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OZET

Petrol temelli plastik iirlinlerin artan kullanimi1 ve sebep oldugu c¢evresel kirlilik
giin gectikce daha yikici boyutlara ulasmaktadir. Biyobozunur 6zellige sahip olmayan
geleneksel plastigin sebep oldugu toksik etkiler ve cevresel endiseler bilim insanlarini
alternatif ¢oziimler aramaya itmistir. Bir tiir biyobozunur polyester olan
polihidroksialkanoatlar (PHA) cesitli mikroorganizmalar tarafindan
sentezlenebilmeleri, biyo-uyumlu, biyo-bozunur, termoplastik ve elastomerik olmalari
gibi Ozellikleri sayesinde petrol temelli plastige bir alternatif olarak goriilmektedir.
Ancak PHA sentezinde kullanilan hammaddelerin yiiksek maliyetli olmasi nedeniyle
geleneksel plastik kadar yaygin kullanilamamaktadir. Tez ¢aligmasinda kullanilan
yerel Bacillus soylar1 da PHA sentezleyebilen mikroorganizmalar arasinda yer
almaktadir. Yerel Bacillus izolatlarinin taranarak PHA iretimi agisindan pozitif
soylarin molekiiler yontemlerle belirlenmesi, bu soylardan PHA ekstraksiyonunun
yiiksek verimle gergeklestirilebilmesi igin optimal sartlarin olusturulmasi ve elde
edilen PHA’nin karakterize edilmesiyle biyoplastik {iretimindeki temel sorunlara
literatiir katkist saglanmistir. Bu ¢alismayla PHA iiretiminden sorumlu enzimlere ait
genlerin yerel soylardaki varligi gosterilmis, tretici soylar hem g¢esitli boyama
teknikleri hem de molekiiler yontemler yardimiyla tanimlanmstir. Yerel izolatlar
arasindan segilen Bacillus sp. A19 orneginden PHA ekstraksiyonu yapilmis,
ekstraksiyon kosullar1 optimize edilmis ve elde edilen biyopolimer FTIR ve NMR
araciligiyla nitelendirilmistir. Yerel izolatlarda PHA sentezinden sorumlu genlerin
varhigimin gosterilmesi ve eldesinin, PHA {iretiminde kullanilabilen enzimlerin daha
sonra yapilabilecek protein mithendisligi ile gelistirilerek daha verimli hale getirilmesi
konusunda literatiire katki saglayacak olmasinin yani sira elde edilecek PHA nin, daha
ileri caligmalarla nitelendirilmesi sonrasinda ticarilestirilme potansiyeli de

bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyoplastik, Bacillus, Polihidroksialkanoat (PHA),
Polihidroksibiitirat (PHB), Karakterizasyon.



SUMMARY

The increasing use of petroleum-based plastic products and the environmental
pollution caused by them are reaching more and more destructive dimensions day by
day. Toxic effects and environmental concerns caused by non-biodegradable
conventional plastics have led scientists to seek alternative solutions.
Polyhydrocasialkonates (PHAS), which is a kind of biodegradable polyester, are seen
as an alternative to petroleum-based plastics, thanks to its properties such as being
synthesized by various microorganisms, being biocompatible, biodegradable,
thermoplastic and elastomeric. However, due to the high cost of raw materials used in
PHA synthesis, it cannot be used as widely as traditional plastic. Local Bacillus strains
used in the thesis study are also among the microorganisms that can synthesize PHA.
By screening local Bacillus isolates, determining positive strains for PHA production
by molecular methods, creating optimal conditions for high efficiency PHA extraction
from these strains, and characterizing the obtained PHA, literature can contribute to
the basic problems in bioplastic production. In this study, PHA-producing local
isolates were determined by molecular techniques. In addition, by showing the
presence of genes belonging to enzymes responsible for PHA production in local lines,
producer isolates were defined molecularly. PHA was extracted from Bacillus sp. A19
sample selected from local isolates, extraction conditions were optimized and the
obtained biopolymer was characterized by FTIR and NMR. Demonstrating and
obtaining the genes responsible for PHA synthesis in local isolates will contribute to
improve the enzymes that can be used in PHA production and making them more

efficient with later protein engineering.

Key  words: Bioplastic, Bacillus, Polyhydroxyalkanoate = (PHA),
Polyhydroxybutyrate (PHB), Characterization.
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TESEKKUR

Arastirma stirecim boyunca engin bilgilerini benimle paylasan, destegini,
giivenini ve hosgoriisiinii esirgemeden calismalarimda bana yol gosteren degerli
damsmanim Dr. Ogr. Uyesi Saliha ISSEVER OZTURK' e tesekkiir ederim.

Calismam boyunca her zaman yanimda olan, yardimimi ve fikirlerini higbir
zaman esirgemeyen, deneysel bilgi birikimimin olusmasinda en biiyiik katkiy1
saglayan degerli hocam Dr. Hiiseyin BALCI' ya tesekkiirii borg bilirim.

Tanistigimiz giinden beri destegini hep yanimda hissettigim, iyi ve kotii her
animda yanimda olan, fikirlerini ve bilgilerini benimle paylasan sevgili arkadagim
Ayylice SEVER' e tesekkiir ederim.

Bana olan giivenini, destegini ve sevgisini her zaman derinden hissettigim, sahip
oldugu degerli bilgileri benimle paylasip ihtiyacim olan her anda yardima kosan,
tamstigim en degerli insanlardan biri olan sevgili arkadasim Burgin OZBEKLE' ye
tesekkiir ederim.

Tez calismam boyunca oldugu gibi beni hayatimin her sathasinda kosulsuz
destekleyen, varliklariyla bana gii¢ olan, yol gosteren, bugiin oldugum kisi olmami
saglayan sevgili babam Senol ve sevgili annem Giilay'a; bana her zaman yardimci ve

nese kaynagi olan kardeslerim Onur Alp ve Beren' e ¢cok tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Petrol tiirevi plastik, giinlik yasamda siklikla kullanilan malzemelerin
olusumunda kullanilan bir gesit polyesterdir. Ozellikle ambalaj, tekstil, kozmetik
malzemeleri gibi {irlinlerin paketlenmesinde ¢ok biiylik oranda petrol bazli geleneksel
plastik kullanilmaktadir. Ancak Diinya iistiindeki petrol rezervlerinin kisith olmasi,
petrol temelli plastigin neden oldugu cevre kirliligi ve canlilarin saghgi lizerindeki
olumsuz etkileri sebebiyle bilim insanlar1 sentetik plastiklere alternatif olarak, en az
geleneksel plastiginki kadar ulasilabilir fiziksel ve kimyasal o6zellikler tastyan
biyomalzemelerin gelistirilmesine yogun ilgi duymaya baslamistir. Bu ilgi geleneksel
plastige c¢evreci bir alternatif olarak goriilen ve biyolojik aracilarla iiretilebilen
biyoplastiklerin kesfedilmesiyle sonuglanmistir.

Polihidroksialkanoat (PHA) olarak isimlendirilen bir ¢esit biyolojik polyester,
biyoplastik malzemelerin iiretiminde kullanilan hammaddelerin basinda gelmektedir.
Ilk olarak bir PHA tiirevi olan poli(3-hidroksibiitirat) [P(3HB)]’m 1926 yilinda
Bacillus megaterium tarafindan sentezlendiginin kesfedilmesiyle [1] PHA ve
tiirevlerinin sentezinden sorumlu farkli canlilarin kesif siireci baglamistir. Bu canlilarin
temel besin elementlerinin eksikliginden kaynaklanan stres kosullarinda gesitli karbon
kaynaklarmi kullanarak PHA {iretimi yaptig1 bilinmektedir. 300°den fazla
mikroorganizma PHA sentezlemekte ve hiicre icinde ya da disginda akiimiile
edebilmektedir [2]. PHA nin bilesenini olusturabilecek 100’den fazla monomer tipi
bulunmaktadir. Bu durum her biri farkli kimyasal ve fiziksel 6zellikler gosterebilen
cok ¢esitli PHA tiplerinin olusmasina ve bu PHA’larin farkli alanlarda endiistriyel

olarak kullanilmasina izin vermektedir [3].
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve i¢erigi

PHA iiretimi ve kullanim1 petrol temelli plastigin kullanimina kars1 biyouyumlu
ve biyobozunur bir yaklasim getirmesi nedeniyle biyoplastik aragtirmalarinin
odaginda olmustur. Literatiirde farkli mikroorganizmalardan PHA eldesine dair
calismalar bulunmaktadir. Ote yandan iiretimi kolay, toksik dzellik gdstermeyen gram

(+) Bacillus izolatlar1 da PHA iiretimi i¢in oldukg¢a elverisli canlilardir. Daha once



yapilmis olan ve halen devam eden ¢alismalarla farkli Bacillus tiirlerinin PHA
tiretimindeki verimleri degerlendirilmeye devam etmektedir.

Yapilan ¢alismalarla PHA iiretimi agisindan pozitif olduklar1 dogrulanan farkli
Bacillus tiirleri bulunmasina karsin Bacillus soylarmin biiyiik bir kismi PHA {iretimi
acisindan nitelendirilmemistir. Bu tez calismasinda cesitli yerel habitatlardan elde
edilen Bacillus izolatlart PHA iiretimi agisindan degerlendirilmistir. Ayrica molekiiler
dogrulama yontemi olarak phaC ve phaR genlerinin bu izolatlardaki varliklari
taranmistir.

Bu tez kapmasinda gergeklestirilen ¢alismalar sonucu yerel izolatlar arasindan
PHA iiretimi yapabilen yerel Bacillus tiirleri belirlenmistir. Bu tiirler arasindan segilen
bir yerel Bacillus izolatindan PHA ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve elde edilen PHA
karakterize edilmistir. Bacillus soylarinda PHA iiretiminden sorumlu olan phaC ve
phaR genlerinin varligi da polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) araciligiyla taranmistir.
Elde edilen sonuglarin 6zellikle yerel Bacillus tiirleriyle biyoplastik tiretimi konusunda
literatiir katkisi saglamasi 6ngoriilmektedir. Bunun yani sira gevre kirliligin giderek
artmasi, ekolojik dengenin bozulmasi nedeniyle gesitli alanlarda daha gevreci bir
yaklasim olan biyomalzemelerin kullanimimin giderek yayginlastigi bilinmektedir.
Cevre dostu bir polimer olarak goriilen PHA, ham madde olarak gesitli iiretim atiklari
kullanilarak da elde edilebilmektedir. Bu malzemelerin Tiirkiye’de tretilmesi ve
cesitli alanlara entegre edilecek sekilde gelistirilmesi miimkiindiir. Ulkemizde
ozellikle seker melasi, bugday ve ayg¢igegi tiretimi atiklar1 gibi PHA iiretiminde ham
madde olarak kullanilabilecek biyokiitle iiretiminin yiiksek oldugu diisiiniildiigiinde
bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen PHA'nin ticarilestirilerek iilke ekonomisine

katki saglama potansiyeli yiiksektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyoplastik

Plastikler kolay islenebilir yapilar1 nedeniyle ozellikle endiistriyel alanda
kullanimi1 oldukc¢a yaygin olan materyallerdir. Petrol bazl plastigin ¢evre ve canlilik
tizerindeki olumsuz etkileri insanlig1 geleneksel plastige alternatif olarak
kullanilabilecek materyal arayisina itmistir. Bu durum biyoplastik gibi bir¢ok
biyolojik materyalin kesfini beraberinde getirmistir. Biyoplastik farkli ortam
kosullarinda farkli mikroorganizmalar tarafindan anabolize ve katabolize edilebilen
biyolojik polyesterlerdir. Stres kosullarinda kullanmak {izere genellikle lipit yapida
olacak sekilde ilgili mikroorganizmalar tarafindan hiicre iginde ya da hiicre disinda
depolanirlar [4]. Petrol bazli plastigin aksine biyoplastikler birgok yenilenebilir
kaynak kullanilarak elde edilebilir. Misir nigastast, bitkisel yaglar ya da yag atiklar1 ve
geri doniistiiriilmiis gida atiklari biyoplastik eldesinde kullanilabilen kaynaklardan

bazilaridir.
2.1.1. Biyoplastik Cesitleri

Belirli dogal kosullar altinda ve yeterli siire dahilinde birgcok madde biyolojik
olarak bozunabilir. Ancak bu maddelerin biyobozunur olarak adlandirilabilmesi igin
bu siirenin nispeten kisa olmasi gereklidir. Biyoplastikler de biyobozunur maddeler
olarak kabul edilirler ancak bozunma siireleri ele alindiginda biyoplastikler ti¢ii ana
grup altinda incelenebilir. Bunlar; bozunabilir plastikler, biyobozunabilir plastikler ve
kompozit plastiklerdir [5]. Petrol temelli plastikleri de igermek iizere tiim plastikler
dogada bozunabilir, ancak bir¢ogu tamamiyla yok olmaz ve ardinda mikro 6lcekli
toksinler birakir. Ancak biyobozunur ve kompozit plastikler bozunma siirecinin
ardindan ¢evreye daha az toksin birakma ve ¢evre dostu tavir sergileme egilimindedir.

Biyoplastikler meydana geldikleri ham madde ve sahip olduklar1 fonksiyona

gore de ii¢ ana baslik altinda siniflandirilabilirler [6], [7].

e Biyolojik temelli ya da yar: biyolojik temelli biyoplastikler: Biyobazli polietilen
(PE), polipropilen (PP), polivinil siloksan (PVS) ya da polietilen tereftalat (PET).



e Biyobazli ve biyobozunur biyoplastikler: Nisasta polimeri, polihidroksialkanoat
(PHA) ya da polilaktik asit gibi alifatik polyesterler.

o Fosil kaynaklara dayalr biyobozunur biyoplastikler: Polibiitilen adipat tereftalat
(PBAT), polibiitilen siiksinat (PBS) ya da polikaprolakton (PCL).

Biyobazli

Biyoplastikler
PLA, PHA, PBS,
Nisasta karisimlart
Biyolojik : Biyolojik
olarak .............................. tevensasass GRS - . « . - olalak
bozunamaz : bozunabilir

Geleneksel plastikler Biyoplastikler

PE.PP.PET gibi PBAT. PCL

Fosilbazli

Sekil 2.1: Biyoplastiklerin basit siniflandirmasi. PE: polietilen, PET: Polietilen
tereftalat, PA: Poliamid, PTT: Politrimetilen tereftalat, PLA: Polilaktik asit, PHA:
Polihidroksialkanoat, PBS: Polibiitilen siiksinat, PBAT: Poli (biitilenadipat-ko-
tereftalat), PCL: Polikaprolakton.

2.1.2. Biyoplastiklerin Onemi ve Kullamim Alanlan

Diinya tizerindeki petrol kaynaklarinin limitli olmasi ve petrol temelli plastik
tiirevlerinin g¢evreye verecegi zararlarin endisesi biyouyumlu ve biyobozunabilir
biyoplastiklerin Onemini artirmigtir. Petrol bazli geleneksel plastigin aksine
biyoplastikler, dogada daha hizli ve mikroorganizmalar vasitasiyla bozunabilmeleri
nedeniyle daha siirdiirebilir ve doga dostu olarak kabul edilmektedir [8]. Simdiye
kadar biyoplastigin petrol bazli plastige oranla daha az toksik oldugu goriisii kabul
edilmis olsa da yapilan son ¢alismalar biyoplastiklerin de en az geleneksel plastikler

kadar toksik olabilecegini gostermistir [9]. Yine de ozellikle medikal geregler, ve



paketleme alaninda umut verici sonuglarin elde edildigi bir ¢ok ¢alisma yapilmistir
[10], [11].

