimine etkisi

Gergeklestirilen  sicaklik  optimizasyonu neticesinde daha  Onceki
denemelerde kullanilan 37°C’de elde edilen sonuglar 24°C ile elde edilen
sonuclara gore daha tatmin edicidir. 24°C’de kuru kiitle, PHB ve verim miktarlar
sirastyla 0,7 g/L, 0,07 g/L ve %10’dur. Ayn1 miktarlar 37°C i¢in ise sirasiyla
2,5 g/L, 1,7 g/L ve %68’dir (Sekil 3.21). Bulgular 37°C sicakligin PHB {iretimi

icin daha uygun oldugunu gostermistir.

3.9 Karistirma Hizinin PHB Uretimine Etkisi

Kiiltiir ortaminda mikroorganizmalarin gerek duydugu oksijenlenme
karistirma ile saglanmaktadir. E. coli hicrelerinin gucli bir calkalama ile
jenerasyon siiresinin 20 dakika oldugu bilinmektedir. Bu baglamda pQEAL1124
plazmitine sahip rekombinant E. coli hiicrelerinde PHB iiretimine karistirma
hizinin etkisini belirlemek amaciyla 4 farkli karistirma hizi denenmistir. 10 g/L
Nutrient Broth iceren ortama 0,1 mM IPTG ve 0,1 mg/ml amfisilin ilave edilmis
ve gece boyu kiiltiire edilmis E. coli Rosetta pQEAL1124 hicrelerinden %2
asilama yapilarak kiiltiirler 24 saat boyunca 125 rpm, 150 rpm, 165 rpm ve 200

rpm’de kiiltiire edilmislerdir.
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Sekil 3.22. Karistirma hizinin PHB iiretimine etkisi

Sekil 3.22°de E. coli’lde PHB iiretimine karistirma hizinin etkisi
gosterilmektedir. 125 rpm karistirma hizinda 2,2 g/L kuru kiitle, 1,1 g/L PHB elde
edilmistir ve verim %50 dolayindadir. 150 rpm’de ise bu degerler artarak kuru
kiitle 2,5 g/L’ye, PHB miktar1 1,38 g/L’ye ve verim de %55°e ¢ikmistir. 200 rpm
karistirma hizi ile kuru kiitle 2,16 g/L, PHB 1,35 g/L ve verim %62,5 olarak
bulunmustur. Karistirma hizi denemelerinde hem PHB miktar1 hem de
%cinsinden verim en yliksek olarak 165 rpm’de bulunmustur. Bu karigtirma
hizinda kuru kiitle miktar1 2,23 g/L, PHB miktar1 1,46 g/L ve verim ise %65,4 ile

en yiiksek seviyeye ulasmaistir.

Elde edilen bulgulara gore daha 6nceden uygulanan karistirma hizi olan 165
rpm degerinin ayni kalmasina karar verilmistir.

3.10 A Kiiltiir Miktarimmn PHB Uretimine Etkisi

Kiiltiir isleminde asilanan hiicre miktarinin PHB iiretimine etkisini tayin
etmek i¢in %1, 2, 4, 6, 8 ve 10 olacak sekilde as1 miktar1 denenmistir. Bu amagla
10 g/L Nutrient Broth iceren ortama 0,1 mM IPTG ve 0,1 mg/ml amfisilin ilave
edilmis ve gece boyu kiiltiire edilmis E. coli Rosetta pQEAL1124 hiicrelerinden
farkli oranlarda asilama yapilarak kiiltiirler 24 saat boyunca 165 rpm’de kiiltiire
edilmislerdir. Kiiltiir siiresi sonunda ornek alinarak kuru kiitle ve PHB miktarlari
belirlenmistir.
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Sekil 3.23. As1t miktarinin PHB iiretimine etkisi

Rekombinant E. coli’de optimum as1 miktarinin tespiti i¢in yapilan ¢alisma
sonuclar1 sekil 3.23’de gosterilmistir. %8 asilamaya kadar PHB verimi as1 miktari
ile dogru oranda artmistir ancak %10 asilamadaki verim %8’e g0re daha diigiiktiir.
Elde edilen bulgulara gére PHB veriminin yani1 sira en yiiksek kuru kiitle ve PHB
miktart da %8 asilama ile elde edilmistir. Bu sonuglar 1s13inda %8 asilamanin

PHB iiretiminde kullanilmasina karar verilmistir.
3.11 PHB iiretim profilinin olusturulmasi

Uretim profilinin olusturulmas: amaciyla her iki saatte bir kiiltiir ortamindan
ornek alinarak kuru kiitle ve PHB miktar1 ile karbon kaynaginin degisimi

incelenmistir.

