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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

HALOFILIK ARKELERDE POLI-B-HIDROKSIBUTIRAT URETIMININ
BELIRLENMESI VE OPTIMIZASYONU

Eylem TURE

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Aslthan KURT KIZILDOGAN

Poli-B-hidroksibiitiratlar (PHB), stres kosullar1 altinda bir karbon ve enerji kaynagi
olarak arke ve bakteri hiicrelerinde biriktirilen biyoplastiklerdir. Petrol tiirevli
plastikler dogada ciddi ¢evre sorunlarina neden olurken PHB’ler, biyolojik olarak
¢oziinebilir plastiklerin {iretimi i¢in ¢ok onemli bir alternatif sunmaktadirlar. Ancak,
tiretim maliyeti diger plastiklerden daha yiiksek oldugundan, etkin bakteri suglarinin
gelistirilmesi, fermantasyon ve geri kazanim siire¢lerinin optimizasyonu ¢alismalar1
olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada, tuzcul habitatlardan daha onceden izole edilmis on
adet haloarke susunun en iyi lireme gosterdigi sicaklik 37 °C olarak belirlenmis ve
MSM besiyerinde %PHB verimleri karsilastirilmistir. En 1y1 %PHB veriminin elde
edildigi Haloarcula sp. TG1 susunda denenen bes farkli besiyeri kombinasyonu
arasinda, SW25 on kiiltir ve MSM fermantasyon besiyeri tercih edilmistir. Farkli
sicaklik ve pH degerleri ile farkli NaCl konsantrasyonlarinda susa ait MSM
kiiltiirlerinde PHB birikimi tespit edilmistir. Buna gére, Haloarcula sp. TG1 susunda
en yiiksek %PHB verimi i¢in optimum kosullar 37 °C sicaklik, pH: 7.35 ve 5 M
NaCl olarak belirlenmistir. Optimum inkiibasyon siiresi ise 72 saat olarak
bulunmustur. Bu kosullarda, Haloarcula sp. TG1 susunda PHB birikimi, hiicre kuru
agirliginin %34,64 tine ulagsmustir. Karbon kaynagi olarak kullanilan glukozun yerine
nisasta ve gliserol kullanildiginda %PHB veriminde diisiis ger¢eklesmistir.
Calismanin devaminda, MSM fermantasyonunda ucuz karbon kaynagi olarak
tarimsal atiklar (seker pancari kiispesi, misir kogani ve findik zurufu) kullanilmstir.
Seker pancarinin %27,99 oranla en iyi %PHB verimini sagladigi tespit edilmistir.
Sonu¢ olarak, Haloarcula sp. TGl’de optimum kosullarda ve ucuz maliyetli
fermantasyon besiyerinde biyoteknolojik ag¢idan umut verici oranda PHB birikimi
saglanmaktadir.

Ocak 2019, 83 sayfa

Anahtar Kelimeler: Haloarcula sp.TG1, Polihidroksibiitirat (PHB), Optimizasyon,
Tarimsal atik



ABSTRACT

Master’s Thesis

DETERMINATION AND OPTIMIZATION OF POLY-B-HYDROXYBUTYRATE
PRODUCTION IN HALOPHYLIC ARCAEA

Eylem TURE

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Sciences
Department of Agricultural Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aslthan KURT KIZILDOGAN

Poly-B-hydroxybutyrates (PHB) are bioplastics which accumulate in the cells of
archaea and bacteria as a source of carbon and energy sources under stress
conditions. While petroleum-derived plastics cause serious environmental problems
in nature, PHBs offer an important alternative for the production of biodegradable
plastics. However, since the cost of production is higher than that of other plastics,
the development of effective bacterial strains, optimization of fermentation and
recovery processes are very important. In this study, the best temperature for growth
of ten haloarchaeal strains isolated from saline environments previously was
determined as 37 °C and their %PHB yields were compared in MSM medium.
Among the five different combinations of media tested, SW25 preculture and MSM
fermentation broth were preferred for PHB production in Haloarcula sp TG1 strain
from which the best % PHB yield was obtained. The PHB accumulation in MSM
cultures of the strain was determined at different NaCl concentrations with different
temperature and pH values. The optimum incubation time was found as 72 hours. In
these conditions, the PHB accumulation of the Haloarcula sp TG1 strain reached
34,64% of the dry cell weight. When starch and glycerol were used instead of
glucose as a carbon source, %PHB yield was lowered. Next, agricultural wastes
(sugar beet pulp, corn cob and green hazelnut shell) were used as a cheap carbon
source in MSM fermentation. And, the best PHB yield of 27,99% was obtained by
the use of sugar beet. In conclusion, Haloarcula sp. TGl provides a
biotechnologically promising rate of PHB accumulation in optimum conditions and
in a low-cost fermentation medium.

January 2019, 83 pages

Keywords: Haloarcula sp. TG1, Polyhydroxybutyrate (PHB), Optimization,
Agricultural waste
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1. GIRIS

Petrol tiirevli plastikler kiiresel olarak yogun bir kullanima sahiptir. S6z gelimi, 2015
yilindaki global plastik kullanimi yaklagik 269 milyon tondur. Kolay sekil
verilebilme, tasima sirasinda rahatlik ve ucuz maliyet gibi avantajlari sayesinde
elektrikli ev aletleri, otomotiv sektorli, mutfak esyasi, insaat malzemesi, gida
ambalaj1, kozmetik, tarim tirtlinleri, tekstil ve saglik sektorii gibi bir ¢ok alanda ¢okca

tercih edilen iiriinlerdir (Ozdemir ve Erkmen, 2013).

Bununla birlikte, plastikler biyolojik olarak pargalanamayan atiklar
olusturmakta, yaygm kullanimi sonucunda, ¢Opliiklerden yeralti sularma kiigiik
toksik bilesik parcalarinin sizmasi, ayrica kirlenme ve bozunma islemi sirasinda sera
gazlarmin acgiga ¢ikmasi ve diger organik kirleticilerin salinimi gibi bir¢ok
olumsuzluk nedeni ile gevresel kaygilarin odagi haline gelmektedir (Moonda vd,
2017). Bundan dolayi, gevresel kaygilar, bilim insanlarin1 petrol kokenli plastiklerin
yerine biyolojik olarak pargalanabilen polimer alternatiflerinin kullaniminin
gelistirilmesi  konusunda arastirmalara yonlendirmektedir (Shah vd, 2008).
Yenilenebilir karbon kaynaklarindan ya da biyolojik kdkenli polimerlerden elde
edilen plastikler olarak tanimlanan biyoplastikler; bitki, hayvan, mantar, alg ve
bakteriler gibi canli organizmalar tarafindan tiretilen biyomateryallerdir (Merugu vd,
2012). Biyomateryaller klasik sentetik {iriinlerin aksine pek g¢ok canli tarafindan
kolayca indirgenebilir ve biyo-uyumlu yapida olduklari igin bulunduklari
organizmada toksik etkiye neden olmazlar (Vroman ve Tighzert, 2009). Bu bilgiler
15181nda biyoplastikler, farkli besin ve ¢evresel kosullar altinda gelistirilen ¢ok cesitli
mikroorganizmalar tarafindan iiretimi saglanan biyomateryallerin 6zel bir formu
olarak da tanimlanabilir. Biyoplastik kokenli iiriinlerin petrol kdkenli plastiklerden
iistiin ozellikleri; dogada kolay bir sekilde ¢oziinebilmeleri, fosil yakitlara olan
bagimlilig1 azaltmalar, toksik etki barindirmamalari, geri doniisiimlerinin daha kolay
olmasi, iretim asamalarinda daha az enerjiye ihtiyac duymalari, yenilenebilir ve

cevreye duyarli olmalari seklinde agiklanabilir (Luengo vd, 2003).

Giliniimiiz biyoplastik tiretimi y1illik %30 biiyiime ile geleneksel plastik tiretim

oranindan (%5) c¢ok daha yiiksek bir biiyiime hizina sahiptir. Pazar arastirmalari



biyoplastik tiretimini 2013’de 2,33 milyon ton (mt), 2020°’de ise 3,45 mt olarak
ongormektedir (Shen vd, 2009). Polihidroksibiitirat (PHB) gibi biyopargalanabilir,
yenilenebilir, biyouyumlu ve dogayla dost biyoplastiklerin bakterilerde sentezi ve
polimer kimyasindaki uygulamalari konusunda elde edilen olumlu sonuglar
biyoplastik alanina olan ilginin artmaya devam etmesini saglamaktadir (Chaudhry

vd, 2011).

Bu galismada, tuzcul habitatlardan izole edilmis on adet Haloarcula sp. ve
Halolamina sp. suslarinda PHB iiretimleri karsilastirilmis, en iyi PHB iiretiminin
elde edildigi susda %PHB veriminin arttirilmasina yonelik optimizasyon ¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Ayrica, plastiklere karsi en biliylik dezavantaj olan yiiksek
maliyetin Oniline gecebilmek amaciyla tarimsal atiklar kullanilarak diisiik maliyetli

karbon  kaynaklarinin  PHB  diretimi  iizerindeki  etkileri  arastirilmistir.



2. LITERATUR TARAMASI

2.1. Polihidroksialkonatlar (PHA)

Petrol kaynakli plastik iiriinler; saglamlik, dayaniklilik, hafiflik ve deformasyona
kars1 dayanikli olma gibi birgok 6zelligi sayesinde giinliik yasantimizda oldukga
degerli malzemeler haline gelmislerdir. Kullanilmaya baslandigi giinden beri medikal
iriinler, ambalajlar, mobilyalar, makineler ve diger bir¢ok maddenin yapisina
katilarak endiistriyel alanlarda, kaliteyi ve konforu arttiran plastikler bu sayede genis
bir uygulama yelpazesine ulasmiglardir (Khanna ve Srivastava, 2009). Diinya
capinda her yil yaklasik olarak 150 milyon ton plastik malzemeler tiiketilmektedir
(Zhou vd, 2009). Petrol tiirevi plastiklere olan yiiksek bagimlilik, ham petrol
kaynaklarinin azalmasi ve ciddi ¢evre Kkirliligi sorunlarimin artmasi ile

sonuclanmistir.

Plastik trtinleri imha etmede tercih edilen yontemler olduk¢a zorludur.
Depolama alanlarindaki bozulma oranlari son derecede yavas olan plastik {iriinlerin
yakilarak imha edilmesi ise zehirli yan {riinlerin olusmasina sebep olmakta ve
onemli miktarlarda maliyet icermektedir. Bu sebeplerden yola ¢ikarak plastik
tirlinlerin ¢evreye karsi olumsuz etkilerinin azaltilmasi amaciyla; geleneksel petrol
tirevli polimerlere benzer fiziko-kimyasal ozellikler gosteren polilaktitler,
polisakkaritler, alifatik poliesterler ve polihidroksialkanoatlar gibi biyopolimerlerle
yer  degistirmesi  gerekmektedir  (Castilho vd, 2009). Biyopolimerler;
biyogoziinebilirlikleri ve ¢evre dostu tiretim islemleri sayesinde birgok alanda 6nemli
uygulama alanlarina sahip olarak petrol tiirevli polimerlerin 6nemli alternatifleri
haline gelmislerdir. Biyopolimerler, cesitli mikroorganizmalar ve bitkiler tarafindan
dogal olarak iiretilmektedirler. Bu yiizden, biyopolimerlerin bircogu biyo-uyumlu
yapiya sahiptir ve biyolojik sistemler iizerinde negatif etki olusturmazlar (Marjadi

vd, 2010; Sukan vd, 2015).

Polihidroksialkanoatlar; bol miktarda karbon kaynaginin oldugu fakat
oksijen, azot, fosfor, nitrojen gibi maddelerin sinirli oldugu kosullarda, ¢cok sayida
mikroorganizma tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak sentezlenen ve

depolanan graniil yapida polyesterlerdir (Steinbiichel ve Liitke-Eversloh, 2003; Shah



vd, 2008). PHA’lar biyolojik yollarla tamamen parcalanabilen polimerlerdir.
Depolanan bu graniillerin plastiklere benzer 6zellikte olmast ve bu maddelerin
dogada tekrardan mikroorganizmalar tarafindan parcalanabiliyor  olmasi,
mikroorganizmalar kullanilarak plastik madde {iretimini kapsayan bir sektoriin ortaya

¢ikmasina neden olmustur (Poirier, 2002).

Besin sinirlayict  bir  durumla karsilasildiginda, hiicrenin  canliligini
stirdiirebilmesi igin enerji rezervi bilesikleri ayristirilir ve karbon kaynagi olarak
bakteri iiremesi icin kullanilir. Bakterilerdeki bu hiicre i¢i depo materyalinin
insanlardaki yag ve bitkilerdeki nisasta gibi rol oynadigi bildirilmistir (Ojumu vd,
2004). Yapisal ozellikler bakimimdan, PHAlar kisa ve orta zincir uzunlugu olarak iki
ayr1 grupta incelenebilir. Kisa zincirli PHA’lar (PHASCL) 3-5 karbon atomundan
olusurlar. Bu grubun en oOnemli iiyesi polihidroksibiitirat(PHB)’lar olarak
gosterilmektedir (Aldor ve Keasling, 2003). Kisa zincirli yapidaki biyopolimerler
sert ve kirilgan olmalariyla birlikte %60-80 araliginda kristallik 6zelligi gosterirken,
orta zincirli polimerler esnek ve diisiik kristalli yapidadirlar (Reddy vd, 2003).
PHA’larin genel formiilii Sekil 2.1°de gosterilmistir.

0
|

/0 CH—(CH,)n—C
\ 100-30,000

Sekil 2.1. PHA’larin genel formiilii (Anjum vd, 2016)

PHA’lar, genel olarak 0,2 + 0,5 mm ¢apindaki hiicre sitoplazmasinda graniiler
inkliizyon cisimcikleri seklinde biriktirilir ve yiiksek reflektiviteleri sayesinde Sudan
Black B, Nil Blue A ve Nil Red gibi boyalarin kullanimiyla nitel olarak
gorsellestirilebilirler. Bu bilesiklerin molekiiler agirligi, mikroorganizmalarin tiiriine,
ortamin pH degerine, karbon kaynaginin konsantrasyonu ve ¢esidine bagli olarak 2 x
10° ila 3 x 10° Da arasinda degisiklik gosterebilmektedir (Khanna ve Srivastava,
2005). PHA’lar fiziksel ve kimyasal 6zellikler bakimindan biyiik 6lgiide farklilik
gosterirler. Polimerin hidrofobik o6zelligi, erime sicakligi, cam gecis sicakligi ve

kristallik seviyesi tamamiyla monomerin yapisina baglidir (Crank vd, 2004).