Geleneksel plastik, diisiik tiretim maliyeti ve kolay islenebilirlik gibi 6zellikleri
nedeniyle ¢ok genis bir alanda kullanilmaktadir. Fakat biyolojik tabanli plastikler de
gerekli fiziksel ve kimyasal oOzelliklere sahip oldugunda bir¢ok alanda
kullanilabilmektedir. Ambalajlama, yemek servisleri, otomotiv, tarim, kaplama

malzemeleri ve insaat sektorii gibi alanlarda biyoplastik kullanimi gériilmektedir [12].

2.2. Polihidroksialkanoat

Bir ¢esit biyobozunur plastik olan polihidroksialkanoat (PHA) ilk olarak
Lemoigne [1] tarafindan 1926 yilinda bir bakteri tiirii olan Bacillus megaterium’da
gosterilmistir. Hidroksialkanoatlarin bir polimeri olarak ¢esitli mikroorganizmalar
tarafindan azot, oksijen, fosfor ve kiikiirt gibi besin elementlerinin yoklugunda dogal
olarak sentezlenir. Farkli karbon kaynaklarinin stres kosullar1 altinda bu bakteriler
tarafindan PHA graniillerine doniistiiriildiigli ve organizma tarafindan enerji
depolamak i¢in kullanildigi bilinmektedir. 300°den fazla mikroorganizmanin dogal
olarak polihidroksialkanoat sentezi yapabildigi ve PHA graniillerini hiicre iginde
biriktirebildigi gosterilmistir [13]. PHA, yapisal olarak farkli tiirevlere sahiptir. Cesitli
yapisal 6zellik gosteren PHA'lar farkli erime sicaklig, kristallik ve esneklik diizeyi,
iletkenlik seviyesi gibi Ozelliklerde birbirlerinden ayrilirlar. Bu tiirevler sahip
olduklan fiziksel ve kimyasal dzelliklerine gore ¢esitli alanlarda kullanilmak tizere

ozellestirilebilir.

2.2.1. Polihidroksialkanoatin Ozellikleri

Polihidroksialkanoat graniilleri suda c¢oziinmeyen yapilart nedeniyle hiicre
icinde intraseliiler yag graniilleri seklinde biriktirilmektedir. Hiicre i¢inde biriktirilen
PHA orani, bazi organizmalarda hiicre kuru agirliginin %90’1na ulasabilmektedir [14].
Bir polihidroksialkanoat molekiilii ¢esitli yan zincirlere ve 4-,5- konumlarinda
hidroksil gruplarina sahip yag asidi monomerlerinden olusmaktadir. PHA, tiirevine
gbre 300-35,000 yag asidi monomeri igerebilir. Her bir monomer birimi genelde bir

alkil grubuyla doyurulmus R grubuna sahiptir. Aym1 zamanda daha az yaygin



goriilmesi kosuluyla doyurulmamis alkil gruplar1 ve dallanmig alkil gruplar1 da yan
zincirlere dahil olabilmektedir [15], [16]. PHA, tek ¢esit 3-hidroksi (3HA) yag
asidinden olusuyorsa homopolimer; iki c¢esit 3HA monomerinden olusuyorsa
kopolimer; bir¢ok farkli 3HA monomerinden olusuyorsa heteropolimer olarak
isimlendirilir  [17]. Olusan polimerin molekiiler agirligi sentezi yapan
mikroorganizmaya gore farklilik gostermek iizere 2x10° - 3x10° dalton arasinda
degismektedir [18].

Simdiye kadar yapilan calismalarda PHA’nin graniiler yapisi tam anlamiyla
belirlenemese de PHA graniillerinin, molekiil diginda tabaka olusumundan ve
yikimindan sorumlu ¢esitli proteinlerle birlikte bir fosfolipit tabakayla kaplanmis
sekilde bulundugu bilinmektedir (Sekil 2.2), [21]. Bu durumun PHA graniillerinin su
ile temasinin dniine ge¢mek ya da hiicre ici yapilar ve sitozolik proteinlerle etkilesime
gecmesini engellemek i¢in meydana geldigi varsayillmaktadir [14]. Sahip oldugu
polyester ¢ekirdek in vivo olarak amorf bir yap1 sergilemektedir. Yap1 belirlemeye
dayali yapilan c¢aligmalarda elektron mikroskoplart da kullanilmis ve ¢ekirdek
yapisinin 4 nm kalinliginda ve lipitten olusan bir tabaka ile kapli oldugu belirtilmistir.
PHA’’nin camsi1 gegis sicakliklar1 -50 ila 4 °C arasinda degisirken erime sicakligi 40
ila 180 °C arasindadir.

Bakteri i¢indeki PHA graniillerinin varligi graniillerin g¢esitli boyalarla
boyanmasinin ardindan kolayca ortaya ¢ikarilabilmektedir. Lipit yapidaki bu graniiller
Sudan siyah1 (Sudan Black B), Nile kirmizisi (Nile Red) [19] ya da Nile mavisi (Nile
Blue A) [20] gibi boyalar kullanilarak goriiniir hale getirilebilir. Optik ve floresan
mikroskoplar kullanilarak boyama sonrasinda kolay ve hizli sekilde kalitatif sonuglar

elde edilebilmektedir.



P putida KT 2440 Graniil Tliskili Proteinler (GAPs)
© PHA Sentaz W& Lektin PhaF
<> PHA Depolimeraz *~_ Lektin Phal

() AsilCoA Sentaz 3 Diger proteinler

Sekil 2.2: Bakteri icindeki PHA graniilleri ve graniil olusumuyla iliskili proteinlerin
sematik gosterimi.

2.2.2. Polihidroksialkanoat (PHA) Cesitleri

PHA ¢esitleri monomer tipleri, monomerlerin siralanmasi, molekiiler agirlik gibi
parametrelerden etkilenmektedir. PHA’lar smiflandirilirken bir PHA molekiiliiniin
yapisinda bulunan karbon atomunun sayisi baz alinir. Buna gore genelde “kisa zincir
uzunluguna sahip PHAlar (scl-PHA)” ve “orta zincir uzunluguna sahip PHA’lar (mcl-
PHA)” olmak tizere iki ana grup altinda incelenirler. Ancak “uzun zincir uzunluguna
sahip PHA (Icl-PHA)” olarak degerlendirilen PHA tipleri de bulunmaktadir [22].
Genellikle kisa zincirli PHA’lar (6zellikle PHB dogada en sik rastlanilan ¢esididir)
yiiksek kristal yap1 ve diisiik gerilme direncine sahiptir [23]. Kisa zincirli PHA lar 3-
5 karbon atomu ve orta zincirli PHA’lar 6-14 karbon atomundan olusurken, uzun
zincirli PHA’lar on besten daha fazla karbon atomu i¢ermektedir [16]. PHA’larin
siniflandirilmasi Sekil 2.3 te sematik olarak sunulmustur. Simdiye kadar 150°den fazla
hidroksialkanoik asit, yapilan g¢alismalarla PHA olarak tanimlanmistir [24]. Bu
PHA’larin basit yapilar1 Sekil 2.4’te [25] gosterilmistir.



Kisa Zincirli PHA(PHA, )
C3-C5
Poli(3HB), Poli(3HV)

o ] Orta Zincirli PHA (PHA L)
Polihidroksialkanoatlar

(PHAS) C6-C14
Poli(3HHX), Poli(3HHX)

Uzun Zincirli PHA (PHA )
C15+

P(3HHD), P(3HOD)

Sekil 2.3: Sahip olduklar1 karbon sayisina gore PHA larin siniflandirilmasi.

a
H
b
0 M E\)OJ\ h o |
{\OMO 0 0 o) o)
3HB 3HV 3HHx 3HO 3HD 3HDD
SRS G % )
SCL-HA MCL-HA

Sekil 2.4: (a) PHA’larin genel formulii. (b) PHAscL ve PHAwmcL ye 6rnek olarak
verilebilecek en yaygin PHA monomerleri. 3HB: 3-hidroksibiitirat, 3HV: 3-
hidroksivalerat, 3HHx: 3-hidroksihekzanoat, 3HO: 3-hidroksioktanoat, 3HD: 3-
hidroksidekanoat, 3HDD: 3-hidroksidodekanoat.




2.2.3. Polihidroksialkanoat Uretiminden Sorumlu Enzim ve Genler

Hidroksialkanoat monomerlerinin polimerizasyonunu katalizleyen enzime
“PHA sentaz” ismi verilmektedir. PHA polimerizasyon isleminde temel enzim olan
PHA sentaz, PHA sentezi igin substrat olarak R-(3) hidroksiasil-CoA'y1 kullanir. Bu
enzim PHA sentezinde gorev alan temel enzimdir. PHA sentaz operonunun 1988’de
kesfedilmesinden [26] sonra farkli mikroorganizmalara ait birgok PHA sentaz enzimi
belirlenmistir. PHA sentaz birincil yapisina, alt birimlerinin kompozisyonuna ve
substrat spesifitesine gore dort temel sinifa ayrilir [27]. Birgok farkli PHA sentaz,
oldukga farkli hidroksialkanoat polimerleri iiretir ve bu enzimlerin bazilar1 1s1 direnci
ve tuzluluk toleransi gibi 6zellikler gosterebilirler [28].

Sinif I ve Sinif II PHA sentaz 60-70 kDa molekiiler agirliga sahip olup, yalnizca,
PhaC olarak isimlendirilen, tek bir alt birimden olusmaktadir. PhaC, Sinif II’de PhaCl
ve PhaC2 olmak {izere iki alt birime daha ayrilir. Siif I PhaC, PHAscL tiretiminden
sorumluyken Sinif II PhaC ¢ogunlukla PHAmcL tiretiminden sorumludur. PhaC, ilk
kesfedilen ve lizerinde en ¢ok ¢alisilan alt birimdir. Bir diger grup olan Siif III PHA
Sentaz, heterodimer yapiya sahip olup PhaC ve PhaE olmak iizere iki alt birimden
olusur. Bu alt birimlerin her biri yaklasik 40 kDa agirliga sahiptir ve Allochromatium
vinosum ’dan elde edilmistir. Kisa zincirli PHA’larin in vivo ve in vitro iiretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir [29]. Simif IV’e ait PHA Sentaz enzimi heterodimer
yapiya sahiptir. Yaklasik 20 kDa agirliga sahip PhaC ve PhaR olarak isimlendirilen iki
alt birimden olusur. Sinif IV PHA sentaz diger siniflara ait enzimlerden farkli olarak
alkol kilivaj 6zelligi gostermektedir. Bu 6zellik, olusan PHA nin molekiiler agirliginin
modifiye edilmesini saglayabilir [30]. Simif IV PHA sentaz Bacillus megaterium
tarafindan temsil edilmektedir [31].

Yapilan ¢aligmalar 45 farkli bakteri tiirinde 59°dan fazla genin PHA sentezinde
rol aldigini gostermistir [32]. Bu genlerin en bilinen ve ¢aligilanlar1 Tablo 2.1°de [32]
gosterilmistir. Genlerin bazi bakteri tiirlerindeki yerlesimi Sekil 2.5’de  [27]
gosterilmisgtir  [33]. PHA iretiminden sorumlu basglica gen phaC olarak
isimlendirilmektedir. Bu gen ne kadar korunmus olsa da PHA sentazlardaki phaC

geninin benzerligi sinirhidir.



Tablo 2.1: PHA sentez yolaginda kullanilan baslica genler ve kodladiklari

proteinler.
Gen Ismi Kodlanan Protein
phaA B-ketotiyolaz
phaB NADPH-bagimli asetoasetik-CoA rediiktaz
phaC PHA Sentaz
phaD PHAwcL tiretiminde regiilator
phakE PHA Sentaz Altiinitesi
phaF PHAwmcL graniil iiretim proteini
phaJ (R)-Enoil-CoA hidrataz
phaP PHAscL graniil iiretim proteini
phaR PHA Sentaz Altiinitesi
FabD Malonil-CoA : ACP trans asilaz
FabG NADHP bagimli 3-ketoasil rediiktaz

Bakteri
Paracoccus denitrificans
phaZ phaA
1344 bp 1935 bp 474 bp 588 bp 1176 bp
Ralstonia eutropha H16 (Alcaligenes eutrophus)
phaC phaA pha phaR pha
1770 bp 1182bp  741bp 552 bp 579 bp

Allochromatium vinosum
phaC phakE

phaA phaR phaP phaB ORF7

1068 bp 1074bp  1185bp
Pseudomonas oleovorans

462bp 363bp741bp 467 bp

phaZ

1680 bp 852 bp 1683 bp 615bp 768bp 420 bp

Uretilen
PHA Tiirii

pha
PHA-SCL
726 bp

PHA-SCL

PHA-SCL

PHA-MCL

Sekil 2.5: PHA tiretiminden sorumlu baslica genlerin yerlesimi.
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2.2.4. Polihidroksialkanoat Uretim Yolag

PHA iiretiminde 3 temel yolak bulunmaktadir. Bu yolaklar PHA iiretiminde
kullandiklar1 karbon kaynagina gore birbirlerinden ayrilirlar. Ilk yolak kisa zincirli
PHA (PHAscy) tretimi igin kullanilir ve karbon kaynagi olarak cesitli seker
molekiillerinin glikolize edilmesini igerir. Tipik olarak Cupriavidus necator tarafindan
kullanilan bir iiretim yolagidir. PHAscL elde etmek i¢in phaABC operonunun yonettigi
birka¢ asamali yolak vasitasiyla asetoasetil CoA sentezi saglanir. Burada B-ketotiyolaz
(phaA) devreye girer ve oncii iki asetil CoA molekiiliinii birlestirir. Olusan asetoasetil
CoA daha sonra asetoasetil CoA rediiktaz (phaB) enzimi tarafindan 3-hidroksibiitiril
CoA (3HB) molekiiliine indirgenir. Ardindan bu monomerler PHA sentaz (phaC)
tarafindan polimerize edilerek PHAscL tiretim yolagi tamamlanur.

Diger iki yolak, ilk yolagin aksine orta zincirli PHA (PHAwmcL) iiretimi icin
kullanilmaktadir. Bu yolaklar genel olarak Pseudomonas sp. tarafindan kullanilir.
PHAwmcL yapisindaki uzun karbon gruplarini elde etmek i¢in B-oksidasyon yolagi
kullanilarak yag asitlerinin bozunmasi saglanir. Yolagin son asamasinda ilk yolakta
oldugu gibi phaC araciligiyla polimerlesme saglanarak PHA olusturulur.

Yolak 3, de novo yag asitleri biyosentezini temel alarak PHA tiretimini kapsar.
Bu yolakta glikoz, fruktoz, gliserol, asetat ve etanol gibi basit karbon kaynaklar
kullanilir. Kaynaklarin ¢esitliligi olusacak olan 3-hidroksiasil tiirevlerinin de sayisinin
artmasini saglamaktadir [34], [35].

Kisa ve orta zincirli PHA (PHAscL, PHAwmcL) sentezinde anahtar olarak
degerlendirilen PHA sentaz, her ii¢ yolakta da polimerizasyon gorevini iistlenir ve
sirecin olmazsa olmaz enzimidir. Siirecte yer alan tiim enzimler ve gorevleri

aydinlatilamasa da tiretimde kullanilan yolaklar Sekil 2.6’da [34] sunulmustur.
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Sekil 2.6: Bakteriler tarafindan PHAscL ve PHAwmcL sentezi i¢in kullanilan yolaklar.
Birinci yolak PHAscL sentezinde kullanilirken, kalan iki yolak PHAmcL elde
etmek i¢in kullanilir.