Sekil 3.24’de gergeklestirilen iiretim islemi sonrasinda kuru kutle ve
PHB’nin zamana bagh artis1 ile karbon kaynagi olarak kullanilan glukozun

zamana bagli azalmasi gosterilmistir.

%8 asilama islemi sonrasinda hiicre ¢ok uzun olmayan bir logaritmik evre
sonrasinda (yaklasik 6 saat) duragan faza girmistir. Kuru kiitle ile PHB miktar1 ise
hiicre yogunlugu ile dogru orantili bir sekilde artmaktadir. Karbon kaynaginin
miktar1 incelendiginde ise diger parametreler ile orantili olarak bir azalis

g6zlemlenmektedir.

Gergeklestirilen bu islem neticesinde toplamda 2,8 g/L kuru kiitle, 1,76 g/L
PHB elde edilmistir. Glukoz ise kiiltiir isleminin sonlarina dogru sabitlenerek
yaklagik 2 g/L civarinda kalmistir.
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Sekil 3.24. Rekombinant E. coli’de PHB uretim profili.

3.12 Alcaligenes latus, E. coli ve rekombinant E. coli’de PHB
dretiminin karsilastirilmasi

Dogal firetici olan A. latus DSM1124, rekombinant iiretici ik E. coli
Rosetta pQEAL1124 ve dogal iiretici olmayan E. coli Rosetta irklarinda PHB
iretim farkliliklarin1 gozlemlemek igin iiretim islemi gercgeklestirilmistir. Bu
amagla NB ortaminda biyutilen A. latus DSM1124 rki 10 g/L sakkaroz igeren
NB ortamina asilanmis ve 48 saat 30°C’de 165 rpm calkalama ile inkiibe
edilmistir. Rekombinant E. coli Rosetta irkinda iiretim islemi i¢in gece boyu
kiltarlerden 10 g/L glukoz, 10 g/L Nutrient Broth, 0,1 mM IPTG ve 0,1 mg/ml
amfisilin iceren ve sadece Nutrient Broth ile antibiyotik iceren ortamlarda 24 saat
boyunca belirlenmis optimum kosullarda iiretim islemi gergeklestirilmistir. Ayrica
dogal tiretici olmayan E. coli Rosetta irki ise 10 g/L glukoz, 10 g/L Nutrient Broth
iceren besi ortaminda inkiibe edilmistir. A. latus kiltlrinden 24 ve 48. saatlerde
ornek alimmus, E. coli hiicrelerinden ise 24 saat sonunda alinan Ornekler ile kuru

kiitle, PHB ve verim analizi gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.25. Farkli mikroorganizmalar ile PHB iiretimi.

Rekombinant {iretici, dogal iiretici olan ve olmayan {¢ farkli
mikroorganizma ile yapilan {retim ¢aligmasimin sonuglart sekil 3.25°te
gosterilmistir. Sakkaroz iceren ortamda kultive edilen A. latus DSM1124 k1 48
saat sonunda 0,1 g/L PHB iiretimi gerceklestirmis ve PHB verimi %11’de
kalmistir. Rekombinant E. coli ise karbon kaynagi ve indiiktor igermeyen ortamda
0,04 g/L PHB igermektedir. Ayn1 zamanda dogal iiretici olmayan E. coli
Rosetta 1rki 10 g/L glukoz igeren sartlarda karbon kaynagi igcermeyen
rekombinant liretici ile ayn1 miktarda yani 0,04 g/L PHB igermektedir. Bu durum
rekombinant E. coli hiicresinin dogal fireticiden ¢ok daha yiiksek miktarda ve

verimde PHB iirettigini gostermektedir.