Biyolojik bozunma ve biyo-uyumluluk, PHA’larin en 6nemli &zelliklerinin
basinda gelmektedir. Bu pozitif ozellikleri sayesinde geleneksel petrol tiirevli
plastiklerden ayrilirlar. Bu biyopolyesterler havada kararli bir yapida olmakla birlikte
neme kars1 dayaniklidirlar ve suda ¢6ztinmezler (Ojumu vd, 2004). Biyolojik yollarla
¢oziinebilirlik calismalari sonucunda, PHA nin %85’inin yedi haftalik bir siirecte
¢oziinebildigi, sulu ortamdaki ¢oziinmesinin ise 60 °C sicaklikta 254 giin siirdiigii
rapor edilmistir (Murphy, 2007). PHA’lar hava, deniz, gol ve kanalizasyon gibi
ortamlarda yasayan mikroorganizmalar tarafindan aerobik kosullarda su ve
karbondiokside ayrisabilirken, anaerobik sartlar altinda ise metan ve karbondiokside
tamamen ayrisabilirler (Khanna ve Srivastava, 2005). PHA’y1 iireten bakterilerin
birgogu, polimeri hiicre i¢inde pargalayabilirken, 1s1 uygulamasi veya enzimatik
hidroliz ile de parcalanabilmektedirler. Erime sicakligi, biyo-bozunurluk
caligmalarinda dikkat edilmesi gereken 6nemli bir faktordiir. Erime sicakligi derecesi
arttik¢a, biyo-¢6ziinebilirlik azalma gostermektedir. Artan erime sicaklig ile birlikte,
enzimatik parcalanabilirlik oran1 azalmaktadir (Philip vd, 2007).

2.2. Polihidroksibiitiratlar (PHB): Tanimi ve Tarihcesi

Diiz zincirli, uzun, 3-hidroksi yag asidi monomerlerinden olusan mikrobiyal
polyesterler olan PHA’lar zengin bir ¢esitlilige sahiptir (Madison ve Huisman, 1999).
Uzerinde en ¢ok arastirma yapilan ve ticari agidan ilgi duyulan PHA grubu

polihidroksibiitirat (PHB)’dir (Madison ve Huisman, 1999).

Ik olarak 1923 yilinda Lemoigne topraktan izole ettigi Bacillus megaterium
hiicresinde bilinmeyen bir maddenin pargalanmasiyla tespit edilen 3-hidroksi biitirik
asiti  poli-3-hidroksibiitirat homopolyesteri olarak tanimlamistir. Daha sonraki
yillarda PHB’ye karsi ilgi hizli bir artis gostermis ve 1958 yilinda Macrae ve
Wilkinson Bacillus hiicresi igerisinde PHB sentez ve par¢alanmasini belirleyen
mekanizma tizerinde ¢alismalar yapmislardir (Holmes, 1985). Yogunlasan galismalar
neticesinde bakteriyel biyokiitlede PHB nin kantitatif olarak elde edilmesi i¢in gesitli
metotlar belirlenmistir. Bakteri hiicreleri icerisindeki PHB graniilleri haricinde tiim
bilesiklerin ayristirilabildigi standart kosullarda alkali hipoklorit sollisyonu oldukca
kullanigli olmustur. Bu metod ile birlikte PHB graniillerinin yogunlugu, hiicre
icindeki PHB miktariyla baglantili olarak belirlenmistir. Lemoigne, bu tarz pratik

metotlar belirlenmeden 6nce PHB’yi kuru bakteri biyokiitlesinden kloroform yardimi
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ile ayirmig ve gravimetrik olarak belirlemistir (Lafferty vd, 1988). Yapilan bir¢ok
aragtirma sonucunda, termoplastik ve elastomerik bir materyal oldugu belirlenen
PHB patenti alinmis bir iiriin haline doniismistiir (Poirier, 2002). 1980’li yillarda
Imperial Kimya Endiistrisi PHB iiretimi adina bir fermantasyon metodu gelistirmistir
(Holmes, 1985). Alcaligenes eutrophus bakterisinin kullanildigi bu fermantasyonda,
PHB iiretimi i¢in en 6nemli parametre olan karbon kaynagi i¢in propionik asit ve
glikoz tercih edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda, A. eutrophus’un hiicre kuru
agirhigimin %90’1 oraninda PHB biriktirdigi tespit edilmis ve bu bakterinin
endiistriyel anlamda kullanilabilecegi goriilmiistiir (Lee, 1996; Madison ve Huisman,
1999). Daha sonraki donemlerde, Pseudomonas, Azotobacter, Hydrogenomonas,
Chromatium, Bacillus gibi bakteri cinsleri iizerinde PHB ile ilgili ¢alismalar
gerceklestirilmis ve PHB’nin fiziksel ve kimyasal ozellikleri, molekiiler agirhigi,
ekstraksiyon metodlari, metabolizmast gibi bir ¢ok 0Ozelligi tespit edilmistir

(Braunegg vd, 1998).

Biyog¢oziinebilir ve termoplastik 6zelliklere sahip olan PHB polimerinin
petrol kokenli plastiklerin yerini alabilmesi adma ticari {iretimi iizerine yapilan
caligmalar 1960’11 yillarda baslamasina karsin endiistriyel anlamda iiretimi 1980’li
yillarda gerceklestirilebilmistir (Holmes, 1985; Anderson ve Dawes, 1990). Bu
amagla, dretimi gergeklestirilen ilk ticari {irlin BIOPOL adi kullanilarak
patentlenmistir (Lafferty vd, 1988). Bu dénemde, Imperial Kimya Endiistrisi (IKE)
tarafindan A. eutrophus susundan endistriyel Olgekte PHB  iiretimi

gerceklestirilmistir (Madison ve Huisman, 1999).

2.3. PHB’nin Genel Ozellikleri

Prokaryotik hiicrelerde graniillii yapida sentezlenen ve depolanan PHB, yapisal
olarak kisa zincirli 3-hidroksi yag asitlerini barindiran ve membran ile ¢evrilmis
hiicre i¢i depo maddesi olup, tekrarli hidrofobik pargalardan meydana gelen uzun
zincirli bir polimerdir (Poirier, 2002). PHB hiicre igerisinde bir redoks diizenleyicisi
olarakta gorev almaktadir (Valentin vd, 1994). Elektron mikroskobu (EM)
kullanilarak bakteri igerisindeki PHB graniilleri nitel olarak gézlenebilmektedir. PHB
genel olarak kiire seklindedir, her bir graniiliin ¢apt 100 ila 800 nm arasinda
degisiklik gosterebilmektedir. Ayrica bu graniiller 2-4 nm kalinlikta olup, tniter
olmayan bir membran ile ¢evrili yapidadir. Graniiller genellikle %98 oraninda PHB,

6



%?2 oraninda ise protein igermektedir (Lafferty vd, 1988). EM kullanilarak yapilan
caligmalarda, graniillerin bir merkezi kisim ve birkag¢ farkli tabakadan olusan
membranla ¢evrilmis kabuktan meydana geldigi tespit edilmistir (Dunlop ve
Robards, 1973). PHB’ler, petrol tiirevli bir materyal olan polipropilen gibi plastiklere
benzer karakteristik ozellikler gostermektedirler (Madison ve Huisman, 1999).
Termoplastik bir materyal olan PHB polictilene kiyasla dort kat daha sert bir
yapidadir. Hiicre igerisinde sivi formda olan PHB, atmosferde kati halde
bulunmaktadir, organik ¢o6ziiciiler yardimiyla hiicreden izole edildiginde ise kristalize
bir yapiya kavusmaktadir (Dave vd, 1996). Kati materyal olmasinin yani sira kirtllgan
bir yapida olan PHB 157 °C ile 188 °C arasinda erime 6zelligi gostermektedir ve bu
sicaklik degerleri polimerin termal olarak ayristigi sicakliga oldukg¢a yakin bir
degerdir. Termoplastik 6zellik gostermelerinden dolay1 preslenerek sekil alabilirler
(Madison ve Huisman, 1999). PHB, UV isinlarina karsi dayanikli bir materyal
olmasina karsin asit ve baz gibi kimyasallara kars1 daha hassastir. Ayrica, su ve hava
gecirmez yapida olusu hidrolitik pargalanmaya karsi direng saglamakta bu ise
PHB’in kullanim olanaklarin1 daha fazla genisletmektedir (Poirier, 2002). Polimerin
molekiil agirligi, ozellikle tiretici bakteri tiiriine bagli olmakla birlikte, iireme
kosullar1 ve hiicrenin yasam dongiisiindeki yerine gore de farklilik
gosterebilmektedir (Taidi vd, 1994). PHB molekiiliinin agirligi 60.000—2.000.000
Da arasinda degismektedir (Braunegg vd, 1998). Karbon kaynagi olarak metanol
kullanildiginda PHB’1n molekiiler agirliginin, Methylobacterium xtorquens susunda
0,6x10° Da, A. eutrophus’ta 1,1x10° Da iken, siiksinat kullanildiginda bu suslarda
strastyla 1,7x10° Da ve 1,6x10° Da oldugu tespit edilmistir (Taidi vd, 1994).

2.4. PHB Sentezi

Polimerin yapisal biyosentezi, monomer yapilarinin olusmasi ve monomerlerin
birlestirilmesi  asamalarindan meydana gelen farkli  enzimatik islemleri
gerektirmektedir. Uretim seviyesi ve olusan zincir uzunlugu bu enzimlerin
performansina baglidir (Taguchi vd, 2001). Hiicre igerisinde PHB birikim miktarinin
yiiksek olmasi igin, yiiksek NAD(P)H ve asetil-CoA ile birlikte diisiik miktarda
serbest CoA faktorlerinin olmasi gerekmektedir. Bu parametrelerin olusumu,
mikroorganizma tiirlerine gore farklilik géstermesinin yani sira genel olarak oksijen,

nitrojen, siilfiir veya potasyum miktarlariin sinirlandirilmas: gibi gelisimi etkileyen



etmenlere baghdir (Braunegg vd, 1998). PHB’nin biyosentezi, ii¢ ayri enzim
tarafindan katalize edilen, li¢ farkli reaksiyondan meydana gelmektedir (Sekil 2.2).
Birinci reaksiyon, iki adet Asetil-CoA molekiiliiniin, B-ketoagil CoA tiolaz enzimi
tarafindan Asetoasetil CoA’ya doniistiiriilmesi ile ger¢eklesmektedir. phbA geni
tarafindan ifade edilen B-ketoagil CoA tiolaz, agil-CoA+asetil-CoA’daki substratlarin
tiolitik ayrilmasini igeren enzim ailesinin bir {iyesidir. Yiiksek yapili 6karyotlarda,
mayalarda ve prokaryotlarda dogal olarak bulunmaktadirlar (Madison ve Huisman,
1999). Ikinci reaksiyon, Asetoasetil CoA’nin NADPH’ye bagli bir Asetoasetil CoA
dehidrogenaz enzimi tarafindan R-3 Hidroksibiitiril CoA’ya indirgenmesidir. phbB
geni tarafindan kodlanan Asetoasetii CoA dehidrogenaz, R-3-hidroksiagil CoA
dehidrogenazlar grubundadir ve 3-hidroksibiitiril-CoA’y1 asetoasetil-CoA’ya
doniligsmesini saglayan ikinci basamagi katalizler (Madison ve Huisman, 1999). Son
reaksiyon ise, olusturulan R-3 Hidroksibiitirii CoA monomerlerinin phbC geni
tarafindan kodlanan PHB sentaz enzimi tarafindan, PHB’ye polimerize edilmesidir.
Asetil CoA ve 3-Hidroksibiitiril CoA, PHB sentezi sirasindaki ara elemanlardir.
Asetat ve PHB, Asetil CoA’nin konsantrasyonunu yiikseltebilir ve ayni zamanda

hiicrede 3-Hidroksibiitirili CoA ve 3H’mn sentezini kolaylastirirlar (Madison ve

Huisman, 1999).
Asetil-CoA+Asetil-CoA
CoAA&B-ketoagll CoA tiolaz

Asetoasetil CoA
NADPH

Asetoasetil CoA dehidrogenaz
NADP+

R-3-Hidroksibutiril CoA
*PHB sentaz
PHB

Sekil 2.2. PHB biyosentez yolagi (Lee, 1996)



2.5. PHB’nin Kullanim Alanlar

Gliniimiizde cevresel kirlilige karst olan duyarliligin artmasi ile birlikte dogada
tamamen ¢Oziinebilen PHB’ye olan ilgi de her gegen giin artmaktadir. Kolay sekil
verilebilme ve dogada tamamen pargalanabiliyor olmasi gibi 6zellikleri sayesinde,
PHB, genel olarak tek kullanimlik materyaller ve paketleme malzemelerinin
tiretiminde yaygin kullanima sahiptirler (Wang vd, 2012). Biyo-uyumlu bir materyal
olmalar1 dolayisiyla da canlilarda implantasyon maddeleri olarak kullanimini her
gecen gilin yayginlagsmaktadir (Lootz vd, 2001). Bu avantajlar1 nedeni ile, ila¢ salinim
deneylerinde PHB’nin tastyic1 olarak kullanimu ile ilgili calismalar yapilmaktadir
(Michalak vd, 2013). Ayrica, PHB insanlar i¢in iiretilen stent, kemik plagi ve ¢ivi
yapiminda kullanilmaktadir. Yapilan in-vitro testler neticesinde PHB’lerin
osteoblast, epitel hiicreleri ve kondrosit gibi hiicre tiirlerine karsi biyo-uyumlu
olduklari belirlenmistir (Tirkay, 2013). Ayrica, hayvansal dokularda ve 6karyotlarin
hiicre zarinin yapisinda dogal olarak bulunan B-biitirik asidin kanda 0,3 ve 1,3 mM
konsantrasyon araliginda var olmasmin toksik bir etkiye sebep olmadigi tespit
edilmistir (Muhammadi vd, 2015). PHB ve onun kopolimeri olan polihidroksibiitirat-
co-polihidroksivalerat P (HB-HV), gida ve kozmetik sanayisindeki paketleme
maddelerinde, tarimda, kisisel bakim iriinlerinde ve biyomedikal materyallerde
oldukca fazla tercih edilmektedir. PHB, lateks gibi kagit Ortiiler, gilinliik krem
onciilleri iretimi ve gidalardaki unun dagilimini saglayan ajanlarin yapimini
saglayabilir (Weber, 2000). Insan viicudunun PHB depolimeraz enzimini ihtiva
etmemesinden &tiirii viicut igerisinde hizli bir biyolojik par¢alanma gdstermezler. Bu
ozelligi sayesinde, insan viicudu i¢in protezler, cerrahi dikisler ve igneler gibi cerrahi

tiriinlerin elde edilmesinde kullanilmaktadir (Firouzi vd, 2003).

Kanada’da bulunan bir Hamur ve Kagit Arastirma Enstitiisii, ortak bir proje
kapsaminda PHB ile kaplanmis kagit lretimini gerceklestirmistir. Bu sekilde
kaplanmis olan kagitlar dogada tamamen biyolojik yollarla parcalanabilmektedir. Bu
sayede kaplanmis olan kagitlarin geri doniigiim siirecleri daha kolay hale gelmistir

(Y1lmaz ve Beyatli, 2003).