2.2.5. Polihidroksialkanoat Ureticisi Mikroorganizmalar

PHA iiretimi yapan mikroorganizmalar yer alt1 sular1 ve su tortulari, rizosfer,
sediment, nehirler ve nehir ¢okeltileri gibi ¢ok genis alanlarda yayilim gostermektedir.
Cesitli karbon kaynaklarinin kullanilmasiyla 70°ten fazla bakteri ve arke cinsi, PHA
tiretimi yapabilmektedir [36]. Bu karbon kaynaklari sakkaritleri, n-alkanlari, n-
alkanoik asitleri ve n-alkolleri igermektedir. Simdiye kadar PHA iiretiminin en ¢ok
goriildiigli bakteri grubu gram-negatif bakteriler olarak belirlenmistir. Buna ragmen
gram-pozitif bakterilerin de PHA {rettigi bilinmektedir. Ayrica gram-negatif
bakterilerle karsilastirildiginda gram-pozitif bakterilerin PHAscL iiretmeye daha
yatkin olduklar1 gézlemlenmistir. Gram-negatif bakteriler PHA {iretiminde verim
olarak daha avantajli olsalar da lipopolisakkarit icermeleri nedeniyle biyomedikal
uygulamalarda tercih edilmezler. PHA {ireticisi gram-pozitif bakterilere 6rnek olarak
Bacillus, Caryophanon, Clostridium, Corynebacterium, Micrococcus, Microlunatus,

Microcystis, Nocardia, Rhodococcus, Staphylococcus, Streptomyces cinsleri
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verilebilir. PHA ireticisi gram-negatif bakterilere ise Azohydromonas, Burkholderia
ve Cupriavidus cinsleri 6rnek gosterilebilir [37].

PHA {iretimi yalnizca bakterilerde degil arkelerde de goriilebilmektedir. Ancak
simdiye kadar yapilan ¢alismalarda yalnizca halofil arkelerde PHA iiretimine dair
kanitlar elde edilebilmistir. Haloferax, Halalkalicoccus, Haloarcula, Halobacterium,
Halobiforma, Halococcus, Halopiger, Haloquadratum, Halorhabdus, Halorubrum,
Halostagnicola, Haloterrigena, Natrialba, Natrinema, Natronobacterium,
Natronococcus, Natronomonas, ve Natronorubrum cinsi arkelerin PHA iiretimi
yapabildigi bilinmektedir. Biiyiik oranda homopolimer ya da heteropolimer PHAscL
tiretimini tercih ettikleri belirlenmistir [37].

Dogal olarak PHA iiretimi yapabilen ¢esitli mikroorganizmalarin yani sira
Escherichia coli gibi genetik manipiilasyona uygun bakteriler kullanilarak da PHA
tiretimi miimkiindiir. E. coli’ de yapilan genetik manipiilasyonla PHA biyosentezi ve
yikimindan sorumlu genler ile insa edilmis plazmit kullanilarak verimli sekilde PHA

tiretimi yapilabilecegi kanitlanmigtir [38].

2.2.6. Polihidroksialkanoat Uretiminde Bacillus

Bacillus cinsi bakteriler FDA (Food and Drug Administration) tarafindan
giivenli mikroorganizma olarak tanimlanmiglardir. Bu 6zellikleri sayesinde
biyomedikal gereglerin yapimi, ilag tasima sistemleri gibi ozellikle biyolojik
uygulamalarda kullanimlari yaygindir [39]. Bacillus cinsi bakteriler, daha hizli tiretim
stireleri, genomik kararliliklar1 ve endotoksin icermeyen PHA'larin liretimi i¢in uygun
ozellikler sergilemeleri nedeniyle biyoplastik iiretim aragtirmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bacillus araciligiyla PHA {iretimi yapildiginda verim %10-%70
arasinda degismektedir. Bacillus cinsleri substrat olarak farkli kaynaklar
kullanildiginda kopolimer {iretimi de yapabilmektedir. B. laterosporus, B.
licheniformis, B. macerans, B. cereus, B. circulans, B. firmus, B. subtilis,
B.sphaericus, B. megaterium, B. coagulans, B. brevis, B. sphaericus, B. thuringiensis,
B.mycoides gibi tiirlerle de PHA iiretimi daha onceden calisilmistir. Singh ve
arkadaglar1 tarafindan yayinlanan derlemede Bacillus aracili PHA iiretimi genel

hatlariyla degerlendirilmistir [40].
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2.2.7. Polihidroksialkanoatin Nitelendirilmesi

Bakteriyel PHA’nin  nitelendirilmesi  i¢in  birgok  farkli  yontem
kullanilabilmektedir. Bu yontemlerin bazilar1 kimyasal tan1 yontemleri iken bazilari
molekiiler tan1 yontemleri olarak degerlendirilebilir. PHA ’nin mikroorganizmadaki
varliginin kanitlanmasi i¢in kullanilan yontemler; gesitli boyama metotlari, elektron
mikroskopisi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), FISH ya da flow sitometri, UV
spektroskopi, fourier dontisiimlii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), raman spektroskopi,
biyosensorler, gaz kromatografi-kiitle spektrometresi (GC-MS), niikleer manyetik
rezonans (NMR) spektroskopisi, yiiksek performansli sivi kromotografisi (HPLC) ve
iyon degisim kromatografisidir (IEC) [41]. Bu yontemler arasindan en sik
kullanilanlar1 Sudan siyahi (Sudan Black B) ve Nil kirmizisi (Nile Red) boyalari
kullanilarak yapilan boyamalar, FTIR, NMR, DSC ve HPLC analizleridir.

2.2.8. PHA Karakterizasyonunda FTIR Analizi

FTIR analizi organik bilesiklerin yap1 ¢oziimlemesinde siklikla bagvurulan
yontemlerden biridir. Bakteriyel iiretiminden sonra elde edilen bilesigin PHA olarak
nitelendirilmesi ve farkli yapidaki PHA’larin birbirinden ayrilmasi igin de
kullanilmaktadir [42]. Elde edilen bilesigin FTIR ile PHA olarak degerlendirilebilmesi
i¢in analiz sonucunda elde edilmesi gereken karakteristik pik noktalar1 bulunmaktadir.
Bu pik noktalarindan en ayirt edicisi karbonil grubudur. Yapilan ¢alismalara gore
PHAscL icin 1732 cm™', PHAwmcL icin 1744 cm™, PHAscL-mcL icinse 1739 cm™

noktasinda alinan pikler karakterizasyon i¢in anahtar rol oynar (Sekil 2.7) [43].
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Sekil 2.7: Farkli bakteri kaynaklarindan ekstrakte edilmis polihidroksialkanoatlarin
FTIR analizi. Ekstraksiyonun yapildig: bakteriler a: Azotobacter vinelandii; b:
Pseudomonas mendocina; c: Pseudomonas pseudoalkaligenes.

2.2.9. PHA Karakterizasyonunda NMR Analizi

PHA’nin monomerik yapisi ve dagilimi NMR ile karakterize edilebilmektedir.
Bunun icin 'H-NMR ve 3C-NMR olmak iizere baslica iki NMR teknigi
kullanilmaktadir. Dogada proton atomunun fazla bulunmasi nedeniyle *H-NMR daha
hizl1 ve hassas sonuglar vermektedir. Analiz siiresi uzun olmasina ragmen 13C- NMR,
uzun karbon zincirlerine sahip PHA monomerlerinin incelenmesinde daha iyi sonuglar
vermektedir. PHA igin yapilan NMR analizlerinde ¢6ziicii olarak doterokloroform
CDCls kullanilmaktadir [37].

NMR analizinde PHA nin karakteristik piklerinden ilki 1.20 ppm’de goriilen ve
3-hidroksibiitiratin yan zincirlerinden olan metil protonlarma aittir. 2.24-2.69
araliginda ise diastereotopik proton atomlarindan gelen karakteristik pik gézlemlenir.
Bir diger pik ise 5.19 ppm’de bulunur ve metilen grubuyla iliskili dortlii yapiya karsilik
gelir (Sekil 2.8) [44], [45].
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Sekil 2.8: Kloroform kullanilarak hazirlanmis PHA *H-NMR sonucu.

2.2.10. PHA'min Kullamim Alanlari ve Gelecegi

Biyolojik olarak elde edilen ve biyolojik olarak pargalanabilen polimerler,
elektronik, kozmetik, biyomedikal, tarim ve ambalaj endiistrisi gibi farkli tiirdeki
uygulamalar i¢in uygun 6zellikler sergilerler. Ozellikle biyouyumlulugu yiiksek olan
PHAIlar yapilarina farkli polimer ve inorganik enzimler eklenip mekanik 6zellikleri
iyilestirilerek ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilabilmektedir. Bu durum, biyolojik olarak
pargalanabilen plastiklere yonelik kiiresel talebin neredeyse 700.000 ton degerine
ulagmasini saglamistir [46]. PHA, tarim ve saglik endistrisi gibi temel bir¢ok alanda
kullanilabilmektedir. Biyouyumlu yapisi nedeniyle, bu ¢esitli uygulama alanlar
arasinda en ¢ok ilgi gosterilenleri ve tizerinde calisilanlar1 ise saglik ve farmasotiktir.
PHA’nin sahip oldugu temel 6zellikler [47] ve iliskili PHA uygulamalar1 Sekil 2.9'da
gosterilmigtir. Farkli PHA kopolimerlerinin termal ozelliklerinin degisken olmasi
nedeniyle farkli uygulama alanlarina 6zellesmistir. Genel erime sicakliklari olan 170
°C'm {izerinde yapilarinda bozulma meydana gelir ve krotonik asit olusturma
ihtimallerinde artis gozlemlenir [46]. Bu durum yiiksek sicakliklara maruz kalmalari
durumunda PHA temelli plastigin kullanimini engeller niteliktedir. Ancak yiiksek
1stya dayanikli diger plastiklestirici malzemelerle gii¢lendirildiklerinde bu durumun
Oniine gecilebilmektedir. PHA’nin ¢esitli uygulama alanlar1 Tablo 2.2°de [47]

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.9: PHA nin sahip oldugu temel 6zellikler ve entegre edilebilecegi alanlar.

PHA iretimi son yillarda kayda deger sekilde onem kazansa da iiretim

maliyetlerinin ¢ok yiiksek olmasi ve elde edilen materyalin kimi zaman gerekli fiziksel

ve kimyasal Ozellikleri gosterememesi biyoplastik iiretiminin hala gelistirilebilir

oldugunu goéstermektedir. Uretim maliyetini diisiirmek ve alternatif PHA tiirevleri

olugturmak i¢in bir ¢ok firma ¢aligmalar yapmis ve yapmaya devam etmektedir [48].
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Tablo 2.2: Gergeklestirilen bazi PHA uygulamalart.

Uriin Bakteri / Uygulama Referans
Kaynak
Polihidroksibiitirat (PHB) ~ Bilinmiyor Mide duvari yamasi [48]

Polihidroksialkanoat Pseudomonas Ilag tasiyici sistem, protein [49]

(PHAMcL) fluorescens pirifikasyonu
PHA boncuklart Escherichia Rekombinant protein [50]
(PHA-bead) coli tretimi
Lactococcus Hepatit-C ilag tasiyict [51]
lactis sistem
Polihidroksibiitirat-valerat Ralstonia Medikal dikis ipi [52]
eutropha
B5785
Sigma-Aldrich Miyokardiyal yama [53]
Company
Polihidroksibiitirat (PHB)  Biomer and Doku miihendisligi igin [54]
Roth iskele

Poli(3-hidroksibiitirat-ko- Bilinmiyor ~ Yapay kan damari ve kalp [55]
3-hidroksiheksanoat kapakgi1g1



3.GERECLER

3.1 Kullanilan Sarf Malzemeleri

Tablo 3.1: Kullanilan Sarf Malzemeleri.

Kullanilan Malzemeler

Uretici Firmalar

1000 bp DNA belirteci Thermo Scientific SM0243
Agar BD 214010

Agaroz SIGMA A6013
Akrilamit SIGMA A8099
Aseton MERCK 100013
Asetonitril CARLO ERBA 401201
CaCl SIGMA C3306

CoCl; SIGMA C2644

CTAB (setil trimetil amonyum bromid) SIGMA H6269

CuCl; SIGMA C6641
DMSO (Dimetil siilfoksit) SIGMA D5879

Etanol J. T. BAKER 8228
Filtre kagidi (Whatman no.1) WHATMAN

Fruktoz SIGMA

Galaktoz BIOCHEMIKA 48260
Glukoz SIGMA G8270
KH2PO4 MERCK 1.04877.1000
Maltoz SIGMA M2250

Maya oziitii MERCK 1.03753
MgCl> MERCK 105832
MgS04.7H20 SIGMA M2773
MnCl..4H.0 MERCK 1.05917
NaCl MERCK 1.06400.1000
NaMOa. 2H20 SIGMA M1651
NHsAC SIGMA A7262
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Tablo 3.1: Devam.

NaHCOs3 SIGMA S-7277
Na2HPO4 SIGMA S9763

NaOH MERCK 1.06462.1000
NiCl2.6H.0 SIGMA 654507
Nutrient broth DIFCO 234000
N-ZAmin A SIGMA C0626

Pepton MERCK 107214
Rnase INVITROGEN AP223
Sukroz SIGMA S0389

My Taq DNA polimeraz BIOLINE 201105

3.2. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2: Kullanilan cihazlarin listesi.

Kullanilan Cihazlar

Uretici Firmalar

+4 °C sogutucu ARISTON Nofrost
-20 °C dondurucu ARISTON Nofrost
-80 °C dondurucu HERAEUS INSTRUMENT

96-kuyulu mikroplaka

TPP 92097

Agaroz jel elektroforez sistemi

BIOMETRA Agagel Mini

Buz makinesi BREMA Ice Flaker
Calkalamal1 su banyosu JULABO SW 21
Calkalamal1 su banyosu GFL 1083

Etiiv BINDER ED115
Hassas terazi SARTORIUS BL 210S

Inkiibator

EDMUND BUHLER KS15/ TH15

Jel goriintiileme sistemi

VILBER LOURMAT

Jel kurutucu

BIORAD 583

Liyofilizator

JOUAN RC 10.10
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Tablo 3.2: Devam.