3.13 Rekombinant E.coli’den PHB izolasyonu

Bolim 2.2.21°de belirtilen sekilde 24 saat optimum kosullarda kiiltiire
edilmis rekombinant E. coli hiicrelerinden PHB izolasyon islemi
gerceklestirilmistir. izolasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre peleti
kurutulmus ve beyaz toz halinde PHB biyopolimeri saflagtirilmistir (Sekil 3.26).
Saflastirma isleminde 1,55 g/ PHB {iretimi gergeklestirmis olan kultdr
kullanilmigtir.  Saflagtirma  islemi neticesinde yaklastk 1,5 g/ PHB
saflagtirilabilmistir bu da saflagtirma isleminin % 96 verimde gergeklestigini

gostermektedir. Ayrica saflastirilan biyopolimerin safligini belirlemek amaciyla
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1,1 mg polimer 5 ml derisik siilfiirik asit ile kaynar su banyosunda muamele
edilmis ve 235 nm‘de absorbans alinarak PHB miktar1 spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Gergeklestirilen bu islem sonrasinda 1,1 mg polimerde 1,06 mg
PHB oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonug saflastirilan polimerin yaklagik
%96 saflikta oldugunu gostermistir.

Sekil 3.26. Saflastirilan PHB biyopolimeri
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4 TARTISMA

Dayanikli, ucuz ve kolaylikla istenen Ozelliklere sahip olabilmeleri
nedeniyle glnimuzde petrol tirevli plastikler metal ve aga¢ gibi diger
malzemelere iistlinlilk saglayarak hayatimizin her alanma girmis ve modern
yasamin bir parcasit haline gelmistir (Chee et al., 2010; Lee, 1997; Alvarez-
Chavez, 2012 ). Genellikle tek kullanimlik olarak {iretilen plastikler gilinliik
kullanima sunulan {irlinlerde yaygm bir sekilde kullanilmakta ve sonrasinda
bilingsiz bir sekilde dogaya birakilmaktadir. Her yil milyonlarca ton plastik
iiretilmekte (2010 yilinda 265 milyon ton) ve bunlarin ¢ok biiyiik kismi atik olarak
dogaya salimmakta ve bu plastikler biyolojik bozunmaya ugramadiklar1 igin
dogada birikerek dogal yasami ciddi olgiide tehdit etmektedir (Plastics europe,
2010; Chanprateep, 2010). Diinya niifusunun giderek artmasi nedeniyle plastige
duyulan ihtiyag her gecen gun artmakta ve tlketilen plastik miktar1 da buna bagh
olarak her yil yaklasik %9 oraninda artmaktadir (Chanpreteep, 2010). Diinyada
toplam petrol tiikketiminin yaklagik %7°lik kism1 petrol tiirevli plastiklerin iiretimi
icin kullanilmaktadir (Austin, 2010). Petrol kaynaklarinin azalmasina paralel artan
petrol fiyatlarina bagl olarak sentetik plastiklerin fiyatinin %50-80 arasinda

artabilecegi on goriilmektedir (Chanpreteep, 2010).

Petrol bazli plastiklerin yol a¢tifi doga sorunlarmi bertaraf etmek igin
yaygin olarak bu plastikler yakilmakta ya da geri doniistiiriilmektedir ancak ortaya
konan bu ¢oziim Onerileri de sorunu tamamen ortadan kaldiramamaktadir. Son
yillarda plastiklere kars1 ortaya atilan bir diger ¢6ziim ise bunlarin yerine biyolojik
kaynakli plastiklerin kullanimidir. Bu plastiklere 6rnek olarak nigasta, seliiloz,
PHA, PLA  verilebilir. Geleneksel plastiklere alternatif olarak Uretilen
biyoplastiklerin kullanimi her gecen yil artmaktadir. Diinya genelinde 2009
yilinda toplam 218000 ton biyoplastik Ttretilirken bu rakam 2010 yilinda
%100’den fazla artarak 724500 tona ulagmis ve yapilan tahminlere gore 2015
yilinda 1700000 ton biyoplastik iiretimi beklenmektedir (Endres and Siebert-
Raths, 2011). PHA’lar 2010 yilinda iiretilen 724500 ton plastigin 88100 ton ile
%12’sini olusturmaktadir (European Bioplastics, 2012) (Sekil 4.1).
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Bio PE 200000 28%
Biyobozunur Nigasta Kangimi 117800 16%
PLA (Polilaktik Asit) 112500  15%
PHA (Polihidroksialkanoat) 88100 12%
Biyobozunur poliesterler 56500 8%
Bio-PET 50000 7%
inmetne fons Rejenere Seliloz 36000 5%
® Bio-PA 35000 5%
Seliiloz tirevleri 8000 1%
PLA karisimi 8000 1%
Dayanikl Nisasta Kanigimi 5100 1%
Digerleri 7500 1%
Toplam 724500  100%