2.6. PHB’nin Biyolojik Olarak Parcalanabilirligi

PHB’nin biyolojik yollarla pargalanmasi siirecinde, toprakta bulunan ¢ok sayida
mikroorganizma gorev almaktadir (Lafferty vd, 1988). Toprak yapisinda bulunan ve
parcalama oOzellikleri ile on plana ¢ikan mikroorganizmalara Ornek olarak; belirli
gram negatif mikroorganizmalar, gram pozitif basiller, kiif mantarlart ve
streptomisetler verilmektedir (Mergaert vd, 1993). PHB, biyolojik olarak
parcalanabilirliginden dolay1 tek kullanimlik esyalarin iiretiminde biiyiik katki saglar
(Lafferty vd, 1988). PHB’nin en 6nemli 6zelliklerinin basinda, insan viicudu ve
toprak gibi Onemli alanlarda, toksititeye sebebiyet vermeksizin timiiyle
parcalanabiliyor olmasi gosterilebilir. PHB’nin aerobik ortamlarda pargalanmasi
sonucu ortaya ¢ikan tiriinler karbondioksit ve su olurken anaerobik ortamlarda
par¢alanma tiriiniiniin metan oldugu bildirilmistir (Braunegg vd, 1998). PHB’nin
parcalanma siiresi igerdigi katki maddelerinin oranlarina gore degisiklik
gostermektedir. Bu siire¢ birkag aydan birkag yila kadar uzayabilmektedir.
Pargalanma sirasinda nitrojen oksidin ortaya ¢ikmamasi, ¢evrenin korunmasinda
onemli bir etkendir. Pargalanan biyoplastik bitkilerin gelismesini pozitif olarak
etkilemektedir (Chen vd, 1991; Dave vd, 1996; Madison ve Huisman, 1999).

Polimerin par¢alanmasi isleminde, fiziksel faktorler olarak; giines 15181, nem
ve mekanik asinma, biyolojik faktorler; bakterler, mantarlar ve yiiksek yapili
organizmalar, kimyasal faktorler olarak ise hidroliz ve oksidasyon dogrudan
etkilidirler (Madison ve Huisman, 1999). PHB’nin yenilenebilir 6zelligi, biyolojik
yapist ve biyolojik olarak yikima ugramasinin yani sira, bu maddenin yenilenebilen
kaynaklara dayali iiretilebilmeside olduk¢a Onemli bir avantajdir. Bakteri kokenli
dogal bir materyal olup bir ¢ok mikroorganizma tarafindan pargalanabilme
ozelligindedir. (Madison ve Huisman, 1999). PHB’nin fermantatif yollarla elde
edilmesi, seker ve yag asitleri gibi tarimsal materyallerin karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanilabilmesine dayalidir (Lee, 1996).

PHB’nin, mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanilabilmesi i¢in depolimerize bir yapida olmasi gerekir. Depolimerizasyonun
ardindan meydana gelen monomer yapidaki 3-hidroksibiitirikasit ve dimer yap1 ¢ok
sayida mikroorganizma tarafindan kullanilabilir 6zellikte substratlardir (Sekil 2.3)

(Lafferty vd, 1988).
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F'ﬁB
PHB depolin’

O{-)-3-hidroksibitirat
D{-)-3-hidroksibitirat dehidrogensd
Asetoasetat

Asetoasetil Cod sentaz

Asetoasetil CoA p  D(-)-3-hidroksibotinl CoA
[-Ketatiolaz
Asetil CoA

Sekil 2.3. PHB’ nin par¢alanmasi ve sentezi (Lafferty vd, 1988)

PHA depolimeraz ve PHA sentaz aktivitelerinin, graniillerdeki protein
kokenli membran tabakasi ile etkilesimde oldugu ve bu membrani parcalayici ya da
tahrip edici metodlar olan PHB ekstraksiyon metodlarinin, sentaz aktivitesindeki
azalmaya ve depolimerizasyona karst hassasiyetin artmasina sebep oldugu
bildirilmektedir (Braunegg vd, 1998). PHB’nin hiicre igerisinde parcalanma olayi ise
PHA depolimeraz’in PHB’yi hidrolize etmesi sonucu gerceklesir. R-3-hidoksibiitirat
dehidrogenaz ve asetoasetil-CoA sentaz, R-3-hidroksibiitirat monomer Ve

dimerlerinin olusumuna neden olurlar (Braunegg vd, 1998).

2.7. PHB’nin Ziraatte Kullanim

PHB; bakteriler, funguslar ve algler gibi mikroorganizmalar tarafindan uygun g¢evre
kosullarinda kisa siire icerisinde tamamen CO, ve enerji formuna doniistiiriilerek
parcalanabildiginden, toprak icerisinde biyolojik par¢alanma gerektiren uygulamalar
i¢cin oldukg¢a uygundur (Wendlandt vd, 2001). Tohum kapsiillendirilmesinde, fide
tasimaciliginda, gilibre veya pestisitlerin ya da bitki biiylime regiilatorlerinin
kontrollii salinimu i¢in plastik kiliflar olarak ve ayrica sulama oluklar1 yapiminda

kullanilabilmektedir (Holmes, 1985).

Toprak yapisini iyilestirmek amagli yapilan bir ¢alismada en iyi tamponlama
etkisini PHB’nin sagladigt ve bu etkinin PHB konsantrasyonu ile kontrol
edilebilecegi rapor edilmistir (Khachatoorian vd, 2003). Ayrica Azotobacter
chroococcum’dan elde edilen PHB; Ronilan ve Sumilex adinda iki farkli fungusidin

immobilizasyonunda kullanilmistir.  Bu immobilize fungusitlerin  bir toprak
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fitopatojeni olan Botyritis cinerae fungusunun topraktaki populasyonunu azalttig
bildirilmistir (Savenkova vd, 2002).

PHA’lar, tarimsal amagli mal¢ filmleri olarak kullanilmistir. Son yillarda,
Procter&Gamble, biyolojik olarak parcalanabilen tarimsal film yapiminda
kullanilabilecek Nodax’1 iiretmistir. Nodax, PHB ve az miktarda MCL monomeri
iceren bir kopolimerdir. Nodax anaerobik olarak bozunabilir ve bu nedenle geltik
tarlalarinda kullanilmak iizere iire gilibresi veya herbisitler ve insektisitler i¢in bir

kaplama materyali olarak kullanilabilmektedir (Philip vd, 2007).

PHBV’nin tarimdaki 6zel uygulamalarindan birisi de insektisitlerin kontrollii
salmmudir. Insektisitler PHBV topaklarma entegre edilebilir ve ciftginin
mahsulleriyle birlikte ekilebilmektedir. Polimeri pargalayan bakteriler, toprak
zararlilar ile ayn1 ¢evresel kosullardan etkilendiklerinden, insektisit, zararli aktivite

seviyesine bagli bir oranda salinacaktir (Holmes, 1985; Philip vd, 2007).

PHA’larin tarimdaki bir diger kullanim alani, bitkilerde azot fiksasyonunu
arttirmak i¢in uygulanan bakteri inokulantlari(agilari)dir. Asilama preparatlarinda
tarimsal amaglar i¢in kullanilan bakteri kiiltiiriiniin uzun siire depolanma, kuraklik ve
sicaklik sartlar1 gibi stresli ortamlara karsi direngli olmasi gerekmektedir. Asilanan
bakteriler, tasiyici icerisinde yiiksek oranda hayatta kalma yetenegine sahip olmak
zorundadir. Bu nedenle, bu alandaki aragtirmalar, bakterilerin tasiyicilar igerisinde
uzun siire hayatta kalmasini saglamak iizere besin veya diger sentetik iiriin benzeri
elementlerin eklenmesine odaklanmistir (Dobbelaere vd, 2001; Philip vd, 2007).
Azospirillum brasilense inokulantlarinin bitki biiyiimesini tesvik etme fonksiyonunun
tasiyict materyalin ¢esidinden ziyade bakterinin igerdigi yliksek hiicre ici PHA
miktarinda bagli oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular Meksika’da misir ve bugday
tarla denemeleri ile de dogrulanmistir. Sonug olarak, hiicre i¢i PHA’nin, ticari
asilayicilarin raf dmriinii, verimliligini ve giivenilirligini arttirmada oldukc¢a biiyiik

oneme sahip oldugu ortaya koyulmustur (Kadouri vd, 2003; Kadouri vd, 2005).

2.8. PHB’nin Maliyet Azaltilmasi Cahsmalari: PHB Uretimi icin Ucuz

Kaynaklarin Degerlendirilmeleri

PHB, petrol tiirevi plastiklere kiyasla daha yiiksek maliyetli olmasi nedeniyle heniiz

genis kullanim alanlarina erisememistir. PHB kullaniminin yaygin hale gelmesini
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engelleyen en oOnemli parametre olan yiiksek maliyeti, genetik manipiilasyonu
yapilmis mikroorganizmalarin kullanimi ya da mevcut kiiltiiriin iyilestirilmesi ve
proses sisteminin gelistirilmesi olabilecegi gibi saf kiiltiir kullanim1 yerine karigik
kiltirlerin kullanimi, ya da ucuz karbon kaynaklar1 kullanilarak yiiksek PHB
veriminin saglanmasi gibi stratejileri kapsamaktadir (Klinke vd, 1999). PHB iiretim
maliyetinin azaltilmasi1 ¢alismalarindan bir digeri de yiiksek PHB verimine sahip
olan suslarin besiyeri kosullarinin belirlenmesidir. Son yillarda yapilan ¢alismalarin
bir¢cogu, suslarin en uygun iiretim kosullarinin optimizasyonu iizerine odaklidir. PHB
tiretiminde saf kiltiir kullanim1 yerine karisik kiiltiirlerin kullanimi digerlerine goére
daha diisiikk maliyetli ve kolay uygulanabilir olmakla birlikte, elde edilen PHB verimi
daha dusiiktiir (Dut, 2015).

PHB iiretiminde en az maliyetli ve kolay yontem ucuz hammaddeler ile
calismaktir. PHB iretiminde kullanilan yiiksek maliyetli hammaddelerin %20-50
arasinda iriin fiyati tizerinde etkisi oldugu bilinmektedir. Olusan bu yiiksek maliyeti
diisirmek igin substrat olarak dogal iriinler, endiistriyel ve tarimsal atiklar alternatif
olarak kullanilan kaynaklardir (Sathiyanarayanan vd, 2013). Yiiksek miktarlarda,
tarimsal tiretim ve gida isleme sanayilerinden elde edilen atiklar PHB iiretiminde
kullanilabilecek yenilenebilir hammaddeyi temsil etmektedirler. Bu tarz atiklarin
PHB iiretiminde degerlendirilmeleri substrat maliyetini diigiirdiigii gibi atiklart imha

etme maliyetini de diistirmektedir (Chee vd, 2010).

PHB iiretiminde farkli birgok tarimsal atik karbon kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda dikkat ¢eken kaynaklar; pancar melasi, seker
kamis1 melasi, peynir altt suyu, hurma surubu, elma atigi, kavun atigi, bezelye
kabugu, domates atigi, ksiloz ve soya atik sulart olmustur (Gouda vd, 2001; Kumar
vd, 2009; Chee vd, 2010). Melas ucuz PHB iiretimi i¢in kullanilabilen bir karbon
kaynagi olmasinin yani sira, igerdigi vitaminler ve mineraller ile biiyiime faktori
kaynagi olarak da kullanilmaktadir. Melas gibi misir kogani surubu da vitamin ve
diger bilesenleri biinyesinde bulundurmakta olup karbon kaynagi olmaktan ziyade
zengin bir azot kaynagidir (Gouda vd, 2001). Melas %4-11 arasinda inorganik
bilesikler (potasyum, sodyum kloriir, demir siilfat, magnezyum, kalsiyum ve fosfat)
icermektedir. Seker pancari melasinda genellikle potasyum orani yiiksektir. Melasta

B grubu vitaminler de yer almaktadir. Bacillus sp.’lerin melas gibi ucuz substratlarda
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hizl1 bir sekilde tredikleri tespit edilmistir (Yilmaz ve Beyatli, 2003; Ediz ve Beyatli,
2005).

PHB, daha ¢ok Alcaligenes sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp., Azotobacter
sp. tarafindan ftretilmesinin yani sira farkli toprak bakterileri gibi ¢ok sayida
mikroorganizma tarafindan da sentezlenmektedir (Lafferty vd, 1988; Jan vd, 1996;
Braunegg vd, 1998; Rosovitz vd, 1998).

Page vd (1992), Azotobacter vinelandii UWD susu ile yapmis oldugu bir
calismada, seker pancari melasini kullanilarak elde ettigi karbon kaynaginda, yiiksek
PHB veriminin saglandigin1 saptamistir (Page vd, 1992). Yapilan bu g¢aligmalar
1s18inda iyi bir PHB {ireticisi oldugu bildirilen A. vinelandii UWD susunun, ucuz
karbon kaynagi olarak kullanilan seker pancari melasindan iretildiginde, glukoza
gore lic kat daha az bir liretim maliyetiyle fermantasyonunun gergeklestigi rapor
edilmistir (Page, 1989). Gouda vd, Misir’da genis kullanimi olan seker kamisi
melasin1 karbon kaynagi olarak kullanarak Bacillus megaterium {izerinde PHB
dretimini  arastirmiglardir. Seker kamisi melast %2’lik oranda besiyerinde
kullanildiginda %46,5 oraninda PHB iiretimi gergeklestirildigi tespit edilmistir
(Gouda vd, 2001).

Diisiik maliyetli karbon kaynaklar1 kullanimimin yani sira peyniraltt suyu
atiklarindan PHB {iretimi calismalar1 gerceklestirilerek verimin —arttirilmasi
amaclanmaktadir. Ahn vd (2000), Alcaligenes latus’un PHB biyosentez genlerini
barmdiran rekombinant E. coli CGSC 4401 susunu kullanarak peynir altt suyundan
2,57 g/L’lik oranda PHB verimi elde ettiklerini agiklamislardir (Ahn vd, 2000).

Biyodizel yakit iiretiminde kullanilan palmiye yaginin rafinerizasyon siireci
sirasinda bir yan iriin olarak agiga c¢ikan gliserol bir ¢ok alanda kullanim
gormektedir. Gliserol ¢esitli mikroorganizmalarin PHA firetim siireglerinde uygun
bir karbon kaynagi olarak kullanilmaktadir (Luengo vd, 2003; Liu vd, 2014).

PHB iiretiminde arzu edilen bitkisel kaynaklar arasinda misir yagi, soya
fasulyesi yagi, hurma yagi, palmiye yagi, bugday ve celtik kepegi gosterilebilir.
Bunlarin bir¢cogu sekere gore daha az maliyetlidirler. Sekerlere oranla, miktar basina
daha fazla karbon igerigine sahip bitkisel yaglarin hiicre biyokiitlesinde ve PHB
tiretiminde daha yiiksek verim sagladig bildirilmistir (Gouda vd, 2001; Chee vd,
2010).
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Gilineydogu Asya Bolgesi’nde en ¢ok yetistirilen {irlinler arasinda yag
palmiyesi bulunmaktadir. Bu iiriiniin igerdigi seliiloz oran1 %50, hemiseliiloz orani
ise %20 degerlerindedir. Selilloz ve hemiselilloz gibi polisakkaritler hidroliz
sonucunda glikoz ve ksiloz gibi sekerlere doniisebilirler. Bacillus megaterium R11
susu ile yapilan bir ¢aligmada hidrolize edilmis palmiye demetinden PHB {iretimi
tespit edilmistir. Calismalar sonucunda PHB veriminin %40-46 araliginda oldugu
bildirilmistir (Zhang vd, 2013).

Bacillus thuringiensis R1 susunun PHB birikiminin incelendigi bir ¢aligmada
besiyerine gliserol ilave edildiginde maksimum PHB birikimi 1,4 g/L olup %34,18

oraninda bir verim gézlemlenmistir (Rohini vd, 2006).