Liyofilizator sogutucu motoru

JOUAN RCT 90

Liyofilizatér vakum motoru

ALCATEL Pascal 2005 C1

Manyetik karistirict

HEIDOLPH MR 3001

Masa iistii sogutmali mikrosantrifiij

HERAEUS Sepatech Biofuge 15R

Masa iistli sogutmali santrifiij

BECKMAN COULTER Allegra 25R

Mikroplaka okuyucu

BMG Labtech Fluostar Omega

Mikrodalga firin BEKO 1550
Mikropipet 2 pl GILSON
Mikropipet 20 pl GILSON
Mikropipet 200 pl GILSON
Mikropipet 1000 pl GILSON

Mikrosantrifiij BECKMAN COULTER Microfuge 18
Otoklav HIRAYAMA Hiclave HVE 50
Otoklav HIRAYAMA Hiclave HV 110L

pH metre WTW Inolab pH Level 1

Pipet tutucu (sarjl1 pipetor)

GILSON

Sogutmal1 mikrosantrifiij

BECKMAN Coulter Microfuge 22R

Sogutmali su banyosu

VWR 1160S

Spektrofotometre

BIORAD Smartspec 3000

Steril kabin

HERAEUS Herasafe HS 12

Tek kullanimlik steril filtre (0.22 pm)

SARTORIOUS STEDIM 17597

Tek kullanimhik steril filtre (0.45 pm)

SCHLEICHER&SCHUELL 10462200

Terazi SARTORIUS BL 3100
Terazi PRECISA 1200C

Termal dongii cihazi BIOMETRA T3

Tiipler igin sogutmali santrifiij HERAEUS Labofuge 400R
UV monitor (saflastirma sistemi) BIORAD

UV transilliminator

VILBER LOURMAT TFX 20M

Vorteks

VORTEX GENIE 2
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4.YONTEM

Calisma boyunca uygulanacak olan yontem bir sema halinde Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

* Yerel Bacillus izolatlarinin sudan siyahi (Sudan Black ) ve Nil
kirmizis1 (Nile Red) boyalar ile taranarak PHA iireticilerinin

il belirlenmesi

Ureticilerinin
Belirlenmesi

+ phaC ve phaR genlerinin yerel izolatlardaki varliginin PZR ile

. PHA belirlenmesi
Uretiminden

sorumlu
genlerin
taranmasi

* Sicaklik, zaman, agilama orani gibi parametrelerin optimize
edilmesiyle PHA iiretimi i¢in en verimli kosulun belirlenmesi

PHA + Kloroform temelli ekstraksiyon yontemiyle PHA ekstraksiyonu
Ekstraksiyonu

* Elde edilen PHA’nin FTIR ve H-NMR araciligiyla
nitelendirilmesi

PHA’nin
Nitelendirilmesi

Sekil 4.1: Tez calismasi boyunca izlenen temel basamaklar ve igerikleri.
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4.1. Kullanilan Besiyerleri ve I¢erikler

Calismada kullanilan Bacillus soylarindan PHA elde edebilmek igin farkli
besiyerleri ile calisilmistir. Besiyerleri kullanilmadan once 121 °C’de 20 dakika
boyunca otoklavlanarak steril hale getirilmistir. Deneysel c¢alisma planimna gore
besiyerlerinin petri kaplarina aktarilmasi gerektiginde otoklav igleminden 6nce %1,5
oraninda agar eklenmistir. Caligma boyunca kullanilan besiyerlerinin igerikleri asagida

belirtilmistir.

e Luria-Bertani (LB) Besi yeri (g/L):
- Niitrient Broth 10g, Maya Ekstrakt1 5g, NaCl 8g, Tris-Base 0,529.

e Azot kaynag1 azaltilmig Besi yeri (N2-Deficient) (g/L) [49]:
- Glikoz 10g, Pepton 2.5g, Maya Ekstrakt1 2.5g, NaCl 0.1g, KH2PO4 0.5g,
MgSO4 0.2g, pH 7.0

e Minimal Besi yeri (Mineral Salt Medium/ MSM) (g/L):
- Glikoz 29, NH4Cl 0.5g, KH2PO4 2.3g, Na2HPO4 2.3g, MgS04.7H.0 0.5g,
NaHCOs 0.5g, CaCl» 0.01g, Ferrik Asit 0.5g, Eser element soliisyonu 5ml.
Eser Element Soliisyonu (g/L): ZnSO4.7H.O 0.01g, MnCl2.4H>O 0.003g,
H3BO4 0,003g, CoCl2.7H20 0.02g, CuCl2. 2H20 0.001g, NiCl2.6H20 0.002g,
NaMOs. 2H20 0.003g.

4.2. Cahsmada Kullanilan izolatlar

Calisma kapsaminda daha once Tiirkiye’nin ¢esitli yerel ekosistemlerinden elde
edilmis olup amilaz, proteaz veya lipaz iiretkenlikleri baglaminda "A", "L" veya "P"
seklinde gruplandirilmis olan Bacillus izolatlar1 kullanilmistir.  Yerel izolatlarin
tamam1 klasik mikrobiyolojik yontemlerle tiplendirilmis, se¢ilmis bir kismi ise
TUBITAK projesi (105T-188) kapsaminda molekiiler yontemler kullanilarak
tiplendirilmistir [50]. Bu izolatlarin PHA iireticisi olup olmadiklar1 degerlendirilirken
pozitif kontrol olarak Bacillus megaterium DSM 32 susu [51] negatif kontrol olarak

ise Escherichia coli JM109 susu kullanilmastir.
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4.3. Farkh Besi yerlerinde PHA Uretimi

PHA iiretiminin gergeklestigi besi yerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen
ilk calismalarda “LB”, “azot kaynagi azaltilmis besiyeri (N2-Def) ve “MSM”
denenmistir. Besiyerlerinin igerikleri 4.1. numarali baslik altinda belirtilmistir. Karbon
kaynaklar1 eklenmeyen besiyerleri kullanilmadan once otoklav cihazinda steril
edilmistir. Otoklav isleminden sonra besiyerlerine eklenecek olan karbon kaynaklari
0.22 um por genisligine sahip filtreler kullanilarak steril hale getirilmis ve
besiyerlerine eklemistir. Optimizasyon asamasina kadar PHA tiretimi i¢in kullanilan

her besiyerinde tiretim kosullari su sekildedir:

e 150 ml hacme sahip steril erlenmeyere 30 ml ilgili steril besiyeri eklenmistir.
e Hazirlanan 6n kiiltiirlerden %1 asilama orani kullanilarak agilama yapilmistir.

Ornekler 30°C’de, 150 rppm’de 72 saat boyunca inkiibe edilmistir
4.4. PHA Ureticisi Soylari Kalitatif Olarak Belirlenmesi

Uretici soylar belirlenirken bakterilerin iiretmis oldugu lipit bazl1 biyoplastigi
boyamak icin 6zellesmis boyalar kullanilmaktadir. Bu calismada da iiretici soylarin
gorsel olarak taranabilmesi i¢in daha dnce de ¢alisilmis olan sudan siyahi (Sudan Black

B) ve nil kirmizisi (Nile Red) [52] boyalar1 kullanilmistir.
4.4.1. Sudan Siyahi ile Uretici Soylarin Taranmasi

Sudan Black B boyasinin hazirlanmasi i¢in 0.5 g Sudan Black B tozu tartilmis
ve 151k gegirmeyen cam bir siseye aktarilmistir. Ustiine 100 ml %70 etanol eklenmis
ve boya tozu ¢Oziilene kadar karistirilmistir. Sollisyon 1s1k gecirmeyecek sekilde
saklanmistir [53].

Yerel Bacillus izolatlar1 arasindan PHA fireticisi olanlarin ayirt edilmesi
amaciyla hazirlanan Sudan Black B boyasi kullanilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle steril
LB Agar cozeltisi hazirlanarak petri kaplarina dokiilmiis, besiyerinin donmasinin
ardinda 76 adet Bacillus izolatinin -20 °C gliserol stoklarindan 10 pL alinarak agar

iistline ¢izgi ekim yoOntemiyle ekilmistir. Petriler 30°C’de 48 saat boyunca
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inkiibasyona birakilmistir. Calismada pozitif kontrol C(+) olarak B. megaterium
DSM32, negatif kontrol C(-) olarak E. coli IM109 suslar1 kullanilmistir. 48 saatlik
inkiibasyonun ardindan olusan bakteri kolonileri Sudan Black B ile muamele
edilmistir. Bunun i¢in petriye olusan kolonilerin istiinii kaplayacak kadar (~10ml)
sudan siyahi soliisyonu dokiilmiistiir. Petriler 151k gegirmeyecek sekilde kapatildiktan
sonra 30 dk boyunca sabit bir sekilde oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan
soliisyon dikkatlice petri kabindan uzaklastirilmis ve yikama islemi i¢in %96 EtOH
hazirlanarak kolonilerin tistlinii kaplayacak kadar petri kabina dokiilmiistiir. Petriler
bu sekilde 10 dk inkiibe edilmistir. Ardindan EtOH ortamdan uzaklastirilarak
kolonilerin renk degisimi gozlemlenmistir. PHA iiretici soylarin lacivert / siyah
gbzlemlenmesi, PHA f{ireticisi olmayan soylarin ve negatif kontroliin de gri / beyaz

gbzlemlenmesi beklenmistir.
4.4.2. Nile Kirmazisi ile Uretici Soylarin Taranmasi

Nile kirmizisi boyasmin hazirlanmasi: Konsantrasyonu 100 pg/ml olacak
sekilde Nile kirmizisi tozu, DMSO i¢inde ¢6ziilmiis ve stok soliisyon hazirlanmustir.

Nile kirmizisi ile PHA iireticisi soylarin belirlenmesi i¢in 6ncelikle azot kaynagi
azaltilmis besiyerine (N2-Def) %1 oraninda agar eklenmis ve otoklavlanarak steril hale
getirilmistir. Bu besiyerinden her petri kabini i¢in 20 ml olacak sekilde ayrilmistir.
Besiyeri el yakmayacak sicakliga geldiginde ig¢ine son konsantrasyonu 3.1 ug/ml
olacak sekilde Nile kirmizist soliisyonundan eklenmistir. Boya ve besiyeri homojen
olana kadar karistirilmis ve besiyeri petrilere dokiilmiistiir. Besiyeri katilagtiktan sonra
caligilacak bakteri izolatlarinin -20 °C gliserol stoklarindan 10 ul alinarak ¢izgi ekim
yontemiyle ekilmistir. Petri kaplarinin iistii aliminyum folyo ile kapatilarak karanlik
bir ortam saglanmistir. Ardindan petriler karanlik ortamda 72 saat boyunca 30°C’de

inkiibasyona birakilmistir [54].
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4.5. phaC ve phaR Genlerinin Tespit Edilmesi

4.5.1. Genlere Ait Dizilerin Elde Edilmesi ve Coklu Dizi Analizi

(Bu galismada gergeklestirilen protokoller phaC ve phaR geni i¢in ayri ayr
uygulanmistir.)

Bacillus tiirlerinde phaC ve phaR genlerinin varligi, simdiye kadar yapilmis

caligmalardan elde edilen bu genlere ait bilgiler dogrultusunda NCBI/GenBank
veribankasi kullanilarak taranmistir. Tarama sonucunda elde edilen phaC ve phaR
genlerine ait niikleik asit sekanslar1t FASTA formatinda indirilmistir.
Bu sekanslar EMBL-EBI/ MUSCLE / Clustal Omega
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), Multiple Sequence Alignment programi
kullanilarak birbiriyle hizalanmistir. Bu islem phaC ve phaR genleri i¢in ayri ayri
gerceklestirilmistir.

MUSCLE / Clustal Omega [55] programindan elde edilen sonuglarda bir gene
ait farkli Bacillus izolatlarindan elde edilen sekanslarin birbiriyle olan “benzerlik”
(similarity) ve “Ozdeslik” (identity) oranlari analiz edilmistir. Dejenere primer
hazirlanacagi i¢in yiiksek “6zdeslik™ bulunan bdlgeler belirlenmistir. Tasarlanacak
primerlerin, ayni anda taranacak farkli suslarin sekansina komplementer olabilmesi

icin bu bolgelerden hazirlanmasina dikkat edilmistir.
4.5.2. MEME Suite Program ile Genlerde Motif Taramasi

Bu genlerin farkli Bacillus suslarinda sahip oldugu tekrarli dizileri (motif)
bulmak amaciyla NCBI / MEME Suite (https://meme-suite.org/meme/) [56] programi
kullanilmistir. Programa, her gen i¢in elde edilen sekanslar FASTA formatinda
yiiklenmistir. Programa ait veri gonderme formunda “Classic Mode”, “DNA, RNA or
Protein”, “One Occurrence Per Sequence (oops)” secenekleri tercih edilmis ve 4 adet

motif tarayacak sekilde program calistirilmistir.

26



4.6. Genomik DNA izolasyonu

4.6.1. CTAB Yontemi ile gDNA Izolasyonu

gDNA ekstraksiyonu i¢in ¢alismada kullanilan Bacillus izolatlarinin -20°C
gliserol stoklarindan 2ml LB besiyerine %1 asilama yapilmis ve bir gece boyunca

37°C’de bliyiimeye birakilmistir.

e Bir gece biiyiitiilen bakteri kiiltiirii 8000g’de 5 dakika santrifiij edilip tiist sivi
uzaklastirilmastir.

o Elde edilen pelet 567 ul TE Buffer ile pipetlenerek ¢oziilmistiir.

e (Cozeltinin stiine 30 ul %10 SDS; 3 ul 20mg/ml konsantrasyona sahip Proteinase
K enzimi eklenmistir. Proteinase K enziminin son konsantrasyonunun 100 pg/ml;
SDS ¢ozeltisi i¢inse son konsantrasyonun %0,5 olmasina dikkat edilmistir.

e Karisim 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyonun ardindan 100 pl 5M NaCl eklenmis ve karistirilmistir. Ardindan
65°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

e Cozeltiye esit hacimde (700 pl) kloroform/isoamilalkol (24:1) eklenmis ve
karigtirilmagtir.

e Cozelti 13,000 rpm’de 5 dakika santriflij edilmis ve akiskan {ist sivi temiz bir
mikrosantrifiij tlipline aktarilmistir.

e Karigimin iistiine esit miktarda fenol/kloroform/isoamilalkol (25:24:1) eklenmis
ve tlip alt tist edilerek karigtirilmistir.

e Karigim 13,000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis ve olusan fazlardan iist faz yeni
bir mikrosantrifiij tlipline aktarilmigtir.

e Elde edilen iist fazin 0.6 hacmi kadar izopropanol eklenmis ve karigtirildiktan
sonra 13,000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir.

e Olugan pelete zarar vermeden st sivi vakum yardimiyla ortamdan
uzaklastirilmistir.

e Elde edilen gDNA 50 pl %100 EtOH ile yikanmis ve EtOH ortamdan
uzaklastirilmis.

o Pelet evaporatorde 15 dakika kurutulduktan sonra 50 pl ampul su iginde

¢Oziilmiis ve -20°C’de stoklanmustir.
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4.6.2. “PureLink/Invitrogen gDNA Izolasyon Kiti” ile gDNA
Izolasyonu

gDNA ekstraksiyonu igin g¢alismada kullanilan Bacillus izolatlarinin -20°C
gliserol stoklarindan 3ml LB Broth besiyerine %1 asilama yapilmis ve bir gece
boyunca 37°C’de bliylimeye birakilmistir.
PureLink gDNA Izolasyon Prosediirii:

e Bir gece biiyiitiilen kiiltiir 4000rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir.

e Ust siv1 uzaklastirilmis ve kalan pelet 180ul “lyzozyme digestion buffer” ile
pipetaj yapilarak ¢oziilmiistiir.

e Cozelti 37°C’de 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

e 20 pl “Proteinase K” eklenmis ve tiip alt iist edilerek karistm homojen hale
getirilmigtir.