Sekil 4.1. Diinyada 2010 yilinda gergeklesen biyoplastik tiretimi (European Bioplastics, 2012)

Petrol bazli plastiklere en biiyilik adaylardan biri olan PHA’lar 300’den fazla
mikroorganizma tarafindan dogal olarak Uretilebilen bir biyoplastiktir (Choi et al.,
1998). PHAlarin geleneksel plastikler ile yarisinda ki en biiyilik handikap1 yiiksek
tiretim maliyetleridir. Petrol bazli plastikler 0,5-0,7 €/kg dolaylarinda iken en ucuz
PHA biyopolimeri 3,5 €/kg’den baslamakta ve 15 €/kg’ye kadar ¢ikmaktadir
(Plastics europe, 2010; Endres and Siebert-Raths, 2011 ).

PHA’larin pazardaki payimin arttirilmasi i¢in  yiiksek olan {iretim
maliyetlerinin diisiiriilmesi gerekmektedir. Bu amagla ticari olarak PHA {iiretimi
gerceklestirmek i¢in mikroorganizmalardan bitkilere ve bdceklere kadar birgok
organizma kullanilmistir (Keshavarz and Roy, 2010; Khanna and Srivastova,
2007; Haleem et al., 2007; Williams, 1996; Bohmert et al., 2000). Gergeklestirilen
caligmalarda mikroorganizmalarin diger organizmalara gore daha avantajli oldugu

gorilmistir.

Mikrobiyal PHA {iretiminde baslarda dogal iiretici organizmalar
kullanilmakla birlikte bu organizmalarin irettikleri PHA biyopolimerlerin
parcalamalar1 ve kolay sekilde kiiltiire edilememeleri gibi olumsuz ydnleri
arastirmacilar1 rekombinant organizmalarin gelistirilmesine itmistir. Bu kapsamda
yaygin olarak dogal iireticilere ait PHA biyosentez genlerinin E. coli bakterisine
aktarilarak yiliksek miktarda PHA iiretimi gergeklestirilmistir (Choi et al., 1998).

Bu ¢alismada gen kaynagi olarak kullanilan A. latus dogal bir PHB dreticisi
olup Ralstonia eutropha ile birlikte endiistriyel iiretimde kullanilan bir
organizmadir. A. latus rapor edilen dogal iireticiler igerisinde en yiiksek verimde
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ve hizli sekilde PHB iiretimi gergeklestiren mikroorganizmadir ve bunun
nedeninin de sahip oldugu PHB biyosentez genlerinin katalitik aktivitesi oldugu
diistintilmektedir (Choi et al., 1998; Genser et al., 1998).