Bacillus’larin amilaz ve proteinaz enzimlerinin varligi nedeniyle gida atik
sularindan faydalanabilecegini bildiren Law vd, aktif ¢amurdan izole ettikleri
Bacillus sp. suslarin1 arpa ve soya atik suyunda gelistirerek PHB verimlerini
arastirmiglar ve Bacillus sp. HF-1 susunun atiklar kullanildiginda %19,22, HF-2’nin
ise %10,18 PHB verimine ulastigin1 rapor etmislerdir (Law vd, 2001). Karbonhidrat
bakimindan zengin fakat azot bakimindan fakir olan karton endiistrisi atik suyunu
degerlendirmek amaciyla Bacillus sp. NA1O susunun bu atik suda iireme ve PHB
tiretim potansiyeli arastirilmistir. %100 atik konsantrasyonu C/N oranimin yiiksek
olmasi sebebiyle PHB firetimi i¢in uygun bir ortam saglayarak, sus tarafindan
maksimum PHB birikimini saglamistir (34 g/L PHB ve 7,4 g/L biyokiitle). Atik
suyun seyreltilmesinin PHB iiretimini olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir
(Bhuwal vd, 2014).

Sathiyanarayanan vd (2013), Hindistan’daki atik sorunlarindan olan tapyoka
(tropik bolgelere 6zgii manyok bitkisinin nigastali koklerinden hazirlanan yiyecek
maddesi olup puding ve ¢orba yapiminda kullanilir), sanayi atiklari, palmiye sekeri,
hourse gram unu (yem ve gida i¢i Hindistan’da yetisen bir tropikal baklagil), bugday
kepegi, piring kepegi, mandira, bira fabrikasi ve mango kiispesi gibi endiistriyel
atiklar1 Bacillus megaterium MSBNO4 susunda PHB iiretimi amaciyla besiyeri
icerigi olarak kullanmiglardir. Tapyoka sanayi atig1 susta %52 PHB birikimini
saglamas1 ile en uygun kaynak olarak belirlenmistir. Tapyoka atig1 ile tretimin
optimizasyonu i¢in palmiye sekeri, bugday kepegi, piring kepegi gibi karbon
kaynaklarmin bu sartlardaki etkileri arastirilmistir. Palmiye sekerinin PHB {iiretimini

arttirdig1 ve en iyi ek karbon kaynag: oldugu gézlenmistir. Cesitli endiistriyel atiklara
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palmiye sekerinin eklenmesiyle tapyoka sanayi atig1 %55, nisasta sanayi atigi %52
PHB verimi vermistir. Azot kaynagi olan hourse gram unu ve tapyoka sanayi atiklari
beraber kullanildiginda PHB miktarinda artis oldugu bildirilmistir  (%55)
(Sathiyanarayanan vd, 2013).

Halofilik arke izolatlarnin PHB iiretimi ucuz karbon kaynagi olarak
¢ozlinebilir saf nisasta, misir nisastasi, sakkaroz, peynir alt1 suyu, domates atig1, elma
atigt ve kavun atigmin kullamildigi farkli besiyerinde incelenmistir. Karbon
kaynagina gore maksimum PHB verimlerinin sirasiyla sakkarozda %4,11; peynir altt
suyunda %47,69; kavun atiginda %21,19; elma atiginda %15,25; domates atiginda
%31,17; misir nisastasinda %53,14 oldugu bildirilmistir (Tatlican vd, 2010).

2.9. Halofilik Mikroorganizmalar ve Biyoteknolojik Onemleri

Halofik mikroorganizmalar, yasamlarin1 siirdiirebilmek adma yiiksek oranda tuz
konsantrasyonuna ihtiya¢ duyan ve bu oOzellikteki tuzcul gevrelerde yasayabilmek
icin kendine 0Ozgili stratejiler gelistirmis, hem prokaryotik hem de Okaryotik
temsilciler iceren genis bir canli grubudur. Bu mikroorganizmalar; tuz gélleri, tuz
tiretim tesisleri, denizler, kaya tuzu magaralar1 ve yapay olarak tuzlanmis balik ve
hayvan derilerinin yiizeyi gibi ¢esitli tuzcul habitatlarda bulunmaktadirlar (DasSarma
ve DasSarma, 2001). Bu tip asir1 tuzlu yasam alanlarina “hipersalin” adi
verilmektedir. Halofilik mikroorganizmalar tireyebilmeleri i¢in ihtiyag duyduklari en
uygun NaCl miktarina gore siniflandirilarak gruplara ayrilmistir (Cizelge 2.2) (Pikuta
vd, 2007). Bu canlilarin ireyebilmeleri i¢in ihtiyag duyduklari NaCl
konsantrasyonlart %1’in altinda bulunanlar halofilik olmayan, %1-3 arasindaki
degerde olanlar az halofiller, %3 ila %15 aralifinda olanlar ilimli halofiller ve
%15°den fazla olanlar ise asir1 (ekstrem) halofiller olarak adlandirilmigtir. Ekstrem
halofilik mikroorganizmalarin  {iremeleri i¢in ¢ok yiilksek miktarda tuz
konsantrasyonuna ihtiya¢ duymalarindan dolayr bu isimle tanimlanmislardir
(Madigan, 2000). Ayrica, bu gruplandirmaya ek olarak NaCl varliginda ya da
yoklugunda gelisim gosteren halotolerant mikroorganizmalar da bulunmaktadir
(DasSarma, 2006). Bu mikroorganizmalara 6rnek olarak Staphylococcus aureus ve
Vibrio sp. 6rnek gosterilebilir (Ventosa vd, 1998). Bu sinifladirmaya ek olarak zorunlu
halofiller de bulunmaktadir (DasSarma vd, 2017).
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Cizelge 2.1. Halofilik mikroorganizmalarin siniflandirilmasi (Kushner, 1985)

Kategori Tuz konsantrasyonu
Halofilik olmayanlar <%l
Az halofiller %1-3
Ilmh halofiller %3-15
Asir1 (ekstrem) halofiller >%15

Halofillerin bir¢ogu tuzcul ortamlarda, ozmotik stresi dengelemek i¢in uyumlu
coziicliler biriktirmektedir. Bazi halofiller ise solvasyonu arttirarak yiiksek tuzlulukta
islev gbren ve proteinlerin bir araya toplanmasini, ¢ékelmesini ve denatiirasyonu
engelleyen asidik proteinler tretmektedir. Ekstrem halofilik mikroorganizmalar

diisiik tuz konsantrasyonlarinda tireme gosteremezler (DasSarma vd, 2017).

Halofilik mikroorganizmalarin yasamis olduklari tuzlu ortamlarin kaynagi
olan sodyum Kkloriiriin yan1 sira, sodyum kloriiriin mineral formu olan ve genellikle
stilfat, halojen tuzu ya da boraks asidi tuzu gibi minerallerin olusturdugu kaya tuzu
magaralart da bu tarz ortamlara 6rnek verilebilir. Asir1 tuzlu olan bu ortamlar, tuz
ihtiyact ve metabolizmalari olduk¢a farkli olan asir1 halofilik arke tiirlerini
icermektedir (Oren, 1994; Oren ve Ventosa, 2000; Huddleston vd, 2001; Tunali vd,
2012). Filogenetik yasam agacinda rRNA kiiciik alt {inite dizilerinin incelenmesi
sonucu halofilik mikroorganizmalarin ti¢ farkli alan igerisinde dagilim gosterdikleri

belirlenmistir (Sekil 2.4) (Oren, 2008; DasSarma vd, 2012).

17



Bacteria Archaea Eukarya

Animals

Slime
Green nonsulfur Entamoebae i

bacteria Euryarchaeota

Mitochondrion

Crenarchaeota L{farhano- Halobacteriaceae
Proteobacteria Firmicute Thermoproteus Clenw?
I roteobacte
\ Methano-\ /
Chloroplast Pyrodictium \coccus Thermoplasma e—
\
Tomcoccs

\
Pyrolobus

Trichomonads

Marine
Crenarchaeota

Bacteroidetes

Methanopyrus

Korarchaeota

Thermotoga
Nanoarchaeota

Thermodesulfobactenium Microsporidia

Aquifex Diplomonads

(Giardia)

Sekil 2.4. Kiigiik alt tinite rRNA gen dizisinden faydalanarak olusturulmus filogenetik
agac ve halofilik mikroorganizmalarin dagilimi (Oren, 2008)

Archaea domaini igerisinde halofilik mikroorganizmalar ii¢ ayr1 familyada yer
almaktadir: Halobacteriaceae, Methanospirillaceae ve Methanosarcinaceae.
Methanospirillaceae ve Methanosarcinaceae deniz tuzluluguna ve hipersalin ¢evre
sartlarima uyum saglamis organizmalar: ve halofilik olmayan tiirleri barindirmaktadir.
Halobacteriaceae ve Halobacteriales ordosu ise tiimiiyle halofillerden olusmaktadir.
(Oren ve Mana, 2003).

Halofilik arkelerin biiyiikk bolimii 35 °C ile 50 °C arasindaki sicakliklarda
optimum tireme profili sergilemektedirler (Shand ve Perez, 1999). Bu tarz yiiksek
sicakliklarda iireme becerisi gostermelerindeki faktor; tuz orani yiiksek cevrelerin
olugmasinda etkili olan sicaklik ile dogru orantili olan buharlagsma arasindaki iliski
oldugu ve bu kosullara adaptasyonlarinin saglandig1 diisiiniilmektedir. Ancak, bu
durumun aksine daha diisiik sicaklik degerlerine adapte olmus suslar da mevcuttur.
Ornegin, Antartika’da bulunan Deep Lake, dénemsel olarak sicaklik derecesi 0 °C ile
11,5 °C arasinda degisiklik gosteren ve yiiksek oranda tuz konsantrasyonuna sahip
bir goldiir. Bu golden izole edilmis halofilik bir arke tiirii olan Halorubrum
lacusprofundi’nin optimum tireme araligi 31 °C ile 37 °C arasinda olmasina karsin 4
°C gibi diisiik bir sicaklik derecesinde yavas da olsa iireme gostermektedir

(Franzmann vd, 1988).
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Halofilik arkeler 5,2 M’lik bir NaCl konsantrasyonunda yasayabilmek igin,
sahip olduklar1 “salt-in” 6zelligi ile ozmotik dengelerini saglamak durumundadirlar.
Bundan dolayidir ki yiiksek ozmotik basinca dayanikli olabilmek adina
sitoplazmalarinda K* ve CI iyonlar1 agirlikli olmakla beraber yiiksek bir oranda iyon
biriktirmektedirler. Yaklasik olarak 5 M olan hiicre i¢i tuz konsantrasyonunun biiyiik
bir boliimiinii KC1 ve NaCl olusturmaktadir (Kushner, 1985; Smith vd, 1989).

Halofilik mikroorganizmalar, son donemlerde bilimsel arastirmalarda ve
caligmalarda ¢okga tercih edilen bir ekstremofil gruptur. Diger ekstremofil
mikroorganizmalara gore daha kolay kiiltiirlerinin yapilabilmesi ve aseptik sartlara
olan ihtiyacin az olmas: tercih edilme sebeplerindendir. Ekstrem yasam sartlarinda
mezofilik mikroorganizmalarin gelisimleri sinirliyken, halofilik mikroorganizmalarin
bu yasam ortamlarina kolay adapte olmalarindan dolay1 bu organizmalarin hiicresel
yapilarindaki farkliliklar dikkat ¢ekmistir. Bu farkliliklardan yola ¢ikilarak
biyoteknolojik olarak uygulamalari tizerine ¢alismalar 6nem kazanmistir (Beard vd,
1997).

Halofilik mikroorganizmalar dogada kirlilige sebebiyet veren ¢evresel atiklar
degrede edici Ozelliklere sahiptirler. Petrol kirliligini gidermede onemli bir rol
iistlenen halofilik ve halotolerant mikroorganizmalar sahip olduklar1 yilizey gerilimini
azaltma Ozellikleri sayesinde hidrofobik hidrokarbonlarin ¢oziiniirligiinii arttirarak
degredasyonu saglarlar (Litchfield, 2011). Zeytin yag:1 elde etme siirecinde olusan
atik sularda polifenolik bilesikler, polialkoller ve toksik aromatik bilesikler acgiga
cikarmaktadir. Fenolik bilesiklerden olan tirosol, zeytinyagi atik sularinin ana fenolik
bilesigidir. Halomonas sp. HTB24 suslarmin tirosolii iki dogal antioksidan olan
hidroksitirosol ve 3,4 dihidroksifenilasetik asite doniistirdiigii rapor edilmistir
(Kalwasinska vd, 2015).

Halofilik arkeler tarafindan salgilanan polisakkaritler petrol arama
faaliyetlerinde kullanilmakta, ayni zamanda salgilanan bu haloarkeal polimerler
biyolojik olarak pargalanabilen plastikler i¢in bir ham madde niteligi tasimaktadirlar
(Eichler, 2001). Haloarkelerde PHA graniillerinin varligi ilk olarak Kirk ve Ginzburg
(1972) tarafindan rapor edilmis olup, sus Haloarcula marismortui’dir (Kirk ve
Ginzburg, 1972; Oren vd, 1990). Ardindan, Haloferax, Halobiforma ve
Haloquadratum cinslerinin de PHB veya PHBV gibi PHA’lart biriktirdikleri
belirlenmistir ( Fernandez-Castillo vd, 1986; Hezayen vd, 2002; Burns vd, 2004).
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1996 yilinda ise Escalona vd, Haloferax mediterranei’de PHA nin ticari iiretimi igin

patent yaymlamislardir (Escalona vd, 1996).

Bakteri domainindeki halofilik iiyelerle karsilastirildiginda, haloarkeler PHA
ireticileri olarak ¢esitli avantajlara sahiptirler. S6z gelimi, ucuz karbon kaynaklarini
kullanabilmeleri, siki sterilizasyon kosullarina gerek duymamalari, haloarkelerin
NaCl olmadiginda par¢alanmalari nedeni ile PHA izolasyonunun ¢ok daha kolay
olmasi bunlar arasindadir (Han vd, 2010; Quillaguaman vd, 2010). Halofilik PHA
tiretici bakterilerin hiicre i¢i PHA graniillerinin salinmasi i¢in hiicre duvarinin fiksel,
kimyasal veya enzimatik yollar1 kullanimini gerektirmektedir. Bu ise tim PHA

tiretim tutarinin %50’den fazlasina karsilik gelmektedir (Chen vd, 2001).