¢ Bu karisima 200 pl “PureLink Genomic Lysis-Binding Buffer” eklenip tiip alt iist
edilerek karistirtlmistir.

e Homojen hale getirilen karisim 55°C°de 30 dakika inkiibe edilmistir.

e Karisima %96-100 EtOH eklenmis ve homojen olana kadar karistirilmigtir.

e Hazirlanan lizat “PureLink Spin Column”a aktarilmistir.

e Kolon 10,000g’de 1 dakika boyunca santrifiij edilmistir. (Tim materyal
“collection tube (toplama tiipii)” icinde birikene kadar islem tekrar edilmistir.)

e Toplama tiipii uzaklastirilmis ve kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilmistir.

e Kolona 500 ul “Wash Buffer 1” eklenmis ve 10,000g’de 1dk boyunca santrifiij
edilmistir.

e Toplama tilipii uzaklastirilmis ve kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmistir.
Ardindan 500 pl “Wash Buffer 2” eklenmis ve maksimum hizda 3 dk santrifijj
edilmistir.

e Kolon temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinmis ve tstiine 50 ul “Elution Buffer”
eklenmistir. Oda sicakliginda 3-4 dakika inkiibe edilmis ardindan maksimum hizda

3dk santrifiij edilmistir.
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4.6.3. “QIAGEN gDNA izolasyon Kiti” ile gDNA Izolasyonu

gDNA ckstraksiyonu i¢in ¢alismada kullanilan Bacillus izolatlarinin -20°C
gliserol stoklarindan 3ml LB Broth besiyerine %1 asilama yapilmis ve bir gece

boyunca 37°C’de biiylimeye birakilmustir.

e Bir gece biiyiitiilen kiiltiir 7500 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmis ve
iist s1v1 uzaklastirilmastir.

e Olusan pelet 180 ul TE-Lizozim (20 mg/ml) i¢inde pipetlenerek ¢6ziilmiis ve
37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

e Inkiibasyon sonrasinda 20 pl Proteinase K enzimi ve 200 pl “AL Buffer” eklenip
karistirilmis ve short-spin yapilmistir.

e 200 ul %96-100 EtOH eklenmis ve karistirilmis ve short-spin yapilmustir.

e Icinde presipitat olusan karisim “Collection tube (toplama tiipii)” ile biitiinlesmis
haldeki “QIAGEN Spin Column”a aktarilmistir. Ardindan 6000g’de 2 dakika
santrifiij edilmistir.

e Kolon, yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmis ve kolona 500 ul “AW1 Buffer”
eklenip 6000g’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

e Kolon tekrar yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmis kolona 500 ul “AW?2 Buffer”
eklenip maksimum hizda 2 dakika santrifiij edilmistir.

e Kolon temiz bir mikrosantrifiij tiipline yerlestirilip tizerine 50 pl “AE Buffer”
eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir.

e Ardindan 6000g’de 2 dakika santrifiij edilip elde edilen gDNA -20°C’de

stoklanmustir.
4.7. Primer Tasarimi

phaR ve phaC genlerinin ¢alismada kullanilan suslardaki varliginin Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile arastirilmasi i¢in birden fazla susda kullanilmak iizere
dejenere primer tasarlanmigtir. Tasarim yapilirken dikkat edilmesi gereken noktalar su

sekildedir:

e Tasarlanan primerlerin uzunlugu yaklasik 15-30 baz kadar olmalidir.
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e Primerlerdeki G ve C baz oraninin %30’un altina diismemesine ve %60’1n
tizerine ¢ikmamasina dikkat edilmelidir.

e Tasarlanan primer ¢iftlerinin erime sicakliklariin (Tm) birbirine es ya da aralinda
maksimum 5-8 °C fark olmasina dikkat edilmelidir.

e Primerlerin 3’ ucunda iicten fazla G ya da C bazi bulunmamasina dikkat
edilmelidir.

e Primerlerin kendi i¢inde ya da Ileri ve Geri Primer arasinda ikincil bir yap1
olusturmamasi i¢in baz dizilimlerine dikkat edilmelidir.

e Primerin 3’ ve 5’ u¢larinda dejenerasyon olmamasina dikkat edilmelidir.

Dejenere primer tasarimi sirasinda MUSCLE/Clustal Omega programi
kullanilarak yapilan hizalamanin ardindan her bir gen i¢in Bacillus cinsine ait farkli
suslardan elde edilen dizilerdeki en korunmus bolgeler tercih edilmistir. Kullanilan

primer ¢iftleri Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1: phaC ve phaR genlerinin PZR ¢ogaltilmasi igin kullanilan primerler.

Primer Dizi (5°-3°) Baz Tm GC

Sayis1  (°C) (%)
phaC - CF CGYGGTTTTGATGTRTATWTGC 22 54.7 36.3
phaC - CR GATARAARTCACGAATCCAYTG 22 52.8 31.8
phaR - RF GTGATTGATCAAAAATTCGATCC 23 55.3 34.8
phaR - RR GTTTHGCTAGTACTGCATTTTGC 23 57.1 39.1
phaR - RFM GTAAATGAAGTAACGGGGCGCT 22 61.2 50
phaR - RRM CTTCTGCCTTTGGCTTTTCAGC 22 60.8 50

4.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

phaC ve phaR genlerinde ¢ogaltilmak istenen bolgeler termal dongii cihazi
kullanilarak PZR yontemi ile ¢ogaltilmistir. PZR reaksiyonunda kullanilan reaksiyon
tamponu gerekli NTP ve MgClI; igerigine sahiptir. PZR reaksiyonu i¢in kullanilan
bilesikler ve miktarlar1 Tablo 4.2°de gosterildigi gibidir.
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Tablo 4.2: PZR reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve kullanilan miktarlar.

Bilesenler Kullanilan Miktar
5X TagPolimeraz Buffer 5ul
fleri Primer (5 pM stok) 1 ul
Geri Primer (5 uM stok) 1 ul
MyTaq DNA Polimeraz (0.5 U) 1l
Kalip DNA* (10 ng) 1ul
Steril dH.0O 16 pl

*Kalip DNA 100 ng konsantrasyona diliie edilip kullanilmaktadir.

PZR i¢in gerekli dongii ve sicaklik kosullar1 optimize edilmis ve su sekilde

kullanilmustir:

Tablo 4.3: PZR’da kullanilan sicakliklar ve dongii sayilari.

Adim Sicaklik Stre Dongii
Sayis1
On Denatiirleme 94°C 5 Dakika 1
Denatiirleme 94°C 1 Dakika
Tutunma 50°C 30 Saniye 25
Uzama 72°C 1 Dakika
Uzama 72°C 10 Dakika 1
4°C o0 1

4.9. PHA Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon yontemini belirlemek amaciyla Law ve Slepecky [57] tarafindan
uygulanan ekstraksiyon yontemi modifiye edilmistir. Protokol su sekildedir:

Protokoliin 6n agsamasi olarak PHA ekstraksiyonu yapilacak olan susa ait -20 C
gliserol stogundan LB Agar iizerine ¢izgi ekim yapilmistir. Bir gece 37°C’de inkiibe
edilen petride olusan tek kolonilerden biri segilerek 2 ml LB iginde 6n kiiltiir

baslatilmis ve 37°C’de 150 rpm’de bir gece inkiibe edilmistir. Ertesi giin 150 ml hacme
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sahip erlenmeyere 1/5 havalandirma oranmi elde edecek sekilde 30 ml No-Def besi
yeri eklenmis ve 6n kiiltiirden %1 asilama yapilarak, kiiltiir 30°C’de 150 rpm’de 72
saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Ekstraksiyon protokolii [57]:

e Kiiltiirden 10 ml 6rnek PHA ekstraksiyonu i¢in, 10 ml de kuru agirlik
belirlenmesi igin uygun tiiplere ayrilmistir.

e Ornekler 8000g’de 15 dakika ya da 4000g’de 30 dakika santrifiij edilmis ve iist
stv1 pelete zarar vermeden vakum yardimiyla ortamdan uzaklastirilmistir.

o Kuru agirlik 6l¢iimiinde kullanilacak olan pelet 2 ml distile H>O i¢inde ¢oziilmiis
ve bos agirligi onceden bilinen bir kaba aktarilarak 60°C’de 48 saat boyunca
kurumaya birakilmistir.

e Ekstraksiyon i¢in kullanilacak pelet 3 ml %35 konsantrasyona sahip sodyum
hipoklorit iginde homojen hale gelene kadar ¢6ziilmiis ve 37°C’lik su banyosunda
1 saat 15 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir.

e Inkiibasyonun ardindan &rnekler 10,000g’de 15 dakika santrifiij edilmis ve iist
s1v1 uzaklastiriimistir.

e Pelet sirasiyla 300 uL distile H2O, aseton ve dietil eter ile yikanmustir.

e Yikamanm ardindan pelet, kloroform600 pL ile ¢oziiliip arada vortekslenerek
60°C’lik su banyosunda 1 saat inkiibe edilmistir.

e Ardindan karigim siringa yardimiyla 0.45 pm’lik PTFE filtreler kullanilarak bos
agirliklart 6nceden tartilmis mikrosantrifiij tiiplerine filtre edilmistir.

e Tiiplerdeki kloroform, 60°C’lik evaporator kullanilarak buharlagtirilmistir.

e Tiiplerin agirligi bu islemden sonra tekrar ol¢lilmiistiir.

Orneklerdeki PHA akiimiilasyon miktarin1 hesaplamak igin asagidaki formiil

kullanilmistir:

[Elde edilen PHA agirhigr (g/L) / Kuru hiicre agirhgr (g/L)] x 100 = % PHA
Akiimiilasyonu (4.1)
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4.10. PHA Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

4.10.1. Sicakhigin PHA Uretimine Etkisi

Sicakligin bakteriyel PHA iiretimi tizerindeki etkisini gérmek amaciyla 30°C,
37°C ve 40°C’de biiyiitiilmek iizere bakteri kiiltiirleri hazirlanmustir. Ilgili bakterinin
on kiiltiri 3 ml LB iginde 37°C’de 150 rpm’de bir gece inkiibasyona birakilarak
hazirlanmstir.

Caligilan her bir sicaklik degeri i¢in 3 tekrarli deney diizenegi kurulmustur. 150
ml hacme sahip erlenmeyerlere 30 ml N2-Def besi yeri eklenmis ve ilgili 6n kiiltiir ile
%1 oraninda asilama yapilmistir.  Kiiltiirler 30°C, 37°C ve 40°C’de 150 rpm’de
inkiibasyona birakilmistir. 72. saatte ilgili 6rneklerden PHA ekstraksiyonu yapilmis ve

akiimiilasyon oranlar1 hesaplanmistir.

4.10.2. Inkiibasyon Zamanmimin PHA Uretimine Etkisi

Inkiibasyon zamaninin PHA iiretimi iizerine etkisini belirlemek amaciyla her 24
saatte bir degerlendirilmek lizere 24-120 saat araliginda deney diizenegi tasarlanmistir.
Deneyler tek bir 6n kiiltiirden baglatilmistir. On kiiltiir, petride biiyiitiilen kolonilerden
bir tanesinin LB icine asilanmast ve 37 °C’de 150 rpm’de bir gece boyunca inkiibe
edilmesiyle elde edilmistir.

Her bir 24 saatlik deney diizenegi icin {i¢ tekrarli olmak tizere 150 ml hacme
sahip erlenmeyerlere 30 ml N2-Def besi yeri eklenmistir. On kiiltiirden %1 asilama
yapildiktan sonra kiiltlirler 30°C’de ve 150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Her
yirmi dort saatte bir ilgili 6rneklerden PHA ekstraksiyonu yapilmistir.
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4.10.3. Asilama Oraninin PHA Uretimine EtKisi

Asilama oraninin PHA akiimiilasyonuna etkisini degerlendirmek amaciyla %1-
10 asilama araligina sahip deney diizenekleri hazirlanmistir. Bunun i¢in 6n kiiltiir
onceki deneylerle es kosullarda hazirlanmistir. Bu optimizasyon deneyi i¢in %1, %2,
%5 ve %10 asilama oranlar1 kullanilmistir. Her asilama orani i¢in ti¢ tekrar yapilmustir.
Kiiltiirler 30°C’de ve 150 rpm’de inkiibasyona birakilmis ve 72 saat sonra alinan

orneklerden PHA ekstraksiyonu yaparak akiimiilasyon degerleri hesaplanmaistir.
4.10.4. Havalandirma Oraminin PHA Uretimine Etkisi

Havalandirma oranmmin PHA akiimiilasyonuna etkisini arastirmak amaciyla
tasarlanan bu ¢alismada deney diizenekleri hazirlanirken 1:2, 1:5 ve 1:8 havalandirma

oranlarina sahip olacak sekilde erlenmeyerlere besiyeri eklenmistir. Buna gore,

e 1:2 havalandirma i¢in 150 ml hacme sahip erlenmeyere 75 ml N2-Def
e 1:5 havalandirma i¢in 150 ml hacme sahip erlenmeyere 50 ml N2-Def
e 1:8 havalandirma i¢in 150 ml hacme sahip erlenmeyere 20 ml N2-Def besi yeri

eklenmistir.

Ardindan kiiltiirler, 6n Kkiiltiirler ile %1 oraninda asilanmis ve 30°C’de 150
rpm’de inkiibasyona birakilmistir. 72 saat sonra alinan Orneklerden PHA
ekstraksiyonu yapilarak akiimiilasyon degerleri hesaplanmistir. Her ornek {i¢ tekrar

olacak sekilde hazirlanmistir.
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4.10.5. Calkalama Hizinin PHA Uretimine Etkisi

Calkalama hizinin PHA akiimiilasyonuna etkisini degerlendirmek amaciyla 100
rpm, 150 rpm ve 200 rpm calkalama hizlarina sahip deney diizenekleri hazirlanmistir.
Her bir deney diizenegi i¢in ti¢ tekrar kullanilmistir. Kiiltiirler 6nceki deneylerden
farkli olarak, havalandirma oranindaki optimizasyondan sonra 1:2 havalandirma orani
olacak sekilde hazirlanmistir. Kiiltiirler farkli calkalama hizlarinda, 30°C’de ve 150
rpm’de inkiibasyona birakilmis ve 72 saat sonra aliman Orneklerden PHA

ekstraksiyonu yapilarak akiimiilasyon degerleri hesaplanmustir.
4.10.6. Farkh Karbon Kaynaklarimin PHA Uretimine Etkisi

Farkli karbon kaynaklarinin PHA {iretimindeki etkisini arastirmak amaciyla bes
farkli karbon kaynagi kullanilmistir. Bunlar; glikoz, siikroz, galaktoz, laktoz ve
maltozdur. Karbon kaynaklar1 gerekli miktarlarda tartilmis daha sonra distile H20
icinde ¢Ozllmiistiir. Ardindan sterilizasyon icin 0.22 pm’lik steril filtrelerden
gecirilmis ve stoklanmistir. Karbon kaynaklarinin optimizasyon calismasi icin
hazirlanan kiltiirler i¢in tiretim kosullar1, 6nceki optimizasyon ¢alismalarindan sonra
elde edilen en optimal sartlara gore secilmistir. Her karbon kaynagi icin ii¢ tekrarli bir
deney tasarlanmistir. 100 ml hacme sahip erlenmeyerlere karbon kaynagi igermeyen
50 ml N2-Def besi yeri ve son konsantrasyon %1 olacak sekilde karbon kaynaklari
eklenmis, kiiltiirler 6n kiiltiirler ile %1 oraninda asilanmis ve 30°C’de, 100 rpm’de 72

saat boyunca inkiibe edilmistir.
4.10.7. Farkh Nitrojen Kaynaklarinin PHA Uretimine EtKisi

Farkli karbon kaynaklarimin PHA {iiretimindeki etkisini arastirmak amaciyla

organik ve inorganik azot kaynaklar1 kullanilmistir.

¢ Organik azot kaynaklari: Pepton, maya ekstrakti, iire, proteaz pepton, tripton, NZ-
Amin A.

e Inorganik azot kaynaklari: Amonyum kloriir, amonyum asetat, sodyum asetat,

sodyum nitrat.
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Azot kaynaklar1 gerekli miktarlarda tartildiktan sonra distile H20 iginde
¢cozllmiistliir. Ardindan sterilizasyon igin 0.45 pm’lik steril filtrelerden gecirilip
stoklanmustir. Her azot kaynagi igin ii¢ tekrarli deney hazirlanmistir. 100 ml hacme
sahip erlenmeyerlere azot kaynagi icermeyen 50 ml N2-Def besi yeri ve son
konsantrasyon %1 olacak sekilde azot kaynaklari eklendikten sonra kiiltiirler 6n
kiiltiirler ile %1 oraninda asilanmis ve 30 °C’de, 100 rpm’de 72 saat boyunca inkiibe

edilmistir.

4.10.8. FTIR Analizi

Elde edilen biyopolimerin yapisini belirlemek amaciyla orneklerde Fourier
Doniisiim Kizilotesi Spektroskopisi analizi yapilmistir. Analiz i¢in 10 mg PHA 6rnegi
kullanilmistir. Analiz Gebze Teknik Universitesi Kimya Béliimii biinyesindeki
"Perkin Elmer Spectrum 100 FTIR Spectrometer" cihazinda 600-4000 cm

spektrumunda gerceklestirilmistir.