Alcaligenes latus DSM1123 ve DSM1124 irklarina ait PHB biyosentez
yolaklar1 daha énceden DSM1123 1rk1 Choi ve arkadaglari, DSM1124 1rk1 Genser
ve arkadaslar tarafindan shotgun klonlama yontemi ile klonlanmis ve karakterize
edilmistir. Bu yontemde 6nce organizmadan genomik DNA izolasyonu yapilmis
ve gesitli restriksyon enzimleri ile genom kesilmis ve ardindan Ralstonia eutropha
PHB biyosentezine yakin biylklikteki DNA fragmentleri (4-6 kb.) plazmit
DNA’lara aktarildiktan sonra E. coli hiicrelerine transfer edilmistir. Elde edilen
klonlardan opak renkli olanlar karakterizasyon islemine alinmiglardir. Sonuglara
gore Choi ve arkadaglart 6.3 kb’lik Genser ve arkadaslar1 ise 5.5 kb’lik
fragmentlere sahip plazmitleri tagiyan E. coli hiicrelerinin PHB {irettigini
belirlemiglerdir (Choi et al., 1998; Genser et al., 1998). Her iki irka ait PHB
biyosentez operonlar1 incelendiginde aralarinda bazi farkliliklarin bulundugu
goriilmistlir. Gergeklestirilen dikey hizalama islemi neticesinde iki 1rkin
operonlarinin %91 oraninda benzedigi gorilmiistiir. Ayrica A. latus DSM 1124
irkina ait phbC geni DSM 1123 wrkinin phbC geninden yaklasik 87 bg. daha
uzundur ve kodladig1 proteinde 27 aminoasit daha fazla icermektedir. Bunlarin
disinda A. latus DSM 1124 irkinin PHB polimeraz enzimini kodlayan gen standart
ATG basglangic kodonu yerine alternatif olan GTG kodonu ile baglamaktadir.

Gergeklestirilen bu tez caligmasinda biliyiik DNA fragmenti tasiyan
plazmitlerin hiicre yogunlugunun azaldig1 ve duragan fazda daha ¢abuk bir sekilde
oldiikleri bilgisinden yola ¢ikarak (Cheah et al., 1987) A. latus DSM 1124
irkindan izole edilen genomik DNA kalip olarak kullanilmis ve sadece PHB
polimeraz geninin baglangi¢ kodonu ile NADP bagimli rediiktaz geninin bitis
kodonunu i¢ine alan yaklasik 3800 b¢. uzunlugundaki DNA bdlgesi PZR teknigi
ile tiretilmis ve plazmit DNA molekiillerine aktarilmistir. Gergeklestirilen PZR
islemleri esnasinda A. latus DSM 1124 irkina ait PHB biyosentez geninin yliksek
GC igerigine sahip olmas1 (%66,4) ve fragment uzunlugunun fazlalig1 nedeniyle
amplifikasyon problemleri ile Kkarsilasilmis ve bu problemlerin ortadan

kaldirilmast icin litertiirde belirtildigi lizere DMSO, betain, ve bunlarin


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cheah%20UE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3324124
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kombinasyonlarin1 igeren c¢esitli PZR katki maddeleri kullanilmis ve 3,8 kb.
uzunlugundaki PHB operonunun igceren DNA fragmenti basarili bir sekilde
amplifiye edilmistir (Jensen et al., 2010; Roux, 1995; Sarkar et al., 1990; Henke
etal., 1997).

PZR amplifikasyonuyla elde edilen operon ardindan PHB iiretim
farkliliklarinin incelenmesi amaciyla 3 farkli plazmite ve 10 farkli E. coli irkina
aktarilmiglardir. Elde edilen rekombinant plazmitlerden en yiiksek verim vermesi
beklenen bir protein ifade plazmiti olan PQE 40 plazmiti ve konakgisi olan E. coli
Rosetta ile E. coli BL21 DE3 plyss irklaridir. Elde edilen bulgular bu hipotezi
dogrular niteliktedir. Elde edilen 26 farkli iiretici irktan ilk denemelere gore
pQEAL1124 vektoriinii tasiyan E. coli Rosetta, E. coli JM105 ve pSPAL1124
vektoriinii tasiyan E. coli DHSa irklar1 6n plana ¢ikmis ve sonraki galigmalar
neticesinde en verimli irkin %60’ {izerinde PHB {iretimi ile E. coli Rosetta

pQEAL1124 oldugu goriilmiistiir.

PHB iiretim c¢alismalarinin arttirilmast amaciyla yapilan caligmalar
neticesinde ayni organizma ile maksimum hiicre kuru agirliginin maksimum
%69’una kadar PHB {iretimi gerceklestirilebilmistir. Elde edilen bulgular ayn
organizma ile yapilan calismalar ile karsilastirildiginda Genser ve arkadaslari
gergeklestirdikleri klonlama c¢alismasi neticesinde 5,5 kb biiyiikliikteki PHB
operonunu i¢eren pSP72 plazmitini tasiyan E. coli BL21 wrkinda %50 civarinda
bir iiretim gerceklestirmistir (Genser et al., 1998). Klonlanan DNA pargasinin
boyutunun azaltilmas: ve kullanilan konake¢r irkin degistirilmesi ile daha onceki
calismadan daha yiiksek ytizde ile PHB tiretimi gerceklestiren bir rekombinant E.

coli irk1 elde edilmistir.