Haloferax, Haloarcula, Haloquadratum, Halorubrum, Halobiforma,
Halorhabdus, Halalkalicoccus, Halobacterium, Natrianema, Halostagnicola,
Natrinema, Natronobacterium, Natronorubrum, Haloterrigena, Halopiger ve
Halococcus cinslerine iiye bazi suslarda ucuz karbon kaynagi kullanilarak PHB
tiretiminin belirlenmesine dair ¢alismalar gergeklestirilmistir (Tekin vd, 2012). Genel
olarak, bircok PHA iireticisi haloarkelerde iiretilen PHA, hiicre kuru agirligmin
%0,8-22,9’una karsilik gelmektedir (Han vd, 2010). Haloferax mediterriani’de fosfat
sinirlamasi altinda, nisasta veya glukoz hiicre kuru agirligiin %60°1 kadar tiretilen
PHBYV siirekli kiiltiirde farkli karbon kaynaklarmin kullanimi sonrasinda hiicre kuru
agirhigin %87,5’ine ulagsmistir (Koller vd, 2007). Halopiger aswanensis’e ait PHB
verimi hiicre kuru agirhgmin %53’tine karsilik gelmektedir (Hezayen vd, 2002).
Farkl1 kiiltiivasyon kosullar1 PHB iiretim verimini etkilediginden daha ¢ok haloarke
susunun PHB {iretimi bakimindan karsilagtirilmasi ve optimum kiiltiir kosullarinin

belirlenmesi 6nemli bir arastirma alanidir.
Mevcut Calisma

Farkli kiiltiivasyon kosullar1 PHB verimini etkilediginden daha ¢ok haloarke susunun
PHB iiretimi bakimindan karsilagtirilmast ve optimum kiiltiir kosullarinin
belirlenmesi 6nemli bir arastirma alanidir. Bu ¢alismada, Tuz Golii (Haloarcula sp.
TG1, TG2, TG3, TG4, TGS), Cankir1 Kaya Tuzu Magarasi1 (Haloarcula sp. CKT1,
CKT2 ve CKT3) ve Yozgat Kaya Tuzu Magaras1 (Halolamina sp. YKT1 ve YKT2)
izolatlariin farkli besiyerlerindeki PHB iiretimleri karsilagtirilmistir. Tespit edilen

en iyi PHB freticisi haloarke susunda kuru agirliga kiyasla en yiiksek %PHB
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veriminin elde edilmesi amaciyla farkli sicaklik, NaCl konsantrasyonu, pH degerleri,
inkiibasyon siiresi ve farkli karbon kaynaklar1 kullanilarak kiiltiir kosullar1 optimize
edilmistir: Son asamada, ucuz karbon kaynagi olarak seker pancari kiispesi, misir
kogan1 ve findik zurufu kullanilarak optimum kosullarda %PHB verimi tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglarla, seker pancari kiispesinin ucuz karbon kaynagi
olarak kullanilmasiyla Haloarcula sp. TG1 susunda hiicre kuru agirligin %27,99’u

kadar PHB tiretimi saglanabilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cahsmada Kullanilan Suslar, Besiyerleri ve Kiiltiir Kosullari
Calismada kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 3.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

Sus adi Ozellik Kaynak

Haloarcula sp.
TG1
TG2
TG3 Tuz Golii izolat1
TG4
TGS
(Abanoz, 2016)
CKT1
CKT?2 Cankir1 Kaya Tuzu Magarasi izolati
CKT3

Halolamina sp.
YKT1 Yozgat Kaya Tuzu Magarasi izolati
YKT2

Calismada, daha once ii¢ lokasyondan izole edilmis olan (Abanoz, 2016)
Haloarcula sp. ve Halolamina sp. suslar1 Sehgal-Gibbons (SG) (Sehgal ve Gibbons,
1960) (Ek 1) besiyerine ekilerek 37 °C’de 150 rpm’de 15 giin boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. Uzun siireli saklama i¢in, iireyen kiiltiirlerden 4 mL alinip santrifiij
islemi ile ¢oktlriilmistiir. Olusan pelet 800 uL SG’de ¢oziildiikten sonra %86’lik

steril gliserol ile 1:1 oraninda karistirilarak -86 °C’de saklanmustir.

Suslarin PHB iiretimlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan besiyerleri SG (Sehgal
ve Gibbons, 1960), Mineral Salt Medium (MSM) (Getachew ve Woldesenbet, 2016),
Nutrient-rich AS168 (Alsafadi ve Al-Mashagbeh, 2017), Nutrient limited MST (Lu
vd, 2008), Bazal besiyeri (Taran, 2011) ve SW-25 medium (Tekin vd, 2012)

kullanilmustir. Besiyeri igerikleri Ek 1°de verilmistir.
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3.2. Cozeltiler

Calismada kullanilan tampon ve c¢ozeltileri igerikleri ve hazirlaniglar1 Ek 2°de

verilmistir.

3.3. Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar EK 3’de verilmistir.

3.4. Suslarin Ureme Egrilerinin Belirlenmesi

Haloarcula sp. TG1, TG2, TG3, TG4, TGS, CKT1, CKT2, CKT3 ve Halolamina sp.
YKT1, YKT2 suslarina ait stoklardan (ODggo~1.8-2.0) 1 mL alimip SG ve SW25
olmak iizere iki farkli siv1 besiyerine ekim yapilmistir. 37 °C’de 150 rpm’de inkiibe
edilen kiiltiirlerden 24 saat araliklarla 10 giin boyunca 6rnek alinarak 600 nm’deki

absorbans degerleri Shimadzu UV spektrofotometre cihazi kullanilarak ol¢tilmiistiir.

3.5. Hiicre Kuru Agirhgmin Belirlenmesi

50 mL fermantasyon kiiltiirii 10.000 rpm’de 15 dak. santrifiij edilip elde edilen pelet
NaCl uzaklagtirilmasi amaciyla steril dH,O ile yikanmigtir. Ayni kosullarda santrifiij
sonrasinda elde edilen pelet etiivde 55 °C’de 16 saat inkiibe edilerek kurumasi

saglanmistir. Hiicre kuru agirlig1 hassas terazi ile tartilarak belirlenmistir.

3.6. PHB Ekstraksiyonu

96 saat siiren fermantasyon islemi sonunda PHB ekstraksiyonu Taran (2011)
tarafindan rapor edilen metoda goére gerceklestirilmistir. Fermantasyon sonrasinda, 5
mL kiltir 10.000 rpm’de 10 dak. santrifiij edilmistir. Hiicre duvarmin ozmotik
basinca maruz kalarak patlatilmasi ve besiyerindeki tuz vb. kalintilarin
uzaklastirilmast amaci ile olusan peletlere ayni1 hacimde steril distile su eklenerek 1
saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Ardindan, ayni1 kosullarda (10.000 rpm’de 10 dak.)
santrifiij islemininin sonrasinda elde edilen peletteki PHB’nin ekstrakte edilmesi
amaciyla sirasiyla 5 mL aseton ve etanol ile yikama islemleri gerceklestirilmistir.
Olusan pelet tlizerine 5 mL kloroform eklenerek pipetleme yoluyla homojen bir

karisim elde edilmistir. Kloroform tamamen ugurulana kadar karisim su banyosunda
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bekletilmistir. Elde edilen pelet iizerine 5 mL H,SO, (EK 3) eklenerek kaynayan su
igerisinde 40 dak. bekletilmistir. Bu islem sonucunda meydana gelen krotonik asit, 1
mL siilfirik asit koriine karst kuvarz kiivetlerde 235 nm absorbans degerinde
Shimadzu UV spektrofotometre’de 6l¢iilmiistiir. Sonuglar, standart PHB grafigi ile
karsilastirilarak kuru hiicre bagina rolatif PHB miktar tayin edilmistir (Ates, 1997).

3.7. PHB Standardinin Hazirlanmasi

250 mL’lik erlen igerisinde 0.05 g PHB (Sigma Aldrich) (Ek 3) 100 mL Kkloroform
ile kanstirilarak 50 °C 1sidaki manyetik karistirict {izerinde ¢oziindiiriilmistiir.
Coziinen PHB ¢ozeltisinden 1’er mL alinarak iki ayr erlende kloroformla (99 mL)
1/100 oraninda seyreltme islemi gergeklestirilmistir. Elde edilen bu ¢ozeltilerden 50
mL’lik erlenlere sirasiyla 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20 mL aktarilmis ve
Kloroformun ugurulmasi igin 100 °C’de su banyosunda inkiibe edilmislerdir.
Ardindan, her bir 6rnek Uzerine 10 mL siilfirik asit eklenerek 10 dak. 100 °C’de
inkiibasyon sonrasinda PHB graniillerinin krotonik asite doniismesi saglanmistir. Bu
islem sonrasinda, erlenlerde 0.25, 0.5, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ug/mL PHB’ye
karsihik gelen krotonik asit elde edilmistir. Orneklerle aym absorbans degerinde
stlfirik aside kars1 Ol¢lim yapilarak kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Ates, 1997)
(Sekil 3.1).

2.5
*
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= y=0,214x+0,132
2 R?=0,992
2
=
=
0.5
0 : :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PHB (ug/ml)

Sekil 3.1. PHB miktarinin belirlenmesinde kullanilan standart grafik
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3.8. PHB Uretiminin Optimizasyonu

3.8.1. Sicaklik etkisi

Izolatlarn PHB iiretim miktarlarmin  artirilmasma  ydnelik  optimizasyon
calismalarinda, en iyi PHB iiretiminin gergeklestigi besiyerinde 28 °C, 37 °C ve 50
°C’deki sicakliklarda fermantasyon igslemi gergeklestirilmis ve PHB {iretim miktarlar

tespit edilmistir.

3.8.2. pH etkisi

En iyi PHB iiretiminin gerceklestigi besiyerinin pH’st 1 M NaOH ve %50’lik
Hidroklorik asit (HCI) yardimiyla pH 6.5, 7.35, 8 ve 9 degerlerine getirilerek
optimum sicaklik degerinde fermantasyon gergeklestirilmis ve PHB {iretim miktarlar

tespit edilmistir.

3.8.3. NaCl etkisi

Izolatlarn PHB iiretim miktarlarinin  arttinlmasma  ydnelik  optimizasyon
calismalarinda, en iyi PHB iiretiminin gergeklestigi besiyerinde diger bilesenler sabit
tutularak 0, 1, 2, 3, 4, 5 M NaCl konsantrasyonlarinda fermantasyon islemi

gerceklestirilmis ve PHB iiretim miktarlar tespit edilmistir.

3.8.4. Inkiibasyon siiresinin etKisi

Izolatlarn PHB iiretim miktarlarinin  artirilmasma  yonelik  optimizasyon
caligmalarinda, en iyi PHB iiretiminin gergeklestigi MSM besiyeri kullanilarak
inkiibasyon siiresinin PHB iiretimine etkisi tespit edilmistir. Bu calisma;
fermantasyon asamasi sirasinda, fermantasyon kiiltiiriinden her 24 saatte bir alinan
kiltiirlerin PHB {iiretim miktarlarin1 belirlemek iizerine olmustur. Bu islem PHB

tiretim miktarinin azalma gosterdigi saate kadar stirdiirtilmistiir.

3.8.5. Farkh karbon kaynaklarinin etkisi

Izolatlarn PHB iiretim miktarlarinin  artirllmasma  yonelik  optimizasyon

caligmalarinda, en iyi PHB fliretiminin gergeklestigi besiyerinde glukoz, nisasta ve
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gliserol gibi farkli karbon kaynaklari1 %4 oraninda eklenerek fermantasyon iglemi

gerceklestirilmis ve PHB iiretim miktarlari tespit edilmistir.

3.8.6. Tarimsal atiklarin karbon kaynagi olarak besiyerine eklenmesi

Seker pancar1 kiispesi, misir kogani ve findik zurufunu olabildigince ince pargalara
ayrilarak yaklasik 1 hafta boyunca 60 °C’de firinda kurutulup ince tanecikler halinde
ogitilmiistir. Chen ve Yang (1984) tarafindan aciklandigi sekilde kurutulan
maddeler ¢inko kloriir metodu ile hidrolize edilmistir. Buna gore; 1 g 6rnek 5 mL %2
oraninda HCI igeren ZnCl; ¢ozeltisi igerisinde sisirilmis, ardindan, 98 °C’de 10 dak.
inkiibasyon ile hidrolize edilerek seliilozun ¢6ziinmesi saglanmistir. Olusan ¢ozelti
igerisine 5 mL %2’lik HCI eklenmistir. 98 °C’de 10 dak. 1sitilarak seliilozun glikoza
hidrolizi saglanmistir. Deney sonrasinda elde edilen sividaki glukoz miktart DNS

yontemi (Miller, 1959) ile tayin edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Suslarmn 37 °C ve 50 °C Sicakhklarda SG Besiyerindeki Ureme Profilleri

Mikroorganizmalarin PHB {iretimleri genel olarak iiremenin en iyi oldugu logaritmik
fazdan baslamaktadir, ve iireme hiz ve basarisiyla dogru orantili olarak iiretimleri
gerceklesmektedir. Bu nedenle, suslarin iiremelerinin iyi oldugu SG (Abanoz, 2016)
besiyerinde iki farkli sicaklikta iireme profillerini elde etmek ve fermantasyon 6ncesi
On kiiltiir siiresini tespit etmek amaciyla stoklardan (ODggo~1.8-2.0) 1 mL alinip 500
mL’lik erlenler igerisindeki 100°er mL SG siv1 besiyerine ekim gerceklestirilmistir.
Tiim suslar 37 °C ve 50 °C olmak {iizere iki farkli sicaklik kullanilarak 150 rpm’de 10
giin boyunca galkalayici inkiibatorde (Labwit) inkiibe edilmistir. 24 saat araliklarla
kiiltiirden 6rnekler alinarak 600 nm’deki absorbans degerleri spektrofotometre cihazi

(Shimadzu UV) ile 6l¢tilmiistiir.

Iki farkli sicaklikta SG besiyerinde iiretilen Haloarcula sp. TG1 susuna ait
treme egrileri Sekil 4.1°de verilmektedir. 37 °C’de SG kiiltiiriinde lag fazi
gozlenmeyen susda logaritmik fazin Tyg-T7, arasinda gercgeklestigi goriilmektedir.
Ornekleme yapilan son saat olan T4 ya kadar durgunluk fazinin devam ettigi tespit
edilmistir. En yiiksek ODggo degeri 1.6°dir. Haloarcula sp. TG1 susunun 50 °C’de
inkiibe edilen SG kiiltiirlerinde, kisa bir lag fazinin ardindan (Tss’e kadar) Tag-T120
araliginda logaritmik faz evresini gergeklestirmis, T120-To40 araliginda durgunluk fazi
devam etmistir. Durgunluk fazi gerceklestirdikten sonra ise Olim fazina gecis
yapmustir. Bu kiiltiiriin en yiikksek ODgoo degeri 1,4 olarak tespit edilmistir. Bu susun

tiremesi i¢in en uygun sicaklik olarak 37 °C tespit edilmistir.
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Sekil 4.1. Haloarcula sp. TG1 susunun 37 °C ve 50 °C sicaklikta SG besiyerinde
tireme profilleri

Haloarcula sp. TG2 susunun 37 °C’de ve SG besiyerinde lag fazi olmadan
logaritmik fazi yasadigi (T24-T72), bu saatten sonra inkiibasyonun 240. saatine kadar
durgunluk fazinin devam ettigi goriilmektedir. Optik yogunlugu ise maksimum
ODeggo 1,4 civarindadir. Ayni sugsun 50 °C’de ve SG kiiltiirlerinde ¢ok hizli bir ireme
profili elde edilmistir. lag fazi yasanmadan hizli bir logaritmik ve durgunluk fazlari
sonrasinda (sirastyla Tps-Tsg Ve Tag-Tgs), Tos’dan itibaren Oliim fazina girilmistir.
(Sekil 4.2). Bu bakimdan, bu sus i¢in de 37 °C’nin ilireme i¢in daha uygun oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 4.2.  Haloarcula sp. TG2 susunun 37 °C ve 50 °C sicaklikta SG besiyerinde
tireme profilleri

Haloarcula sp. TG3 susunda, 37 °C’de SG kiiltiirlerinde iireme profili
incelendiginde; Ty4-72 araliginda logaritmik faz, 72. saatten Tig,’ye kadar durgunluk
faz1 ve ardindan 6lim fazi gergeklesmektedir. Maksimum ODggo~1.7 olarak tespit
edilmistir. Diger yandan, ayni susun 50 °C’deki SG Kkiiltiirlerinde logaritmik faz
profili To4-T7, arasinda belirlenmis, 6lim fazina ise Tix’de gecis yapmustir. (Sekil