4.10.9. 'H- NMR Analizi

Elde edilen biyopolimerin yapisal 6zelliklerini analiz etmek amaciyla 10 mg
PHA 6rnegi kullanilarak Gebze Teknik Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvari
biinyesinde bulunan NMR cihazinda *H-NMR analizi gerceklestirilmistir.
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5. BULGULAR

Bu ¢alismada GTU-Enzim Molekiiler Genetigi laboratuvari biinyesinde bulunan
yerel Bacillus izolatlarinin polihidroksialkanoat tiretme kabiliyetleri arastirilmistir.
Uretici soylar cesitli boyama yontemlerinin yan1 sira PZR gibi temel molekiiler
yontemler de kullanilarak belirlenmistir. Uretim verimini artirmak amaciyla
inkiibasyon sicakligi, calkalama hizi gibi fiziksel degiskenler ile karbon ve azot
kaynaklar1 gibi besi yeri igerikleri optimize edilmistir. Farkli lipit boyama yontemleri
ve PZR ile gen taramalari sonrasinda 76 yerel soydan, boyamalarda pozitif sonug veren
ayrica phaC ve phaR genlerine sahip olan 38 tanesi PHA iireticisi olarak

degerlendirilmistir.

5.1. Boyama Yontemleri ile PHA Ureticisi Izolatlarin
Belirlenmesi

Sudan siyahi ve Nil kirmizisi ile yapilan boyama isleminin ardindan petrilerdeki
bakteri kolonileri aldigi renge gore “Uretici” ve ‘“lretici degil” seklinde
degerlendirilmistir. Sudan siyahi boyasi1 bakteri iginde biriktirilen lipit yapili PHA
graniillerini siyah/mavi goriinecek sekilde boyamaktadir. Boylece PHA {iretimi
gerceklestiren bakteri kolonileri boyama isleminin ardindan agar iistiinde mavi sekilde
gortiniirken, negatif kontrol olarak kullanilan E. coli JM109’a ait koloniler gri renkte
goziikmektedir. Boyamaya ait 6rnek bir gorsel Sekil 5.1°de gosterilmistir. Nil kirmizisi
ile yapilan tarama sonuglar1 Sekil 5.2'de sunulmustur. PHA iireticisi izolatlar UV 151k

altinda pembe sekilde parlarken negatif soylarda parlama gozlemlenmemektedir.
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E. coli JM109

Sekil 5.1: Sudan siyahi (iist) boyamasi sonrasinda negatif kontrol (E. coli JIM109) ve

PHA iireticisi Bacillus izolatinin petrideki goriintiisii. Ornek: Bacillus sp. A19.
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Sekil 5.2: Nile, kirmizisi boyasi kullanilarak yapilan tarama sonuglari. (a) Bacillus

sp. A19 ve Bacillus sp. Al. (b) Bacillus sp. A2 ve Bacillus subtilis A3. (c) Negatif

kontrol olarak kullanilan E. coli JM109 ve Bacillus pumilus L1. (d) Bacillus sp. A2
ve Bacillus subtilis A3. (c) Bacillus subtilis L8.
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Tablo 5.1: Bacillus izolatlarinin Sudan siyahi ile taranmasi1 sonucunda belirlenen
PHA iireticisi soylar. Olas1 PHA {ireticisi Bacillus izolatlar1 (+) ile, {iretici
olmayanlar (-) ile gosterilmistir.

A Grubu | Mavi L Grubu | Mavi P Grubu | Mavi
Ornekleri| Koloni Ornekleri| Koloni Ornekleri| Koloni
Al + L1 - P1 -
A2 + L2 - P2 +
A3 + L3 + P3 -
Al + L4 + P4 +
A5 + L5 - P5 -
A6 + L6 + P6 +
A7 - L7 - P7 +
A8 - L8 + P8 -
A9 + L9 + P9 -
Al10 + L10 - P10 -
All + L11 - P11 -
Al2 + L12 - P12 -
Al3 + L13 + P13 +
Al4 + L14 + P14 -
Al5 + L15 + P15 -
Al6 - L16 - P16 +
Al7 + L17 - P17 -
Al8 - L18 - P18 -
Al9 + L19 - P19 +
A20 - L20 + P20 +
A2l - L21 - P21 -
A22 - L22 + P22 -
A23 - L23 + P23 -
A24 - p24 +
A25 -
A26 -
A27 +
A28 +
A29 -

Sudan siyahi boyama yonteminin 76 adet yerel Bacillus izolatina
uygulanmasinin ardindan elde edilen verilere gore PHA {ireticisi olabilecek soylar
Tablo 5.1°de gosterilmistir. “Mavi Koloni” olarak degerlendirilen izolatlar potansiyel
PHA fireticisi olarak ongoriiliirken, boyanmayan koloni olarak degerlendirilenlerin

PHA {iretim potansiyeli olmadig1 ongdriilmiistiir.
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5.2. Coklu Dizi ve Motif Analizi Sonuclan

NCBI GenBank’ta yapilan tarama sonucunda 12 adet farkli Bacillus susuna ait
phaC ve phaR genlerinin niikleotit dizileri elde edilmistir. Bakteri suslarina ait bilgiler
Tablo 5.2°de gosterilmistir. Genler, Clustal Omega
(https://wwwe.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)  [58] ¢oklu hizalama  programi
kullanilarak  hizalanmis ve ardindan NCBI/MEME Suite (https://meme-
suite.org/meme/) programi [59] ile genlerde motif analizleri ger¢eklestirilmistir. phaR
geni icin yapilan tarama sonuglar1 Sekil 5.3’te gosterilmistir. Sekil iizerinde sar1 renk
ile belirtilen bolgeler ayn1 gen i¢in farkli suslarda baz degisiminin olmadig1 noktalari
ifade etmektedir. Sar1 rengin koyulastigi bolgelerde baz degisimleri meydana gelmistir

ve degisen baz sayisi koyulugun arttig1 bolgelerde daha fazladir.

Tablo 5.2: NCBI/GenBank veri bankasindan elde edilen phaC ve phaR genlerinin
tanimlayicilari ve ilgili bakteri isimleri.

Bakteri Ismi NCBI Gen ID  NCBI Gen ID
(phaC) (phaR)
Bacillus thuringiensis 67465809 67465807
Bacillus pseudomycoides 34218639 34218077
Bacillus mycoides 66263637 66263639
Bacillus tropicus 56651176 56651174
Bacillus anthracis str. 'Ames Ancestor’ 45021322 45021320
Bacillus pacificus 69533169 69533171
Bacillus cereus 67506021 67506019
Bacillus paranthracis 64200005 64200007
Bacillus toyonensis 64182710 64182708
Bacillus wiedmannii 51132918 51132916
Bacillus albus 58156896 58156898
Priestia megaterium (Bacillus megaterium) 64144793 64144795
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Coklu dizi hizalama analizinin sonuglari degerlendirildiginde hem phaC hem de
phaR genlerine ait dizilerin, ayn1 gen i¢in suslar arasinda yiiksek oranda benzedigi ve
korundugu goriilmiistiir. Yapilan ¢oklu dizi analizinde kullanilan programin bir
Ozelligi olarak birbiriyle 6zdesligi en yiiksek olan diziler en altta bulunan iki satirda
gosterilmektedir. Program tarafindan yapilan siralamada en alt satirdan iist satira dogru
ilerledikce dizilerin birbirleri arasindaki 6zdeslikleri azalir. Bu bilgi dogrultusunda
Sekil 5.3 ve Sekil 5.4 incelendiginde her iki gen i¢in de dizisi birbirine en yakin
Bacillus suslar1 Bacillus wiedmannii ve Bacillus mycoides olarak belirlenmistir.
Priestia megaterium (Bacillus megaterium) ise her iki gen i¢in de diger suslarin gen
dizisine en az benzerlik gosteren diziye sahiptir. phaC geni icin yapilan motif analizi
ve c¢oklu dizi hizalama sonuglari Sekil 5.4’te gosterilmistir. Sekillerde sar1 renkli
niikleotitler farkli suslar arasinda degisime ugramamisken, niikleotit degisiminin
arttig1 lokasyonlarda sar1 renk koyulasmaktadir. Dizilerdeki mavi bolgeler motiflerin
bulundugu lokasyonlari temsil etmektedir. Mavi bolgelerde baz degisimi olan noktalar
beyaz olarak gosterilmistir. Her iki gen i¢in de dorder motif belirlenmistir. Motifler
MEME Suite programi kullanilarak belirlenmis olup literatiirde motiflere dair bilgi
bulunamamistir. PZR igin primer tasarlanirken olusacak PZR firiiniiniin bu bolgeleri
kapsamasina dikkat edilmistir. Amag¢ bu bdlgeleri gogaltarak ilgili genlerin yerel
suslardaki varliginin tanimlanmasini saglamaktir. Primerlerin tasarlandig1 lokasyonlar

sekil tizerinde kirmizi kutu i¢ine alinarak sunulmustur.
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\pricstia_megeeeriim_srcin_BEESI11-600
acillu_pserionyaides DSV 1244211413

il
acils_pacfiois_sman_4-6/1-453
acillus_alius _strain_BG_20/1413

_topenensis_staan_Faubé- 071453

| sattus_myecides_smein_aFis2 111453

ecilus Jviednve_stran_SES2/1403

o 0
AACAGCAAAAAGTATTTGATC
TGATTGATCAAAAATTCGATC
TGATTGATCAAAAATTCGATC
TGATTGATCAAAAATTCGATC
TGATTGATCAAAAATTCGATC
TGATTGATCAAAAATTCGATC
TGATTGATCAAAAATTCGATC
TGATTGATCAAAAATTCGATC
TGATTGATCAAAAATTCGATC
TGATTGATCAAAAATTCGATC
TGATTGATCAAAAATTCGATC
TGATTGATCAAAAATTCGATC

1‘6ﬂ l‘SD lldﬂ l‘iﬂ l‘sﬂ 1‘9ﬂ
|prieio_megeeenio_smain_azzsirto00 11 TGCTAAATATGAACCTTCAATAT CAACAAGCAGTAAATGAAGTHACGGGGCHETATCTGCA
facitlows_pseudomycoides_DSM_12442/1-403 18 TTCTAGATTTGAATTTGTTTTATCAGAAGATGT TGAATGATGCAACAAAAGGETATTTAGA)
il _cmaus_B426911483 18 TTCTAGATTIGAATTTGTITTATCAAAAAGCAT TAAATGATACGACAAAAAAGTATTTAGA) GCTTGTTATTAACTTAGAARATAR 257
arillais_thringiensis_B:407/1-483 128 TTCTAGATTTGAATTTGTTTTATCAAAAAGCATTAAATGATACBACAAAAAACTATTTAGA) GCTTGTTATTAACTTAGAAAATAA 257
i _tropics_stran_AQA CPSI/413 18 TTCTAGATTTGAATTTGTTTTATCAAAAAGCATTAAATGATACAACAAAAAACTATTTAGA) GCTTGTTATTAACTTAGAAAATAA 157
darillass_¢ s _str._dwes_dwestor'/ 128 TTCTAGATTTGAATTTGTTTTATCAAAAAGCATTAAATGATACGACAAAAAATTATTTAGA) GCTTGTTATTAACTTAGAAAATAA 297
facill_parantivacis_strain_CFO0/1413 18 TTCTAGATTTGAATTTGT T TTATCAAAAAGCATTAAATGATACGACAAAAAATTATTTAGA) GCTTGTTATTAACTTAGAAAATAA 257
acills_paciics sin_26-61443 18 TTCTAGATTIGAATTTGTITTATCAAAAAGCAT TAAATGATACGACAAAAAATTATTTAGA) GCTTGTTATIAACTTAGAARATAA 257
mlhu s_albn_strain_PG_26/1413 18 TTCTAGACTTGAATTTGTTTTATCAAAAAGCGT TAAATGATACAACAAAAAGT TATTTAGA) GCTTGTTATTAACTTAGAAAATAA 257
e _toponensis_smain_ FiB4- 071493 18 TTCTAGACTIGAATTTGTITTATCAAAAAGCAT TAAATGATACGACAAAAAGTTATTTAGA) GCTTGTTATTAACTTAGAARATAR 257
Bmlhu s_myeoides_strein AHE21/1-483 128 TTCTAGATTTGAATTTGTTTTATCAAAAAGCATTAAATGATACBACAAAAAATTATTTAGA) GCTTGTTATTAACTTAGAAAATAA 257
iHais_wiedmayri_stran_SRS2/1-483 18 TTCTAGATTTGAATTTGTTTTATCAAAAAGCATTAAATGATACBACAAAAAATTATTTAGA) GCTTGTTATCAATTTAGAAAATAA 257
m 0 0 0 3w : E
|piesic_megeeemim_siin_8zz5111.600 261 AGTEGAAT TAT THG AAGAGEAAT TTGALGATCG) GATGAl TTAGACANNARACTE 0
acillows_pseudomycaides DM, 12442/1-413 253 AGTRGATAACATEGAAGABTTTITTGGAAG GATTC TTAGAAGATAAAGTG 375
e 258 AGTHGATAACATIGAGGAGETTCTAGA GATTC CTTGALACMAAAGTA 375
acill_uringiensis_Si407/1413 258 AGTHGATAACATIGAGGAGRTTCTAGAGE GATTC CTTGAAACAAAAGTA 375
mlhujmrm,amnjmL’FSI/I-‘ES 155 AGTBGATAACATTGAGGARBT TCTAGA, GATTC TTAGAAACGAAAGTT 375
il L83 258 AGTHGATAACATIGAGGAGETTCTAG GAGTC, TTAGAAACBAAGGTT 375
il _p{'mm)nma smnc’vﬂﬂﬂ! 1% AGTBGATAACATTGAGGABTTTICTAGAAG GAGTC TTAGAAACGAAAGTT 375
il pociics s 258 AGTHGATAACATIGAGGAGETTCTAGA GAGTC, TTAGAAACGAAAGTT 375
mm_nm_mn_m_wuu 238 AGT/GATAATATEGAGGARGTTCTAGAAG GATTC TTAGAAACBAAAGTT 375
il tepemensic_stin_FiBd-10/1-493 258 AGTGATAATATAGAGGARBTTCTAGA GaTTC TTAGAAACBAAAGT 375
| Bacitu e smain AFE2111-483 238 AGT/{GATAACATEGAGGARRTTCTAGAAG GATTC, TTAGAAACGAAAGTT 375
faciow_wiedmarvii_stran_SR32/1-483 155 AGTIGATAACATTGAGGARATTCTAGA, GATTC CTAGAAACGAAAGTT 375
o 110 ™ [ 0 150 100 m 150 190 s 10
|piesic_megeeemim_siin_8zz5111.600 391 GACAAAGTTTTGTCTCTHCTTIGAAGHACAGCARAKAACACAAGABGAGTFALAAGEAACTATCCARARACAKATTA AAC TIHA smmnmsc-msm_n““ TAG 20
cill_pseudowyvoices DM 44311443 316 GATAAGATTTTAGGATTACTTGAAAMACAAAATGAAGTGTTAGE TFACAGGAACCAGAGAAAGAAGTGECGAARGE GECTCTGAAACCAG. - - AGAAT- - - - - AAAAABTAG 433
Sario_cenens_B4264/1-483 376 GATCAAATTTTAGAAT TGCTACGAAANGCAAAATGCAGTACTAGCMAAACKACAAGTACCTGTAAAAGAAGAGGTAAAGCCTIRCGAATAAACCAG - - - AAAAT- - - - - - - -AAAAAMTGA 483
acill_uringiensis_Bid07/1-483 316 GATCAAATTTTAGAATTGCTAGAAANGCAAAATGCAGTACTAGE CFACAAGHACCTGTAAAAGAAGAGATAAAGCCTBCGAATAAGCCGE- - - ARAAT- - - - - - - - - - .- AAAAANTGA 483
il _tropicus_stram_AQA CFSI/I483 376 GATCAAATTTTAGAAT TGCTAGAAAMGCAAAATGCAGTACTAGE BAAACFACAAGAACCTGTAAAAGAAGAAGTAAAGBCC TRCAAATAAGCCAG- AAAAT- - - - AAAAAATGA 433
acil_ovinacis_itr_fes_fwestor/ 1483 316 GATCAAATTTTAGAATTGCTAGAAANGCAAAATACAGTACTAGE CFACAAGEACCTGTAAAGGAAGAAGTAAARCC TMCGAATAAGCCAG- - - ABAAT- - - - - - - - - - . AAAAABTGA 453
376 GATCAAATTTTAGAATTGCTAGAAANGCAAAATGCAGTACTAGE CEACAAGAACCTGTA {c} GAAGTAAANCCTACGAATAAGCCAG- AAAMAT- .- .- - AAAAABTGA 433
376 GATCAAATTTTAGAATTGCTAGAAANGCAAAATGCAGTACTAGCMAAACEACAAGEACCTGTAAAAGAAGAAGTAAARCC TMCGAATAAGCCAG. - - ARAAT- - -« .. .- - <. AARAABTGA 453
v s PGIALA1S 316 GATCAAATTTTGGAATTGCTAGAAAAGCAAAATGCAGTACTAGE CFACAAGHACCTGTAAAAGAAGAAGTAAAGCC THCGAATAAGCCAG. - - ARAAT- - - - - - - - - - .- AAAAAMTGA 433
facillu_toyonensis_stram_Fid4-10/1-463 376 GATCAAATTTTAGAAT TGCTACGAAANGCAAAATGCAGTACTAGCMAAACKACAAGTACCTGTAAAAGAAGAAGTAAAGCCGIBCGAATAAGCCAG- - - AAAAT- - - - - - - -AAAAAMTGA 483
| Bacitia 316 GATCAAATTTTAGAATTGCTAGAAANGCAAAATGCAGTACTAGE CFACAAGHACCTGTAAAAGAAGAAGTAAAGCCTBTAAATAAGCCAG- - - ARAAT- - - - - - - - - - .- AAAAANTGA 483
baciHlow_viedmearvi ;mnwwus 376 GATCAAATTTTAGAGT TACTAGAAAMGCAAAATGCAGTACTAGCMAAACFACAAGTACCTGCAAAAGAAGAAGTAAARCCTIBCGAATAAGCCGE - AAAAT- - - - AAAAAATGA 433
s 0 50 s B s 50 o0
|pietic_megctenins_stcin_Bz25111-600 B 0