Ayrica ¢aligma kapsaminda elde edilen rekombinant E. coli irk1 asir1 karbon
kaynag1 icermeyen besiyerinde ve bunun yani1 sira PHB operonu igermeyen E. coli
asir1 glukoz igeren ortamda ve A. latus DSM 1124 ise sakkaroz igeren ortamda
tiretilmis ve PHB iiretim verimleri agisindan karsilastirilmislardir. PHB analiz
islemleri sonunda rekombinant E.coli hilicresinin dogal iireticilerden ¢ok daha
yuksek verimde PHB iirettigi kanitlanmistir. Ayrica rekombinant E. coli’nin de
PHB iiretimini gerceklestirebilmesi icin yliksek miktarda karbon kaynagina
ihtiya¢ duydugu da goriilmiistiir (Sekil 3.22).
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PHB eksponansiyel faz da asir1 dlgiide iiretilmemektedir. PHB hiicrelerin
bliylimesi  yavaslamaya baglayinca {iiretilmeye baslamaktadir.  Bunun
sebeplerinden biri Asetil-CoA nin bulunup bulunmama durumudur. Hiicreler
eksponansiyel olarak buyidiklerinde, glikoliz ile elde edilen Asetil-CoA enerji
saglamak ve hiicresel bilesenleri sentezlemek i¢in kullanilir. Ancak kiiltiir
stasyoner faza girdiginde bol miktarda bulunan Asetil-CoA PHB igin
kullanilabilecek durumdadir, c¢ilinkii hiicreler daha fazla enerji ve prekiirsor
molekdle ihtiyag duymazlar. Ayrica E. coli’de yuksek miktarda PHB Uretiminin

gerceklestirilebilmesi i¢in yliksek miktarda gen tiriiniine ihtiyag vardir (Lee et al.,
1994).

Rekombinant E. coli kullanimma yonelik gerceklestirilen literatiir
caligmalar1 incelendiginde (Cizelge 4.1), A. latus DSM 1123 wkinin PHB
biyosentez genlerini tasiyan E. coli ile yapilan galismalar neticesinde %70’in
tizerinde tiretim gergeklestirilebilmistir (Choi et al., 1998). Alcaligenes eutrophus
PHB biyosentez genleri aktarilmis E. coli’de hiicre kuru agirliginin %30’una
kadar PHB iiretimi saglanmistir (Kusaka et al., 1997). Baska bir ¢alismada
Aeromonas caviae ve Ralstonia eutropha’dan alinan genler ile ancak %6,5’e
kadar iiretim basarilabilmistir (Sato et al., 2007). Benzer bir calismada Liu ve
Steinbtichel Clostridium acetobutylicum’dan Buk ve Ptb genleri ile Thiocapsa
pfennigii’ den phakE ve phaC genlerini E. coli’ye aktarmis ve kuru hiicre
agirhginin %68,7’si kadar 3HB ve 4HB kopolimeri {iiretmislerdir (Liu and
Steinbiichel, 2000). Streptomyces aureofaciens NRRL 2209 irkina ait genleri
tastyan  E. coli ise kuru agirhiginin  maksimum %60’mnma kadar PHB

homopolimerini sentezlemistir (Mahishi et al., 2003).