4.3),
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Sekil 4.3.  Haloarcula sp. TG3 susunun 37 °C ve 50 °C sicaklikta SG besiyerinde
tireme profilleri

Haloarcula sp. TG4 susu, 37 °C’de ve SG besiyerinde dogrudan logaritmik
faza gecerek T72-120 arasindaki kisa bir durgunluk fazi sonrasinda 6liim fazina gegis
yapmustir. 50 °C’de ve SG kiiltiirlerinde ¢an egrisi seklinde bir ilireme profili elde
edilmistir. Kisa bir logaritmik ve durgunluk evrelerinin ardindan Tgg sonrasi 6liim

fazina girilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Haloarcula sp. TG4 susunun 37 °C ve 50 °C sicaklikta SG besiyerinde
tireme profilleri

Haloarcula sp. TGS susunun iireme profili incelendiginde, 37 °C’de SG
besiyerinde Ty4- T7; arasinda logaritmik faz gézlemlenirken, T, sonrasinda baslayan
durgunluk fazi Tas’a degin devam etmektedir. Haloarcula sp. TGS susu 50 °C
sicaklikta SG kiiltiirlerinde, Haloarcula sp. TG4 susu gibi, Ty4-T7, arasinda
logaritmik evresini yasaylp, durgunluk fazimi atlayarak dogrudan o6liim fazina

geemektedir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Haloarcula sp. TG5 susunun 37 °C ve 50 °C sicaklikta SG besiyerinde
tireme profilleri

Haloarcula sp. CKT1 susu 37 °C’de SG besiyerinde, T72’ye kadar ki
logaritmik fazi sonrasinda kisa bir durgunluk evresi ve devaminda Tiz¢’den itibaren
yavas seyreden bir 6liim fazimi gegirmektedir. 50 °C’de SG besiyerinde bu susun
logaritmik fazi Ty4- T, arasinda gézlemlenmis olup, durgunluk fazi T7,- Tog araligi

iken, 96. saatten sonra 6liim fazina gecis yaptigi gézlemlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Haloarcula sp. CKT1 susunun 37 °C ve 50 °C sicaklikta SG besiyerinde
tireme profilleri

Haloarcula sp. CKT2 susu, 37 °C ve SG besiyerinde Ty4-T7, saatleri
arasindaki lag fazinin ardindan T7,-T144 arasinda logaritmik fazi gegirmis, Ti44-T216
araliginda tiremesinde yavas, bu saat sonrasinda ise hizli bir azalma kaydedilmistir.
Haloarcula sp. CKT2 susunun 50 °C’deki SG Kkiiltiirlerinde lag fazi yasamadan
Tos’ya kadar hizli bir logaritmik evre ve bu saatin ardindan Olim evresi
gozlemlenmistir (Sekil 4.7). En yiiksek optik yogunluk ODgpo:1,8 olarak ve 37
°C’deki kiiltiirlerinde kaydedilmistir.
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Sekil 4.7.  Haloarcula sp. CKT2 susunun 37 °C ve 50 °C sicaklikta SG besiyerinde
tireme profilleri

37 °C’de ve SG besiyerinde inkiibe edilen Haloarcula sp. CKT3 susunun
tireme profili incelendiginde, dogrudan ve Tza.Tgs araliginda logaritmik faza gecis
yaptig1 ve 10. giine kadar durgunluk fazinin devam ettigi tespit edilmistir. Diger
yandan, 50 °C’de SG besiyerindeki tiremesi daha az olup, SG kiiltiiriinde T7,’ye
kadar logaritmik fazi yasayip ardindan yavas yavas 6liim fazina ge¢mistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Haloarcula sp. CKT3 susunun 37 °C ve 50 °C sicaklikta SG besiyerinde
tireme profilleri

Halolamina sp. YKT1 susunun iireme egrisi incelendiginde, 37 °C’deki SG
kiiltiirlerinde Tj4.4g araligindaki kisa bir lag fazinin devaminda Tiy0’ye kadar siiren
bir logaritmik faz gecirdigi goriilmektedir. Durgunluk fazi T12-T192 araliginda olup
Tigo’den sonra Olim fazina gegmistir. 50 °C’deki SG kiiltiirlerinde lag fazi
goriilmeyen susta logaritmik faz T4 T7, arasinda, durgunluk fazi ise inkiibasyonun
72-120 saatleri arasinda tespit edilmistir. Ardindan, susun lireme egrisinde diisiis

gbzlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Halolamina sp. YKT1 susunun 37 °C ve 50 °C sicaklikta SG besiyerinde
tireme profilleri

Halolamina sp. YKT2 susunun iiremesi incelendiginde ise logaritmik fazi 37
°C’deki SG Kkiiltiirlerinde logartimik fazi T,4.T7, araliginda gegirdigi ve devaminda
durgunluk fazinda kaldig1 goriilmektedir. 50 °C’deki SG kiiltiirlerinde Tyg’e kadar

hizl1 bir tireme ardindan ise tiremede dereceli bir azalma s6z konusudur (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Halolamina sp. YKT2 susunun 37 °C ve 50 °C sicaklikta SG besiyerinde
tireme profilleri

Sonuglar incelendiginde, suslarin SG besiyerindeki iireme profillerinin 37
°C’de daha iyi oldugu ve 72 saatin genel olarak logaritmik fazin sonu durgunluk

fazin baslangici olarak uygun bir siire oldugu tespit edilmistir.

4.2. Suslarin PHB Uretimlerinin Belirlenmesi

Calismada Haloarcula sp. ve Halolamina sp. suslarinda PHB iiretimlerinin
belirlenmesi amaciyla, stoklardan 1 mL alinip 50 mL’lik SG besiyerlerine ekim
yapilmis, 72 saat inkiibasyon sonrasinda %3 oraninda 100 mL’lik MSM (Getachew
ve Woldesenbet, 2016) besiyerine ekim gergeklestirilmistir. 37 °C ve 150 rpm’de 96
saatlik inkiibasyon sonrasinda suslarin kuru hiicre agirliklar1 ve PHB {iretimleri

belirlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.11).
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Cizelge 4.1. Suslara ait MSM Kkiiltiirlerinde %PHB verimleri

Suslar Hiicre Kuru Agirhg PHB miktari Verim (%)
(HKA) (mg/100 mL) (mg/100 mL)
Haloarcula sp. TG1 20,2 6,33 31,36
Haloarcula sp. TG2 21 2,14 10,20
Haloarcula sp. TG3 11,9 1,62 13,66
Haloarcula sp. TG4 11,5 0,92 8,04
Haloarcula sp. TG5 20,2 2,93 14,52
Haloarcula sp. CKT1 17,5 1,92 11,02
Haloarcula sp. CKT2 11,6 1,30 11,27
Haloarcula sp. CKT3 24,0 6,05 25,23
Halolamina sp. YKT1 9,2 2,01 21,89
Halolamina sp. YKT2 15,8 4,03 25,51
25 40
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Sekil 4.11. Suslara ait MSM Kkiiltiirlerinde kuru hiicre agirligina gére %PHB {iretimi
Haloarcula sp. TG1, TG2, TG3, TG4, TG5, CKT1, CKT2, CKT3,

Suglar

I HEA

Halolamina sp. YKT1 ve YKT2

MSM besiyeri kullanilarak gerceklestirilen fermantasyon sonrasinda en iyi
%PHB verimine sahip sus %31,36 ile Haloarcula sp. TG1 olarak belirlenirken, onu
sirastyla Halolamina sp. YKT2 (%25,51) ve Haloarcula sp. CKT3 (%25,23) suslar

izlemektedir. Calismanin devaminda, en yiiksek %PHB verimlerinin elde edildigi bu

PHE —&—%FPHE

tic sus kullanilarak farkli besiyerlerinde %PHB verimleri karsilastirilmistir.
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4.3. Farkh Besiyeri Kombinasyonlarnmin Haloarcula sp. TG1l, CKT3 ve
Halolamina sp. YKT2 Suslarinin %PHB Verimleri Uzerine EtKisi

Bakterilerde PHB {iretiminin saptanmasi amaciyla farkli besiyeri kombinasyonlari
denenerek suslarin PHB iiretimleri belirlenmistir. Farkli ¢calismalarda PHB iiretimi
icin kullanilan besiyerleri 4 farkli sekilde biraraya getirilerek (Cizelge 4.2) MSM’de
en iyi %PHB veriminin elde edildigi ti¢ susta PHB firetimleri ve % verimleri
karsilastirilmistir (Cizelge 4.3, Sekil 4.12). Haloarcula sp. ve Halolamina sp.
suslarinin iireme gereksinimleri dikkate alinarak besiyerlerine 5 M NaCl eklenmistir

(Abanoz, 2016).

Cizelge 4.2. Suglarin PHB iiretimlerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan besiyeri

kombinasyonlari
On Kiiltiir/Fermantasyon Kombinasyonun
kullanildig1 ¢calisma
Sehgal Gibbons (Sehgal ve Gibbons, 1960)/ Bu ¢aligma

MSM (Mineral tuz besiyeri) (Getachew ve Woldesenbet,
2016) (SG-MSM)
Nutrient-rich AS16 (Alsafadi ve Al-Mashagbeh, 2017)/ (Alsafadi ve Al-

Nutrient limited MST besiyeri (Lu vd, 2008) Mashagbeh, 2017)
(AS168-MST)

Nutrient-rich AS168 / Bazal besiyeri (Taran, 2011) Bu ¢alisma
(AS168-Bazal)

SW-25/SW-25 (Tekin vd, 2012) (SW25-SW25) (Tekin vd, 2012)
SW-25/MSM Bu ¢alisma

Cizelge 4.3. Suslara ait farkl: kiiltiirlerde PHB iiretimleri ve %PHB verimleri

Haloarcula sp. TG1 Haloarcula sp. CKT3 Halolamina sp. YKT2
Besiyeri HKA* PHB % HKA PHB % HKA PHB %
kombinasyonla (mg/100 (mg/100 Verim (mg/100 (mg/100 Verim (mg/100 (mg/100 Verim
r1 mL) mL) mL) mL) mL) mL)
SG-MSM 21,98 6,8 30,95 25,120 6,26 24,76 19,72 5,03 25,5
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Cizelge 4.3. (devam)

Haloarcula sp. TG1

Haloarcula sp. CKT3

Halolamina sp. YKT2

Besiyeri HKA* PHB %
kombinasy  (mg/100 (mg/100 Verim
onlari mL) mL)

AS168- 136 2,34 1,72
MST

AS168- 9,9 2,04 20,66
Bazal

SW25-SW- 35,6 5,06 14,22
25

SW25- 23,08 7,75 33,56
MSM

HKA

(mg/100

mL)

231

16,5

23,0

251

PHB %
(mg/100  Verim
mL)

2,57 1,11
3,42 20,75
1,89 8,24
5,87 23,4

HKA
(mg/100
mL)

189

18,2

359

18,35

PHB
(mg/100
mL)

3,36

3,67

5,66

4,68

%
Verim

1,77

20,20

15,77

25,23

*HKA: Hiicre Kuru Agirligt

AS168-Bazal besiyeri kombinasyonunda, tiim suslarda %20 oraninda %PHB

verimleri elde edilmistir. Uremenin iyi oldugu SW25 Kkiiltiirlerinde ise %8-15

araliginda %PHB verimi saglanmistir. Karsilagtirilan besiyeri kombinasyonlari

icerisinde tiim suslarda en iyi %PHB verimi SG oOnkiiltir MSM fermantasyon

besiyerinde tespit edilmistir. SG/MSM fermantasyonu sonrasinda en yiiksek %PHB

verimi %31,36 degeri ile Haloarcula sp. TG1 susunda kaydedilmistir. Bu susa ait

SW25 o6n kiltlirtiniin kullanildigt MSM fermantasyonu sonrasinda ise hiicre kuru

agirhiginin (23,08 mg/100 mL) %33,56’s1 kadar PHB (7,75 mg/100 mL) {iretimi

gerceklesmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Suslarin farkli besiyeri kombinasyonlarinda PHB {iretimleri ve %PHB
verimleri

Tim suslarda en iyi liremeyi saglayan fermantasyon besiyeri MST olarak
bulunmustur. Bununla birlikte, %PHB verimleri karsilastirildiginda, en diigiik
degerler bu fermantasyon sonucunda elde edilmistir. HKA (mg/100 mL) degerleri
cok yiliksek oldugundan Sekil 4.13’te ayr1 olarak suslarin %PHB verimleri

gosterilmistir.

2
1.2
16
- 14
g 1
208 -
E%G,ﬁ .
04 -
0.2 4
0
CKT3
Suslar

Sekil 4.13. Suslarin AS168-MST kiiltiirlerindeki %PHB verimleri

Bu nedenle, c¢alismanin devaminda fermantasyon igin en uygun
onkiiltiir/fermantasyon besiyeri kombinasyonu olan SW25/MSM kullanilarak
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Haloarcula sp. TGl susunun farkli kiiltiir kosullarinda (sicaklik, pH, NaCl
konsantrasyonu, farkli karbon kaynaklari ve inkiibasyon siiresi) %PHB birikiminin

belirlenmesi i¢in optimizasyon deneyleri yiiriitilmiistiir.

4.4. Haloarcula sp. TG1 Susunda PHB Uretiminin Optimizasyonu

Optimizasyon calismalarinda MSM besiyeri kullanilarak Haloarcula sp. TG1 susu

icin optimum %PHB verimi parametre degerleri belirlenmistir.

4.4.1. Haloarcula sp. TG1 susunun %PHB verimi iizerine farkh inkiibasyon

sicakliklarininin etkisi

Haloarcula sp. TG1 susu MSM besiyerinde 28, 37 ve 50 °C olmak {izere farkli
inkiibasyon sicakliklarinda 96 saat siiresince iiretilmistir. Elde edilen HKA (mg/100
mL) ve PHB iiretim degerleri ile %PHB (w/w) verimleri Cizelge 4.4 ve Sekil 4.14’te

verilmektedir.

Cizelge 4.4. Haloarcula sp. TGl’e ait MSM Kkiiltiirlerinde farkli inkiibasyon
sicakliklarinda HKA, PHB iiretimi ve %PHB verimi

Sicaklik (°C) HKA PHB %Verim
(mg/100 mL) (mg/100 mL)
28 9,77 2,50 25,57+1,88
37 23,16 7,49 32,38+0,91
50 18,12 1,90 10,49+2,29
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Sekil 4.14. Haloarcula sp. TG1’e ait MSM Kkiiltiirlerinde farkli inkiibasyon
sicakliklarinda HKA, PHB iiretimi ve %PHB verimi

Haloarcula sp. TG1 susunun MSM Kkiiltiirleri hiicre kuru agirliginin (23,16
mg/100 mL) %32,38’i kadarlik bir %PHB iiretimi (7,49 mg/100 mL) ile en iyi PHB
birikimini 37 °C sicakliginda saglamistir. Sicakligin 50 °C’ye ¢ikarilmasi sonucunda

PHB birikiminde %30 degerinde azalma kaydedilmistir.