acills_prewdowycoides_DIM_ 144311413 e
il _cenens_B426411-403 cee
acils_thrgiensts_Bed0ir-453 S
e ACACHSULU S

acillus_elbus _senain_BG_26/1-413 S
il _tovcnensi_strain, Hib4-10/1-483 cee
| st myeordes smean_riszer-453 S
acillus Jviednevi_strain_SRI2/1493 S

Sekil 5.3: On iki farkli Bacillus tiiriine ait phaR gen dizisinin ¢oklu dizi hizalama ve
motif analizi sonuglari. Mavi bdlgeler motifleri temsil ederken, PZR i¢in kullanilacak
primerlerin lokasyonu (B. megaterium i¢in kullanilan primer lokasyonu harig
tutulmustur.) kirmizi ¢ergeve iginde belirtilmistir. Mavi bolgeler i¢cindeki baz
farkliliklar1 beyaz renkle temsil edilmektedir.
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risia_mageeriiny_sivein_BESIII- 1049 L EEEGCAATTCCTTACGGCANGAGTGGGAAAAAT TAATEAAANCHATGCCAAGTGANT AAANAGT ICTGCEAGACGHT T TAAGCGHGCATATGAAKNT TATGA 103
acillis_pseudonyeoides_DSM_12443/1- 1086 1 - -ATGACTACATTCGRAACAGAATGGGAAAAGCAATTEGAACTATACCCAGAAGAATATCGAAAAGCATARCGTCGITTTAAAAGAGCGAGTGAAGTTTTAC 100
acillis_albus/1- 1086 l - -ATGACTACATTCGRAACAGAATGGGAAAAGCAATTAGAGCTATACCCAGAAGAGTABCGAAAAGCATABCGCCGTGTGAAAAGBGCGAGTGAAATTTTAT 100
facillys_peacificus_siram_34-6/1- 1086 l - -ATGACTACATTCGEAACAGAATGGGAAAAGCAATTAGAGETATACCCAGAAGAGTABCGAAAAGCATARCGECCGAGTGAAAAGBGCGAGTGAAATTTTAT 100
facills_paranthracis_strain_CF90_3/1- 1086 L - -ATGACTACATTCGEAACAGAATGGGAAAAGCAAT TAGAGCTATACCCAGAAGAGTABCGAAAAGCATARCGCCGACGT GAAAAGBGCGAGTGAAATTTTAT 100
facillis_antfvacis_str._Ames_Ancestor [l 1086 L. -ATGACTACATTCGRAACAGAATGGCAAAAGCAAT TAGAGCTATACCCAGAAGAGTATCGAAAAGCATARCGCCGACTGAAAAGBGCCAGTGAAATTTTAT 100
acilu:_ropicus_sman_ADACPS1/L 1086 1. - ATGACTACATTCGEAACAGAATGGGAAAAGCAAT TAGAGETGTACCCAGAAGAGTABCGAAAAGCATABCGE CEEGTGAAAAGEGCGAGTGAALTTITIAT 100
acillus_thurimgiensis_Bd07/1- 1086 l - -ATGACTACATTCGEAACAGAATGGGAAAAGCAATTAGAGETATACCCAGAAGAGTABCGAAAAGCATABCGECCGAGTGAAAAGEGCGAGTGAAATTTTAT 100
acillis_ceves_B4264) l - -ATGACTACATTCGEAACAGAATGGGAAAAGCAATTAGAGETATACCCAGAAGAGTABCGAAAAGCATABCGECGAGTGAAAAGEGCGAGTGAAATTTTAT 100
acillis_toyomensis_s ma 1 - -ATGACTACATTCGRAACAGAATGGGAAAAGCAATTBGAGTTETACCCAGAAGAATATCGCAAAGCATARCGECGTGTGAAAAGAGCGAGCGAAATTTTAT 100
faciilis, M\w:&l mmn.!ﬂﬁ:‘ﬂ]lﬂd L - -ATGACTACATTCGRAACGGAATGGGAAAAGCAATTBGAGTTETACCCAGAAGAATATCGTAAAGCATARCGCCGTCT GAAAAGAGCGAGCGAAGTTITTAT 100
facills_wiedwamny_strain_SRI2/F 1086 L-  -ATGACTACATTCCORAACGGAATEGCAAAAGCAAT TEGAGTTETACCCAGAAGAATANCGTAAAGCATARNCGCCGTCTGAAAAGAGCGAGCGAAGTTITTAT 100
lIlU ]I]U 1‘30 14U lEU ]W Uﬂ lDU EUU
riestia_megueri_stremn_BHSI/I-1089 104 CAACAGAAGCGGAACCGGAAGTHGGATTAAC CELAAAGAGETTATTTGEAAAAAGAATAAGGCAAAATTATATCGETATACGCEAGTAAAAEATAACCTECA 208
acillys_psevudomycoides_DSM_13443/1- 1086 10l TEGCGTGAACCAGAGCCACAAGTRGCTTTAACTCCAAAAGAGGTCATTTGGACGAAAAATAAAACGAAGCTGTATCGTTACATTCCAAAGCAGGAAAAAACACA 203
facills_aibus/I- 1086 10l TACGTGAACCAGAGCCACAAGTAGGATTAACBCCBAAAGAGGTTATT I GGACGAAGAATAAGACGAAGCTTTATCGETACATTCCAAAACAAGAAAAAACACA 203

10l TACGTGAACCAGABCCACAAG THGGACTAACECCGAAAGAGGTTATT IGEACBAAGAATAABACGAAGC TTTATCGETACATTICCAAAACAAGAAAAAACACA 103
10l TACGTGAACCAGABCCACAAGTHGGATTAACECCGAAAGAGGTTATT IGEACBAAGAATAABACGAAGC TTTATCGETACATTICCAAAACAAGAAAAAACACA 103
10l TACGTGAACCAGAGBCCGCAAGTHGGATTAACEHCCGAAAGAGGTTATT I GEACGAAGAATAAGACGAAGC TTTATCGETACATT CCAAAACAAGAAAAAACACA 203

acillus_tropicns snvlnAMc‘Ps‘imeM 10l TACGTGAACCAGAGCCACAAGTGGATTAACECCGAAAGAGGTTATT TGEACAAAGAATAAGACGAAGCTTTATCGETACATTCCAAAACAAGAAAAAACACA 203

acillus_thuringiensis_5td07/1- 1086 10l TACGTGAACCAGABCCGCAAGTHGGATTAACBCCBAAAGAGGTTATT TGEACBAAGAATAABACGAAGCTTTATCGETACATTCCAAAACAAGAAAAAACACA 203

acillus_ceveus_BE26911-1056 10l TACGTGAACCAGABCCGCAAGTEGGATTAACECCGAAAGAGGTTATTIGEACBAAGAATAABACGAAGC TTTATCGETACATTCCAAAACAAGAAAAAACACA 103

acillus_teyenensis_strain_HiB4- 10/1- 1086 10l TACGEGAACCAGAACCACAAGTHGGTTTAACACCEAAAGAGGTTATT IGEACBAAGAATAARACGAAGC TTTATCGITACATTCCAAAACAAGAAAAAACACA 203

acillus_mycoides_sirain_ AHO2 /11036 10l TACGEGAACCAGAACCACAAGTHGGTTTAACACCGAAAGAGGTTATTIGEACGAAGAATAARACGAAGE TTTATCGITACATICCAAAACAAGAAARAACACA 103

aciluis_wiechucovws_stre_SRS2/1- 1086 10l TECGEGAACCAGARCCACAAGTHGGETTAACACCAAAAGAAGTTATT I GEACGAAGAAT AARACGAAGE TGTATCGITACATTCCAAAACAAGAAAAAACACA 203
210 0 0 240 20 260 20 80 30

riesiita_wegaieriim_sirein_5HS1/1-1089 ARAACACCAATETACTEGTATATGCHC TEATCAATAAACCHTATATTTTGEATT TAACACCTGGAAACAGTETTGTTGAATAC

acillus_psedamyecides_DEM_IM442/1-1086 TCGGTTCCCATITTATTGATCTATGCBC TAATTAATAAACCATATATTATGGAT T TGACACCAGBAAATAGTTTGGTGGAATAT

acillus_albusti- 1086 AGAGTTCCAATTETGT TAATATATGCGCTTATTAATAAACCBTATATTATGEATITAACTCCTOGAAATAGTTTAGTGOAATAT

acilus_pacyficus_sieim_24-6/1- 1036 AGAGTTCCAATTETAT TAATATATGCTCTTATTAATAAACCATATATTATGGAT I TAACTCCTGGAAATAGTTTAGTGGAATAT

acillus_paraniacis_smein_ CF90_21.1086 AGAGTCCCAATTETATTAATATATGCTCTTATTAATAAACCATATATTATGEATTTAACTCCTGGAAATAGTTTAGTGGAATAT

acillus_coulracis_str._tdwes_dncestor /11086 AGAGTTCCAATTETATTAATATATGCTCTTATTAATAAACCATATATTATGGACTTAACTCCTGGAAATAGTTTAGTGGAATAT

acillus_tropicus_streain_AQA CPSI/1 1086 AGAGTTCCAATTETATTAATATATGCTCTTATTAATAAACCATATATTATGBACTTAACTCCTGGAAATAGTTTAGTGOAATAT

acillus_thuringiensis_5t407/1- 1086 AGAGTTCCAATTETGT TAATATATGCTCTTATTAATAAACCATATATTATGEAT I TAACTCCTGGAAATAGTTTAGTGBAATAT

acillus_ceres_B426311-1086 AGAGTTCCAATTETGT TAATATATGCTCTTATTAATAAACCATATATTATGEATITAACTCCTOGAAATAGTTTAGTGOAATAT

acillus_teyonensis_strain_Fib4- 10/1- 1086 AGAGTCCCAATETTATTAATATATGCTCTTATTAATAAGCCATATATTATGEAT I TAACTCCTOGAAATAGTTTAGTGOAATAT

aciluis_myconcies_siein_AHO21/1- 1036 AGAGTTCCAATETTATTAATATACGCTCTTATTAATAAACCGTATATTATGGAT I TAACTCCAGGTAATAGTTTAGTGGAATAT

acillus_wiedwaovti_sman_SRS2/1- 1086 AGAGTTCCAATENTATTAATATACGCGCTTATTAATAAACCBTATATTATGGATT TAACTCCAGGAAATAGTTTAGTGGAATAT

360 370 380 410

riesiia_wegaterivm,_sivein_BHS1/1-1089 GLAATATGAAGCTAGATGAT TATATTGTRGAT TATAT TCCAAAAGCGGCEAAAAAGGTGE
acillus_pseiauyccides_DSM_I244201-1086
acilus_alvisdl. 1086

acillus_perentivacis_smain_CFI0_31 1086
actllus_eolvasis_str_tdmes_dnsestor'/1- 1086
acillus_tropicus_strain_ADA-CESI/E 1086
acalls_thuaingiensis_Bt40711- 1086
acillus_ceveis_B9264/1- 1036
acillus_teyenensis_strein_EiBd- 10/3- 1086
acallus_wycoides
actllus wiedconns_strain_SRI3/1- 1086

420 450
risscia wegateriim_strain_BHSI/I-1039 TTCGCACTTCTAAATCTCCTGATITEICTIGTICTIGGTTACTGE]
actlus_psadowycoides_DSM._I2442(1- 1086

_sovain_24-6/1- 1036
mmu_pmwlkms strain_ CEW n Jm
acillus_eelvacis_tr._dmes
el repacns. e AMCP.SIH ms
acillss_thumgiensis_Bté0771- 1086
anl.hu _cereus_BI264/1- 1086
s_toyamensis_strain_HiB4-10/1- 1086
ﬂnl.hu _micaides_stvein_AHG31/1-1036

acillus_wisdwamen:_strain_SRS2/1- 1086 TGAGAACTGCGAAATCGEACGAGATTTCTITTACTTGGTTAT TGO
5‘20 EEU HU SSU EGU EiU
riestia_wegmerim_smran_ BHSII-1089 CTTAAT) TTTATGACAAETCCATTTEATTTTTCEGATACAGETTTATACEGAECATTTTTAGACGATCECTA
acillus_pseudomyeoides_DSM 12442/1- 1086 TTTAAT I TTTATGACAAGTCCATTTGATT TCTCTGAAACCGEATTATATGGTCCATTATTAGATGAAAAGTA
acillus_albus/1- 1086 CCTAATETTTATGACAAGTCCTTTTGAT T TCTCTGAAACAGGATTATATGGTCCTTTATTAGATGAGAAATA
acllus_pacificns _stran_24-6/1-1086 CCTAATE T TTATGACAAGTCC TTTITGATTI TCTCTGAAACAGGATTATATGGTCCTTTATTAGATGAGAAATA
acillus_parantiracis_stran_CF90_2/1-1086 CCTAATETTTATGACAAGTCC TTTITGATTI TCTCTGAAACAGGATTATATGGCCCTTTATTAGATGAGAAATA
aclus_auivacis_sw. _Ames_Axestor [l- 1006 CTTAATE T TTATGACAAGTCC TTITGATTI TCTCTGAAACAGGATTATATGGTCCTTTACTAGATGAAAAATA
o pepis. e 4G 515 1085 CTTAATETTTATACAAGTCCTTTTOATTTCTCTGARALAGDATTATATCGTCCTTTATTAGATOAGAAAT A
acillus_thiaigiensis_| Bﬂﬁlf}mﬁ’ﬁ TTTAAT I TTCATGACAAGTCC TTTTGAT T TCTCTGAAACAGGATTGTATGGTCCTTTGTTAGATGAGAAATA
acillis_cerens_B4264/ TTTAAT I TTCATGACAAGTCCTTTTGAT T TCTCTGAAACAGGATTGTATGGTCCTTTATTAGATGAGAAATA
aclls_toyonensis_ JDWHHAH‘UIWJIWE CTTAAT T TTTATGACAAGTCC TTTICGATTI TCTCTGAAACAGGATTATATGGTCCTTTATTAGATGAGAAATA
acillus_mycoides _stran_AHS21/1-1086 CTTGAT T TTTATGACAAGTCC TTITGATTI TCTCTGAAACAGGGTTATACGGTCCTTTATTAGATGAGAAATA
Jacillus_wisdwawni_strain_SRS2/1- 1086 CTTAATE T TTATGACAAGTCC TTTITGATTI TCTCTGAAACAGUATTATACGGTCCTTTATTAGATGAGAAATA
‘ ; Gl i ; w0 :