PHA iretimindeki yiiksek maliyetleri diistirmeye yonelik olarak yiiksek
verimde PHA dUreten mikroorganizmalarin gelistirilmesinin yani sira daha ucuz
karbon kaynaklarinin kullanimi da gerceklestirilmistir. Bu baglamda tarim
artiklari, endistri artiklari, bitkisel yaglar gibi ucuz karbon kaynaklart kullanilmis
ve toplam iiretim maliyetlerinin azaltilmas1 yoniinde 6nemli adimlar atilmigtir
(Santiamono et al., 2009; Kahar et al., 2004; Arun et al., 2006; Santhanam and
Sasidharan, 2010).
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Cizelge 4.1 Farkli rekombinant E. coli irklarinda PHA tretimi

PHA Ureticisi PHA biyosentez genleri PHA icerigi Referans
irk (%)
E. coli XL1- Alcaligenes latus %73 Choi et al., 1998
Blue
E. coli HMS Ralstonia eutropha %380 Liu et al., 1998
174
E. coli Alcaligenes latus %87 Ahnetal., 2001
GSCS4401
E. coli XL1- Ralstonia eutropha, Clostridium %36 Song et al., 1999
Blue kluyveri
E. coli RS3097 | Pseudomonas aeruginosa %38 Qietal., 1998
E. coli Cupriavidus taiwanensis %66-70 Chien et al., 2010
E. coli Streptomyces sp., acetoacetyl- % 10.5 Matsumoto et al.,
coenzyme A sentaz ve phaCBRe 2011
E. coli IM109 Comamonas sp. EB172 DSM % 44 Yee etal., 2012
23953,phaCAB

E. coli Chromobacterium sp. USM2 (PhaCc) %76 Bhubalan et al., 2011
E. coli JIM 109 phaC1l %54 Tao et al., 2008
E. coli CT1061- | ArcA2 mutanti %51 Nikel et al., 2008
PHB

Kullanilan karbon kaynagindan sonra toplam PHA iiretim maliyetlerine
etkileyen en 6nemli parametre saflastirma siirecidir. Saflagtirma siirecinde yaygin
olarak PHA disindaki hiicresel materyalin hipoklorit igerisinde ve PHA’nin da
kloroform igerisinde ¢oziindiiriilmesi esasina dayanmaktadir (Hahn et al., 1995;
Jacquel et al., 2008). Kullanilan bu yontem ile yliksek miktarda ¢dzgen ve
kimyasal kullanilmakta bu durum hem cevreye zarar vermekte hem de maliyeti
yiikseltmektedir. Bu nedenle mevcut calismada saflastirma maliyetlerini ve
sliresini azaltan bir yontem kullanilmigtir (Strazzullo et al., 2008). Ydntemin
temeli hiicrelerin 6ncelikle ozmotik olarak su ile par¢alanmasi ve ardindan da hem
sonikasyon hem de otoklav ile par¢alanmasina ve PHB disinda kalan hiicresel
materyalin suda ¢oziinmesine dayanmaktadir. Yontemde kimyasal olarak sadece
SDS deterjan1 kullanilmistir. Kullanilan ekstraksiyon yontemi ile oldukca saf ve
yuksek verimde PHB elde edilebilmistir.

Bu tez projesi kapsaminda elde edilen bulgular literatiir verileri ile
karsilastirildiginda genel olarak literatiirde var olan PHB verimine yakin bir verim
elde edildigi agiktir.



http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501312000043#bib0075
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5 SONUC

Yapilan arastirma biitiinsel olarak degerlendirildiginde elde edilen sonuglari

asagidaki sekilde siralamak miimkiindiir;

1. Alcaligenes latus DSM 1124 wrkina ait 3800 bg. uzunlugunda olan ve
yiiksek GC igerigine sahip PHB biyosentez operonu PZR kosullarinda
cogaltilmistir.

2. Elde edilen PZR iiriinii farkli 6zelliklere sahip 3 farkli plazmit DNA’ya
aktarilarak rekombinant plazmitler elde edilmistir.

3. Rekombinant plazmitler (pSPAL1124, pUCAL1124 ve pQEAL1124)
10 farkli E. coli wrkina aktarilmis ve bunlar arasindaki PHB iiretim
farkliliklar1 belirlenmistir.

4. E. coli Rosetta pQEAL1124 ki ile gergeklestirilen optimizasyon
caligmalari neticesinde PHB miktarinin hiicre kuru agirligina olan orani

%20’den %60°1n tizerine ¢ikarilmastir.

5. Rekombinant E. coli’de iiretilen PHB biyopolimeri basit ve kullanislt

bir yontem ile saflastirilmistir.
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