Flora vd (2010) farkli inkiibasyon sicakliklarinin Azotobacter beijerinckii
susunun PHB verimi iizerine etkisini aragtirmig, en yiiksek PHB veriminin 37 °C
gerceklestigini ve hiicre kuru agirligmin %63°’ne karsilik geldigini belirlemislerdir.
Bagka bir ¢aligmada ise Rhodobacter sphaeroides ES16 susunun en yiiksek PHB
tiretimini %49,05 verimle 32,6 °C’de gergeklestirdigi tespit edilmistir (Sangkharak
ve Prasertsan, 2007). Yine PHB iiretiminde sicakligin etkisini belirlemek amaciyla
gerceklestirilen bir ¢calismada Taran (2011), Haloarcula sp. IRU1 susunun 47 °C’de

%46,6 oraninda PHB iirettigini belirlemistir.

4.4.2. Haloarcula sp. TG1 susunun %PHB verimi iizerine pH etkisi

Haloarcula sp. TG1 susu farkli pH degerlerine (pH: 6.5-7.35-8.0-9.0) sahip MSM
besiyerinde 37 °C sicaklikta ve 150 rpm’de 96 saat siiresince inkiibe edilmistir. Elde
edilen HKA (mg/100 mL) ve PHB iiretim degerleri ile %PHB (w/w) verimleri
Cizelge 4.5 ve Sekil 4.15’te verilmektedir.

43



Cizelge 4.5. Haloarcula sp. TG1’e ait farkli pH degerlerindeki MSM Kkiiltiirlerinde
HKA, PHB birikimi ve %PHB verimi

pH HKA PHB %Verim
Degerleri (mg/100 mL) (mg/100 mL)
6.5 4,16 0,36 8,64+0,53
7.35 23,13 7,78 33,28+0,53
8 21,93 6 25,52+1,51
9 9,73 1,26 13,10+0,05
6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5
25 . 40
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Sekil 4.15. Haloarcula sp. TG1’in farkli pH degerlerinde %PHB verimi

Haloarcula sp. TG1 susunun asidik pH degerinde (pH:6.5) tiremesi ve PHB
tiretimi olduk¢a az oldugundan, %PHB verimi c¢ok diisiik orandadir (%8,64).
pH:9.0°da ise asidik pH degerine kiyasla iireme, PHB {iretimi ve %PHB verimi
(%13,1) bir miktar daha yiiksektir. Hiicre kuru agirhigma (23,13 mg/100 mL) kiyasla
en yiksek PHB birikimi (7,78 mg/100 mL) %33,28 ile pH:7.35 degerinde elde
edilmistir. pH’nin 8.0 olmas1 susun %PHB verimini, pH:7.35’teki degerine gore %24
oraninda azaltmistir. Dolayist ile, Haloarcula sp. TG1 susu 37 °C sicaklikta ve pH
7.35 degerinde hiicre kuru agirhigma gére en 1yt PHB  birikimini
gergeklestirmektedir.

Singh vd (2011), Bacillus sp. iizerine yapmis olduklart pH optimizasyonu
caligmalarinda, 7 farkli pH degerinin (5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0) PHB verimine

etkisini incelemislerdir. Calismalar sonucunda en yiiksek PHB verimini %60,57
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oranla pH 7.0 degerinde tespit etmislerdir. Baska bir ¢aligmada, yapilan
optimizasyon caligsmalar1 neticesinde Nostoc muscorum susunun pH: 7.5 degerinde
hiicre kuru agirliginin %6,44°i oraninda PHB iirettigi bildirilmistir (Ansari ve Fatma,

2016).

4.4.3. Haloarcula sp. TG1 susunun %PHB verimi iizerine NaCl etkisi

Haloarcula sp. TG1 susu NaCl igermeyen ve 1-5 M araliginda NaCl iceren MSM
besiyerinde (pH; 7.35), 37 °C sicaklikta ve 150 rpm’de 96 saat siiresince inkiibe
edilmistir. Elde edilen HKA (mg/100 mL) ve PHB iiretim degerleri ile %PHB (w/w)

verimleri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.16’da verilmektedir.

Cizelge 4.6. Haloarcula sp. TG1’in ait farkli konsantrasyonlarda NaCl iceren MSM
kultirlerinde HKA, PHB birikimi ve %PHB verimi

NaCl HKA PHB %\Verim
konsantrasyonu (mg/100 mL) (mg/100 mL)

(M)
0 1,13 0,101 8,92+0,53
1 4,86 0,06 1,23+0,06
2 13,06 0,3 2,29+0,16
3 14,4 2,6 18,05+0,25
4 20,86 6,3 30,20+1,23
5 24,8 7,9 31,85+0,13
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Sekil 4.16. Haloarcula sp. TG1 susunda farkli NaCl konsantrasyonlarindaki %PHB
verimi

Haloarcula sp. TG1 susunun hiicre kuru agirligina (24,8 mg/100 mL) oranla
%PHB Dbirikimi (7,9 mg/100 mL) %31,85 orani1 ile en yiiksek 5 M NaCl
konsantrasyonunda elde edilmistir. NaCl igermeyen MSM Kkiiltiirlerinde hem iireme
hem de PHB iretimi ¢ok diisiikk olup hiicre kuru agirhigmm (1,13 mg/100 mL)
%8,92’si PHB graniillerinden olugmaktadir. Sekil 4.16’da goriildiigii tizere NaCl

konsantrasyon artigina paralel olarak %PHB verimi artis gostermektedir.

Fernandez-Castillo vd (1986), 3 farkli halofilik sus (Haloferax volcanii,
Haloferax gibbonsii ve Haloferax hispanicum ) ile yapmis olduklar1 ¢aligmada, NaCl
konsantrasyonunun PHB verimi {izerine etkisini arastirmislardir. Suslarin en yiiksek
PHB verimlerinin %25 NaCl konsantrasyonu igeren besiyerinde ve sirasiyla hiicre
kuru agirliklarmin %7, %1,2 ve %2.4’i oraninda oldugu bildirilmistir. Baska bir
calismada Tekin (2008), izmir Camalti Tuzlasi’ndan izole ettigi Haloferax
alexandrinus’un PHB veriminin farkli NaCl konsantrasyonlarin1 kullanarak
optimizasyonu lizerine yapmis oldugu c¢alismada en yiiksek PHB verimini %20 NaCl
konsantrasyonunda %4,48 olarak belirlemistir. Alsafadi ve Al-Mashagbeh (2017),

Haloferax mediterranei bakterisinin PHB iiretimi iizerinde NaCl konsantrasyonu
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etkisini belirlemek amaciyla yapmis olduklar1 ¢aligmada, susun en yiiksek PHB

tiretimini %22’°lik NaCl konsantrasyonunda ger¢eklestirdigini tespit etmislerdir.

4.4.4. Optimum kosullarda Haloarcula sp. TG1 susunda en uygun inkiibasyon

suiresinin belirlenmesi

Haloarcula sp. TG1 susu MSM besiyerinde en iyi %PHB verimi igin tespit edilen
optimum kosullar 37 °C sicaklik, pH: 7.35 degeri ve 5 M NaCl olup, hiicre kuru
agirhigina gore %31,85 oraninda PHB birikimi saglanmistir. 150 rpm ¢alkalama ve
120 saat inkiibasyon siiresince 24 saatte bir Orneklem yapilarak susun optimum
kosullarda zaman bagli %PHB verimi tespit edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.7 ve Sekil
4.17°de verilmektedir.

Cizelge 4.7. Haloarcula sp. TG1 susunda optimum kiiltiir kosullarinda zaman bagl
%PHB verimi

Inkiibasyon HKA PHB %Verim
siiresi (Saat) (mg/100 mL) (mg/100 mL)
24 18,66 2,38 12,74+0,06
48 22,17 6,66 30,05+0,14
72 24 8,31 34,64+0,51
96 22,51 6,13 27,23+0,13
120 19,58 3,42 17,46+0,03
0 24 48 72 96 120 144
30 ! : : : : 40

HKA& PHB Uretimi
(mg/100 ml)
5 o S
%PHB (vAv)

i
I

24 48 72 96 120

Inkiibasyon siiresi (Saat)
mam HKA PHB —4&—%PHB
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Sekil 4.17. Haloarcula sp. TG1 susunda optimum Kkiiltiir kosullarinda zamana baglh
%PHB verimi

Sekil 4.17°de goriildigii tizere, Haloarcula sp. TG1 susu MSM Kkiiltiirlerinde
optimum kosullarda en iyi %PHB iiretimini %34,64 ile inkiibasyonun 72. saatinde

gergeklestirmektedir.

Bhagowati vd (2015)’nin Bacillus cereus SE-1 susu ile yapmis oldugu PHB
iretimi optimizasyonu caligmalarinda, sodyum hipoklorit-kloroform ekstraksiyonu
metodunu Kkullanarak susa ait en yiiksek PHB veriminin 72. saat sonunda alinan
orneklerden elde edildigi bildirilmistir. Quillaguaman vd (2007) Halomonas
boliviensis LC1 susu ile yapmis olduklari ¢alismada, MSM fermantasyon besiyerinde
karbon kaynagi olarak siikroz kullanildiginda, farkli inkiibasyon siirelerinin PHB
tiretimine etkisini aragtirmiglardir. 19 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda PHB
tiretiminin (7.7 g/L) hiicre kuru agirligina (14.0 g/L) oranin1 %54 olarak tespit ederek
en iyi inkiibasyon siiresinin 19. saat oldugunu belirlemislerdir. Baska bir ¢alismada,
Omeroglu ve Karaboz (2010), Izmir Orta Kérfezi’nden izole ettikleri Vibrio sp.’nin
en yiksek PHB iiretiminin gerceklestigi inkiibasyon siiresini 42. saat olarak
belirlemislerdir. Buna goére Vibrio sp.’nin 42. saatlik inkiibasyonu sonucunda PHB
tiretiminin (58,15 mg/L) hiicre kuru agirhigma (242,1 mg/L) oranin1 %24 olarak
belirlemislerdir. Haloarcula sp. TGl ile gergeklestirdigimiz inkiibasyon siiresi
optimizasyonu ¢alismamizda 72. saatte iiretilen PHB veriminin %24’ten %22,51°e
diistiigli belirlenmistir. Bu durum stres kosullar1 altinda karbon ve enerji kaynagi
olarak depo edilen PHB nin mikroorganizma tarafindan kullanilmaya baslanmasi ile
aciklanabilir (Omeroglu ve Karaboz, 2010). Inkiibasyon siiresinin uzamasi
sonucunda, tretilen PHB miktariin azalmasi Mercan ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan ¢alismada da gosterilmistir. Bu ¢alismada, Rhizobium bakterisi inkiibasyonun
48. saatinde %74,03’lik bir %PHB verimine sahipken, 72. saatte verim %36,10 ve
96. saatte %21,72’ye kadar diismiistiir (Mercan vd, 2002).

4.4.5. Farkh karbon kaynaklarimin Haloarcula sp. TG1’de % PHB birikimi

uzerindeki etkisi

MSM besiyeri %4 oraninda glukoz igermektedir. Bilindigi gibi, farkli karbon
kaynaklarmin kullanimi suslarin PHB birikimlerini farkli oranlarda etkilemektedir.

Calismanin devaminda, optimize edilen kiiltiir kosullar1 altinda glukoz kontrol olarak
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kullanilarak ayni konsantrasyonda nisasta ve gliserol varliginda Haloarcula sp. TG1
susunun hiicre kuru agirligina oranla %PHB verimi karsilagtirilmistir (Cizelge 4.8,
Sekil 4.18). Karsilastirilan li¢ farkli karbon kaynagindan glukozun oldugu MSM
kiiltiirlerinde hiicre kuru agirliginin (24,3 mg/100 mL) %28,8’inin PHB (7 mg/100
mL)’den olustugu tespit edilmistir. Glukozun ardindan %22,58 oraninda PHB verimi
ile nisasta, %16,66 PHB verimi ile gliserol gelmektedir.

Cizelge 4.8. Haloarcula sp. TG1’de farkli karbon kaynaklarinin %PHB verimi

Karbon HKA PHB %Verim
kaynaklari (mg/100 mL) (mg/100 mL)
Glukoz 24,3 7 28,8+0,63
Nisasta 27,9 6,1 22,58+0,27
Gliserol 7,8 1,3 16,66+0,45
35
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Sekil 4.18. Haloarcula sp. TG1 susunun farkli karbon kaynaklar1 varliginda %PHB
verimi

Literatiirde = mikroorganizmalarin  farkli  karbon kaynaklarinda PHB
tretimlerinin belirlenmesi {izerine yapilmis bir¢ok calisma bulunmaktadir. S6z
gelimi, PHB iiretimi iizerine en c¢ok calisilan bakterilerden olan Alcaligenes
eutrophus’un  karbon kaynagi olarak fruktozun kullanildigi  besiyerinde
gelistirilmesiyle %80’e varan oranda %PHB verimi elde edilmistir (Kim vd, 1994)
Azotobacter vinelandii UWD susunun glukoz ve balik peptonu igeren besiyerinde

fermantasyonu sonucunda da yine %80’e varan PHB verimi saglanmistir (Page ve
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Manchak, 1995). Halofilik arkelerden Haloferax mediterranei ise glukoz ve nisasta
iceren besiyerinde gelistirilip fosfor sinirlandirilmasi uygulandiginda %60 verimle
PHB iiretmektedir (Lillo and Valera, 1990). Quillaguaman vd (2004) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, yine halofilik bakterilerden Halomonas boliviensis LC1
susunun substrat olarak nisasta hidrolizati kullanildiginda hiicre kuru agirliginin
%56’s1 oraninda PHB biriktirdigi rapor edilmistir. Halomonas boliviensis
hiicrelerinin oksijen sinirlandirmasinin olmadigi kosullarda bu oranin %35’¢ diistiigi
rapor edilmistir (Quillaguaman vd, 2005). Bhagowati vd (2015)’nin Bacillus cereus
SE-1 susu ile yapmis oldugu ¢alismada, farkli karbon kaynaklari (dekstroz, laktoz,
siikroz, maltoz, fruktoz ve galaktoz) arasindan maltoz kullanildiginda susun en
yiksek PHB verimini gergeklestirdigi ve PHB {iretiminin (5,63 g/L) hiicre kuru
agirligina (12,72 g/L) oraninin %44,23 oldugu bildirilmistir.

4.1.1. Haloarcula sp. TG1 susunun MSM besiyerinde karbon kaynag olarak

tarimsal atiklarin kullanimi ve % PHB verimi tizerindeki etkileri

Corum Seker Pancar1 Fabrikasi’ndan temin edilen seker pancari kiispesi, farkli
kaynaklardan elde edilen misir kogan1 ve findik zurufunun karbon kaynagi olarak
kullanildigi fermantasyon deneyinde, Haloarcula sp. TG1 susunun hiicre kuru
agirh@ina (21,33 mg/100 mL) kiyasla %PHB verimi (5,97 mg/100 mL) en iyi seker
pancart kiispesi varliginda (%27,99 mg/100 mL) elde edilmistir (Cizelge 4.9, Sekil
4.19).
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Cizelge 4.9. Karbon kaynagi olarak tarimsal atiklarin kullanildigt MSM Kkiiltiirlerinde %PHB verimi

Glukoz Seker pancari kiispesi Misir kogam Findik zurufu
S
“ HKA PHB %Verim HKA PHB %Verim HKA PHB %Verim HKA PHB %Verim
24 21,85 3,16 14,4+ 0,45 21,33 2,48 11,72+ 1,58 25 2,97 11,97 + 1,08 24,33 2,71 11,23+ 0,59
48 21,57 436 | 20,2+0,97 | 25,66 3,07 | 11,92+1,47 | 20,66 3,26 15,82+ 1,01 25,33 3,66 14,51+ 1,6
72 21,86 7,54 345+18 21,33 5,97 27,99+ 1,6 24,66 3,52 14,33 + 1,33 25,33 5,89 23,73+ 4,4
96 20,24 461 | 228+575 | 22,66 3,07 | 13,61+0,95 | 23,33 2,57 11,17 £ 2,34 24 1,93 8,23 +1,62
120 19,31 151 | 7,85+2,62 23 2 8,82+1,21 24 2 8,43 £0,82 25,66 1,54 6,04 £ 1,06
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Sekil 4.19. Haloarcula TG1 susunun tarimsal atiklar kullanilarak PHB tiretimi

Myshkina vd (2008), Azotobacter chroococcum 7B susunun PHB iiretiminin
belirlenmesi  {izerine yaptiklarni c¢alismada, besiyerine %4 oraninda glukoz
eklediklerinde PHB iiretiminin (3,7 g/L) hiicre kuru agirhgma (4,8 g/L) oranini
%77,3 olarak tespit etmislerdir. Ayni1 ¢alismada tarimsal atik olarak seker kamisi
kullanildiginda (%6), PHB iiretiminin (0,9 g/L) hiicre kuru agirligma (2,5 g/L) orani
%36,5 olarak belirlenmistir. PHB iiretiminde optimum pH ve sicaklik denemelerinde

ise sirastyla, pH 7.0 ve 37 °C degerleri belirlenmistir.

Gouda vd (2001)’ne ait ¢calismada, seker kamis1 melas1 ve musir suyu karbon ve
nitrojen kaynagi olarak kullanilarak B. megaterium’da PHB iiretimi incelenmis,
hiicre gelisiminin en iyi oldugu melas yiizdesinin %3 olmasina ragmen, en yiiksek
PHB verimi olan %46,2’lik oranin %2 melas igeren besiyerinde elde edildigi
bildirilmistir.

Beaulieu vd (1995), Alcaligenes eutrophus DSM 545 susunda %3 glukoz ve
farkli amonyum kaynaklar1 ile seker kamis1 melasinda PHB verimini arastirdiklar
caligmalarinda, en iyi lireme ve PHB {iiretiminin amonyum siilfat iceren besiyerinde
oldugunu bildirmislerdir. Arastirmada, bakteri tarafindan metabolize edilemeyen
melas, karbon kaynagi olarak degil sadece biiyiime aktivatorii olarak kullanilmistir.
Optimum iireme ve PHB {iretiminin %0,3 melas oraninda saglandigi rapor edilmistir.

Calismada ulasilan en yiiksek PHB verimi ise %26 olarak bildirilmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Plastikler kesfedildikleri glinden bugiine kadar en Onemli endistriyel {iriinler
arasinda yerlerini almiglardir. Bu iirlinlerin kullanimindaki kolayliklar ve tercih
edildikleri her alana kolay entegre olabilmeleri sayesinde oldukga talep goren tiriinler
olmuglardir. Fakat, bu {riinlere karsi olan talebin her gecen giin artmasi, birgok
saglik ve gevresel sorunlart da beraberinde getirmistir. Kanserojen 6zelliklere sahip
olduklar1 bilinen petrol tiirevi plastik iriinler, kullanimlarmin ardindan dogaya
atildiklarinda yiizlerce yil bozunmadan kalabilmekte ve tiim canlilarin yasam
alanlarini1 olumsuz yonde etkilemektedirler. Bu nedenle, hayatin her alanina entegre
olmus plastik materyallere alternatif olabilecek biyo¢oziiniir ve biyouyumlu

ozelliklere sahip biyoplastik iiriinler {izerinde ¢alismalar hizla devam etmektedir.

Bu calismada, Cankir1 ve Yozgat Kaya Tuzu magaralar ile Tuz Goli olmak
tizere Turkiye’deki ti¢ farkli tuzcul habitatlardan 6nceden izole edilmis Haloarcula sp.
TG1, TG2, TG3, TG4, TGS, CKT1, CKT2 ve CKT3 ile Halolamina sp. YKT1 ve
YKT2 suslarinin %PHB birikimleri belirlenmistir. PHB iiretim miktarindaki artis
biyokiitle ile dogru orantili oldugundan (Chaudhry vd, 2011), 6ncelikle, suslarin 37
ve 50 °C’lerde SG besiyerinde iireme profilleri incelenmis ve 37 °C’de daha 1iyi bir
ireme profili sergiledikleri tespit edilmistir. Calismanin devaminda, on farkl
Haloarke susunun SG oOnkiiltiirii yapilarak MSM fermantasyon besiyerine ekim
yapilmis 37 °C’de, 150 rpm’de 96 saat inkiibasyon sonrasinda kiiltiirlerde PHB
birikimi krotonik asit yontemi ile belirlenmistir. Hiicre kuru agirhgma kiyasla en iyi

%PHB tireticisi susun %31,36 degeri ile Haloarcula sp. TG1 oldugu bulunmustur.

En iyi %PHB birikimine sahip olan susun tespitinin ardindan %PHB birikimini
arttirmak amaciyla optimizasyon c¢aligmalari yapilmistir. Haloarcula sp. TG1’de
hiicre kuru agirhigina kiyasla %PHB birikimini belirlemek amaciyla bes farkli
onkiiltiir ve fermantasyon besiyeri kombinasyonu (SG-MSM, SW25-MSM, SW25-
SW25, AS168-MST, AS168-Bazal) kullanilmistir. En iyi %PHB verimi (%33,56)
onkiiltir olarak SW25, fermantasyon besiyeri olarak MSM’nin kullanildig:

kombinasyon ile elde edilen kiiltiirden elde edilmistir.
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Haloarcula sp. TGIl’in MSM Kkiiltiirlerinde PHB iiretiminin arttirilmasi
amaciyla sicaklik (28, 37, 50 °C) ve pH (6.5, 7.35, 8.0, 9.0) degerleri, farkli NaCl
konsantrasyonlar1 (0, 1, 2, 3, 4, 5 M), farkli inkiibasyon siiresi ve farkli karbon
kaynaklar1 (nisasta, gliserol, misir kogani, seker pancari kiispesi, findik zurufu

parametrelerinin etkileri aragtirilmistir.

28, 37 ve 50 °C sicakliklarda inkiibe edilen Haloarcula sp. TG1’¢ ait MSM
kiiltiirlerinde en iyi iireme ve PHB iiretimi 37 °C’de gerceklesmistir. Hiicre kuru
agirligina karsi (23,16 mg/100 mL) %32,38 oraninda PHB birikimi (7,49 mg/100
mL) saglanmistir. 28 °C’de %25,57; 50 °C’de ise %10,49 oraninda PHB verimi sz
konusudur. Sicakligin artmasi, iiremeden ziyade susun PHB iiretimini olumsuz

etkilemistir.

37 °C’de, 150 rpm ve 96 saat siireyle farkli pH degerlerine (6.5, 7.35, 8.0,
9.0) sahip MSM’de inkiibe edilen susun iremesine paralel bir sekilde PHB
tiretiminin pH 7.35 ve 8.0’de en yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu pH degerlerinde
hiicre kuru agirhgma (23,13 mg/100 mL) kiyasla %PHB (7,78 mg/100 mL) verimi
sirastyla %33,33 ve %27,37°dir. pH 9.0°da ise %12,94’e diismektedir.

Sicaklik ve pH optimizasyonunun ardindan NaCl etkisini belirlemek {izere
farkl1 NaCl konsantrasyonlarinda (0-5 M) fermantasyon gerceklestirilmistir. 0-2 M
NaCl konsantrasyon araliginda Haloarcula sp. TG1 susunun %PHB verimi %10’ un
altindadir. NaCl konsantrasyonu arttik¢a iireme de artmakta, paralelinde PHB
graniillerinin olusum miktar1 da yiikselmektedir. 5 M NaCl varliginda hiicre kuru
agirligina (24,8 mg/100 mL) kiyasla elde edilen %PHB (7,9 mg/100 mL) verimi
%31,85°tir.

Sicaklik, pH ve NaCl parametrelerinin optimizasyonu sonrasinda inkiibasyon
stiresi dikkate alindiginda, en iyi PHB iiretiminin inkiibasyonun 72. saatinde
gerceklestigi tespit edilmistir. T72’de elde edilen Haloarcula sp. TG1 susuna ait
%PHB verimi %34,64 olarak belirlenmistir.

Sonug olarak, 37 °C’de, 150 rpm calkalama hizinda, 5 M NaCl varliginda ve
MSM besiyerinde (pH:7.35) 72 saat inkiibasyon; Haloarcula sp. TG1 susunda en
yiiksek %PHB verimi i¢in optimum kosullar olarak kaydedilmistir.

Haloarkelerin {iremesi i¢in en uygun karbon kaynaklar1 maya 0ziitii, tripton,

kazaminoasit, pepton, gliseroldiir (Schneegurt, 2012). Farkli karbon kaynagi igeren
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kiiltiirler haloarkelerin PHB verimleri iizerinde degisik etkilere sahiptir. Literatiirde
haloarkelerin farkli karbon kaynaklari varliginda %PHB verimleri incelendiginde;
Haloarcula marismortui susunun maya oziitii/glukoz kombinasyonunda hiicre kuru
agirhiginim %21°i (Han vd, 2007), Haloarcula sp. IRU1 ve Haloarcula japonica T5
suslarinin glukoz varliginda hiicre kuru agirhigmin sirasiyla %63 ve %0,5°1,
Halobiforma haloterrestris sug 135"’in ise maya oziitii, proteoz pepton, kazamino
asit kombinasyonunda kuru agirhgmin %15°i (Hezayen vd, 2002) oraninda %PHB
verimine sahip olduklar1 tespit edilmistir. MSM besiyerine glukoz yerine nisasta
ilave edildiginde, Haloarcula sp. TG1 susunun iiremesinin biraz daha iyi oldugu,
buna karsin, %PHB veriminin %21,86’ya diistigii saptanmistir. Bununla birlikte,
gliseroliin tek karbon kaynagi olarak kullanilmasi tiremede ciddi bir azalma ve
beraberinde %PHB veriminde %16,67’ye disiisii  beraberinde getirmistir.
Karsilastirilan ii¢ karbon kaynagi arasinda, %PHB verimini destekleyen en uygun
karbon kaynagi glukoz olarak belirlenmistir. Elde edilen %PHB verimi (%28-34)
literatiirde kaydedilen %PHB verimleri ile karsilagtirilabilir diizeydedir.

Tarimsal atiklarin ucuz karbon kaynagi olarak MSM’de kullanilmasi
amaciyla, seker pancari kiispesi, misir kogan1 ve findik zurufu karbon kaynagi olarak
besiyerine eklenmistir. Haloarcula sp. TG1 susunun en yiiksek %PHB veriminin,
seker pancari kiispesinin karbon kaynag: olarak kullanildig1 besiyerinde ve 72. saatte

%27,99 oraninda oldugu belirlenmistir.

Glukoza kiyasla %PHB veriminin tarimsal atik kullanilan kiiltiirlerde daha
diisiik olmasi, bu maddelerde seliillozun glukoza indirgenme basarisi ile baglantili
olabilir. Yine de, sonuglar degerlendirildiginde, ucuz karbon kaynaklarinin
Haloarcula sp. TG1’de PHB birikimi i¢in besiyeri icerigi olarak kullanilabilecegini
ve biyoplastiklerin en onemli dezavantaji olan maliyet sorununun c¢oziilmesinde
oldukca O6nemli bir sonug¢ ortaya koydugunu gostermektedir. Bu calismadan yola
cikilarak gelecek ¢alismalarda PHB {iretiminde farkli bir¢ok tarimsal atiin
kullanilabilecegi belirlenmistir. Kullanilan tarimsal atiklarin  yiiksek karbon

igeriginden faydalanabilinmesi neticesinde PHB birikiminde artig gergeklestirilebilir.
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EKLER

EK 1 BESIYERLERININ HAZIRLANMASI VE iICERIKLERI
EK 2 TAMPONLAR VE COZELTILER
EK 3 KIMYASALLAR
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EK 1 BESIYERLERININ HAZIRLANMASI VE ICERIKLERI

SG besiyeri (Sehgal ve Gibbons, 1960)

Kimyasal Miktar (g/L)
NaCl 250
MgS0,.7H,0 20

KCI 2
Sodyum sitrat 3
Casamino asit 7,5
Yeast extract 1
FeS0,4.7H,0 0,0023

Ortam igerigi 1000 mL’ye gore tartilarak dH,O eklenmistir. pH’s1 baz olarak
1 M NaOH ile asit olarak %50°1lik HCI ile 7.35’e ayarlandiktan sonra otoklavda 121
°C’de 1.1 atm basingta 15 dk steril edilmistir. Ekim ise %3 (v/v) oraninda

yapilmistir.

MSM (Getachew ve Woldesenbet, 2016)

Kimyasal Miktar (g/L)
Glukoz 40

Ure 1

Yeast extract 0,16
KH,PO, 1,52
NaHPO0, 4,0
MgS04.7H,0 0,52
CaCl, 0,02

1z element ¢ozeltisi 0,1 mL
iz element cozeltisi Miktar (g/L)
ZnS0,4.7H,0 0,13
FeS04.7H,0 0,02
(NH4)sM0O7024.4H,0 0,06

H3BO3 0,06
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Nutrient-rich AS-168 (Alsafadi ve Al-Mashaqgbeh, 2017)

Kimyasal Miktar (g/L
NaCl 250
MgS0O,.7H,0 20

KCI 2
trisodium citrate 3
Sodium glutamate 1
FeS04.4H,0 50 mg
MnCl,.4H,0 0,36 mg
Casamino Acids 5

Yeast extract 5

Nutrient limited MST besiyeri (Lu vd, 2008)

Kimyasal Miktar (g/L
NaCl 200
MgS0,.7H20 20

KCI 2
Sodium glutamate 1
KH,PO, 37,5 mg
FeSO,4.7H,0 50 mg
MnCl,.4H,0 0,36 mg
Yeast extract 1

Bazal besiyeri (Taran, 2011)

Kimyasal Miktar (g/L
NaCl 250
MgCl,-6H,0 34,6
MgSO,4-7H,0 49,4
CaCl,-2H,0 0,92
NaBr 0,058
KCI 0,5
NaH,COj3 0,17
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SW-25 medium (Tekin vd, 2012)

Kimyasal Miktar (g/L)
NaCl 202,5
MgCl, 17,5
MgSO, 24

CaCl, 0,9

KCI 5
NaHCO; 0,15
NaBr 0,065
Yeast extract 5
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EK 2 TAMPONLAR VE COZELTILER

DNS ajam ( 3,5 dinitro salisilik asit)

DNS 1g
dH,O 100 mL
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EK 3 KIMYASALLAR

Kloroform

Etanol

Gliserol
Hidroklorik Asit
Metanol
Magnezyum kloriir
Sodyum klortir
Sodyum Hidroksit
Kalsiyum kloriir
MgS0O,.7H,0
MnCl,4H,0
ZnS04.7H,0
Stilfirik asit

Yeast extract
Sodyum bromiir

Aseton

Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
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