riestia_meguerivm_siran_BHSI/I- 1089 AATTTTTAEGGCCCGTATGTAACGTTGGETHEGACCGTTCGGAMAATC 721
acills_pseudomyeoides_DSM._12442/1- 1086 AACTTTGTTGGTCCGTATGTTGCTTTACTIGATCGCTCAGARAATG 718
acillus_albus/1-1086 AACTTTGTTGGTCCATATGTTGCTTTAGTAGATCGTTCTGABAATG 712
acllus_pacificus _stran_24-6/1-1086 AACTTTGTTGGTCCATATGTTGCTTTAGTAGATCGTTCAGABAATG 718

e o021 1075 AACTTIOTTOGTCCATATGT TOCTTTAGIAGATC O TCAGABAATD 10

_mes_Ancestor'/1- 1006 AACTTTGTTGGTCCATACGTTGCTTTAGTAGATCGTTCAGABAATG 718
mu«unmnmsnwnAMC‘PS‘if}mM AACTTTGTTGGTCCATATGTTGCTTTAGTAGATCGTTCAGABAATG 718
acillus_thuaingiensis_Bid07/1- 1086 AACTTTGTEGGTCCATATGTTGCTTTAGTAGATCGTTCAGABAATG 718
acllus_cerens_B9264/ 86 AACTTTGTTGGTCCATATGTTGCTCTAGTAGATCGTTCAGABAATG 712
acillus_toyomensis_strain_EHiB4- 10/1- 1086 AATTTTGTTGGTCCATACGTTGCTTTAGTTIGATCGTTCAGARAATG 718
e e AaCTTIGTEDGTCCATATGT TOCTTTAGIHGATC O TCAGARAATD 10
S AACTTICTADGTCCATATGTCOCTTTACTHGATCOTTCAGARAATE 10

130 T
riesiia_wegaterivm,_sivein_BHS1/1-1089 AGCGTTTIGTHGAAAGCTGGA TTCGTGACTTCTATCAACA 34

acillus_pseiauyccides_DSM_I244201-1086 AGCGCTTIGTECAAAGCTGCA TTCGCGATTTTTATCAAAA 521
acillus_albusti- 1086 AGCGCTTCGTHCAAAGCTGEA TTCGTGATTTTTATCAAAA 521
acilus_pacyficus_sieim_24-6/1- 1036 AGCGCTTCGTGAAAGCTGGA TTCGTGATTTTTATCAAAA 521
acillus_parantiracs_smain_ CF90_1-1086 AGCGCTTCGTEGAAAGCTGEA TTCGTGATTTTTATCAAAA 521
acillus_aulracis_str._tmes_Ansestor /11056 AGCGTTTCGTIGAAAGCTGOA A TTCGTGATTTTTATCAAAA 321
acillus_tropicus_strain_AQA CPSI/1 1086 AGCGETTCGTEGAAAGCTGEA A iasa s
acillus_thuringiensis_5t407/1- 1086 AGCGCTTCGTEGAAAGCTGEA A iasa s
acillus_ceres_B426311-1086 AACGCTTCGTECAAAGCTGCA laasa s
acilus_teponensis_stram_iRd- 10/1- 1086 AGCGCTTCGTEGAAAGCTGGA hana s
acillus_mycordes_stein_AHS21/1- 1036 AGCGCTTCGTEGAAAGTTGEA hasa s
acillus_wiedwaovti_sman_SRS2/1- 1086 AGCGETTCGTEGAAAGCTGEA hasa s
830 0 850 860 &7 850 890 900 o0 920
riesiia_weguteriim._sizcin_BHSI/1-1089 825 MAACAAAETHATEAANGE TCAAC TTGARGTTCGEGGACGCAARNGTAGAT T TAARAAATAT TAAAGC TAATATTTTAAACATTGCHGETAGCCGTGATCATATT 927
acillus_psaienyeotdes_DSh_I2442/1- 1086 822 TAATAAATTGGT TAAMGETGAGCTCGTGATTC GAGGT CARAAAGTAAAACT TGAAAACATTAAGGCAAATGTCTTAAATATTTCGEAAAACGTGATCATATT 924
acilus_alvisdl. 1086 82 CAATAAAETEGT TAABGETGAACT CGTTATTCGEGGACARAAGGTAGACCT TGCAAATATTAAGGC GAATGTCTTAAATATTTCMGGGAAACGTGATCATATE 924
muumm strean. "dﬁl}iﬁﬂd 822 CAATAAATTEGT TAAMGGTCAACT CGTTATTCGEGGACAAAAGGTAGACCT TGLAAATATTAAGGC GAATGTCTTAAATATTTCMGGEAAACGTGATCATATE 04
acillus_pareoshy ma mma 522 TAATAAATTBGT TAABGETGAACT TGTBATTCGE GGACAAAAGGTAGACCT TGCAAATATTAABGC GAATGTCTTAAATATTTCMGGEAAACGTGATCATATE o
acillus, 056 822 TAATAAAETEGT TAABGETCAACT CGTTATTCGE GGACAAAAGGTAGACCT TGCAAATATTAAGGC GAATGTCTTAAATATTTCEGGEAAACGTGATCATATE 04
aciliis_t D‘opmn JDmnAMCP.SIHIWE 822 TAATAAATTEGT TAABGETCAACT TGTBATTCGE GOACAAAAAGTAGACCT TGCAAATATTAAGGC GAATCTCTTAAATATTTCEOBEAAACGTGATCATATE 924
acillus_thuringiensis_B407/1- 1086 822 TAATAAAETEGT TAABGGE TCAACT CGTTATTCGEGGACARAAGGTAGACCT TGLAAATATTAAGGL GAATGTCTTAAATATTTICHGGGAAACGTGATCATATE 924
acilus_ceves_Be26411-1086 82 TAATAAATTGGTTAAMGETGAACT CGTTATTCGEGGACARAAGGTAGATCT TGCAAATATTAAGGC GAATGTCTTAAATATTTICHGGGAAACGTGATCATATE 924
acillus_tayonensis_strain_EiBd- 10711086 822 TAATAAATTEGT TAAMGGTCAACT CGTTATTCGTGGACAAAAGGTAGACCT TGLAAATATTAAGGC GAATGTCTTAAATATTTCEGGEAAACGTGATCATATE 94
acillus_mycoides_sirein_AHG21/1- 1036 522 TAATAAATTAGTBAABGETGAACT CGTTATTCGE GGACAAAAGGTAGACCT TGCAAATATTAAGGC GAATGTCTTAAATATTTCGEGAAGCGTGATCATATE o
acillus_wisdwami_stran_SRS3/1- 1086 822 TAATAAATTAGTBAAMGETCAACT CGTIATTCGT GGACAAAAGGTAGACCT TGCAAATATTAAGGC GAATGTCTTGAATATTICHGEGAAACGTGATCATATE 024
30 w40 950 950 o0 930 990 1000 100 1020

riesti_megateriim,_strin_RHSIf1-1089 028 GCEETGCCGCANCAAGTGGCAGCET THATGGABGCTGTTICAAGTGAAGATAAAGAGTATAAATTGT THECAMACEGGHCACGTAT CHGTHEGTATTIGGTCCAA 1030
acillus_psedoyeaides_DSM_12443/1-1086 025 GCMTTGCCATGECAAGTAGAGGC T TBCTGGABCATATTICTAGTACAGACAAACAGTATGTGTGE TTECCBACAGGACATATGTCAGTHGTATATGCTGGAA 1027
acillus_albus/L 1086 025 GCBETGCCATGECAAGTAGAAGC T TBC TAGATCATATTICTAGCACAGATAAACAATATGTATGT TTACCMACGOGACATATGTCBATHGTTITACGGTBGAA 1027
acillus_pasifions_sirein_4-6/1- 1036 025 GCBETGCCGTGECAAGTAGAAGC T TBC TAGATCATATTICTAGCACAGATAAACAATATGTATGT TTACCMACGOGACATATGTCBATHGTTITACGGTGGAA 1027
acillus_parenthracis_strain_CF90_31-1086 025 GCEETGCCGT GECAAGTAGAAGC T TBC TAGATCATATTICTAGCACAGATAAACAATATGTATGT TTACCMACGOGACATATGTCBATHGTTTACGGTGRAA 1027
acillus_antracis_str,_tdmes_dncestor /1 1086 925 GCMETGCCATGECAAGTAGAAGCMT TBC TAGATCATATT ICTAGCACAGATAAACAATATETATGT TTACCBACAGGBCATATGTCTATEGTTTACGOCGRAA 1027
acilus_ropicns_stram_AQACPSI/L 1086 025 GCTTGCCATGHCAAGTAGAAGCT TAC TAGAECATATT ICTAGCACAGATAAACAATATGTATGT TTACCHACAGGBCATATGT CTATEGTITACGGTGGAA 1027
acillus_thuingisis_5d07/1. 1086 025 GCMTTGCCATGHCAAGTAGAAGC T TAC TAGAECATATT ICTAGCACAGATAAACAATATGTATGT TTACCHACAGGECATATGTCTATEGTTTACGGTGGAA 1027
muu _cerens_B9769/1-1086 025 GCTTGCCATGHCAAGTAGAAGC T TACTAAABCATATTICTAGCACAGATAAACAATATGTATGT TTACCBACAGGECATATGTCTATEGTTTACGCTGGAA 1027

s_tayemensis_strain_FiRd- 10/1- 1086 025 GC[METGCCATGICAAGTAGAAGC T TAC TAGATCATATTICTAGCACAGATAAACAATATGTATGT TTACCMACAGGBCATATGTCTATEGTTITACGGTGGAA 1027
mmwmm strain_AHGII11-1056 025 GCETGCCATGHCAAGTAGAAGC T TACT TGATCATATTICTAGCACAGATAAAGAGTATGTATGT TTACCBACAGGACATATGTCTATHGTETATGGTGRAA 1027
acillus_wisdwamui_stran_SRS2/1- 1086 925 GCRETGCCATGECAAGTAGAAGCHT TBC TAGABCATAT T ICTAGCACAGATAAACAATATETATGT TTACCHACEOGACATATGTCBATEGTTTACGOTGRAA 1027

1040 1050 1050 wm 1030

riestia_megaterivm_strin_BHSI/1-1089 1031 AAGCEGTGAAGGAAACETATCCHITCCATCGCCBATTGOCTAGABAAACGTTCIAAMTAA 1089
acillus_psevdowyeaides_DIM_I12443/1- 1086 102 CBGCTGTAAAACAAACBTATCCTACAGT TGGAMATTGOCT TGABGAACGETCTAATTEA 1086
acillus_albus/i 1086 1028 CAGCBGTAAAACAAACGTATCCAACBAT TGGABATTGOCTTGABGAGCGTTCRAABTAA 1086
acillus_pasificns_sivein_M4-6/1- 1036 1028 CAGCBGTAAAACAAACGBTATCCBACBAT TGGABACTGOCTTGABGAGCGATCTAAGTAA 1086
acillus_parantiracis_strain_CFP0_2/1-1086 1028 CAGCBGTAAAACARACGTATCCEACGATIGGABACTGGCTTGABGAGCGETCTAAGTAL 1086
acilus_eowlrects_str._tAwes_sncestor(1- 1056 1028 CAGCIGTAAAACAAACGTATCCGACGAT IGGABATTGGCT TGAEGAGCGTTCALAGTAL 1086
acillus_tropicus_strain_AOACPSI/L 1086 1028 CAGCTGTAAAACAAACATATCCGACGAT TGCAMATTGGCTTGAMGAGCGTTCTAATTAS 1086
acillus_thuringiensis_5td07/1- 1086 1028 CAGCTGTAAAACAAACATATCCBACBAT TGGANATTGOCTTGAMGAGCGTTCTAATTAA 1086
acillus_ceveus_B476411-1096 1028 CAGCTGTAAAACAAACATATCCGACBAT TGGANATTGOCT TGAMGAGCGTTCTAATTAA 1086
acillus_teyonensis_strain_HiB4- 10/1- 1086 1028 CAGC|TGTAAAACAAACATATCCGACBAT TGGANATTGOCTTGAMGAGCGTTCEAATTAA 1086
acillus_mycoides_sirain_ AHO2 /11036 1028 CEGCIGTAAAGCARACATATC CEACGGT IGGAMATTGGCTTGARMGAGCGTTCTAATTAA 1086
aciluis_wiechucovws_stre_SRS2/1- 1086 1028 CAGCEHGTAAAACAAACATATC CEACEGT IGGAMATTGGCT TGABGAGCGTTCTAATTAS 1086

Sekil 5.4: On iki farkli Bacillus tiiriine ait phaC gen dizisinin ¢oklu dizi hizalama ve
motif analizi sonuglar1. Tasarlanan primerlerin lokasyonu kirmiz1 kutu ile
belirtilmistir.
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Calismada pozitif kontrol olarak kullanilan Bacillus megaterium (strain: 22-2)
susuna ait phaR geni, NCBI GenBank’tan elde edilen diger suslara ait phaR genlerine
ait dizilerle karsilastirildiginda daha farkli bir gen dizisine sahip oldugu gorilmustiir.
Bacillus megaterium haricinde phaR gen dizilimine sahip suslarda phaR gen uzunlugu
483 be iken, B. megaterium susunda bu uzunluk 600 b¢ uzunlugundadir. B.
megaterium’un fazladan sahip oldugu niikleotitler nedeniyle diger suslarla yeterli
0zdeslik gosterememis ve dejenere primer tasarimina uygun olmadigi gérilmiistiir. Bu
nedenle B. megaterium’a ait phaR geninin tespiti i¢in ayri bir primer ¢ifti
tasarlanmistir. Susa ait dizi ve tasarlanan primerlerin lokasyonu Sekil 5.5te

gosterilmistir.

|Priestia_segatedun_stain_BHS 1/1-600 1 TTGGAACAGCAAARAGTATTTGATCCGTTTCAAGCATOOAAAGACGTATATGACAAAACCOAATCTTACTGOGGTAAAGTTATTGOGGACAATATEA W7
|Priestia_megatefun_strain_BHS 1/1-800 9B ATCOTOAAGAATTTTCCCAGCTAATOOOAAATOTOCTARATATOAACCTTCAATATCAACAAGCAOTAAATOAAGTAACGOGOCOCTATCTOCACCA 104
|Priestia_megateniun_strain BHSVI600 105 ACTAAATGTACCAACAAAAGAAGATOTAGCAAACOTTGCOTCATTAGTCATCAATOTGCAACARAAAGTACAATTATTAGAAGAGCAATTTCACGAT 20

PH,W:J_IQg-}.’nf.‘ul_;\'.’)m_ﬁ.‘ﬁ1:’1-60\9 W CGTTTCOATGAAT TAGAAGCGCAGCAAGAAAGTGCATCCGCTTTGAAAARAGATOTAACTAAGCTOARATCTGATOTCAAATCOTTAGACARRAAAL 388

IPrestia_segaledus_strmin_BHS11-600 380 TCOACARAGTTTTGTCTCTTCT TOAAGGACAGCAARAAACACARGACGAGTTAARADARACTATCCAAAAACAAATTARAACTCAAGOTOAGCAGLT 485

[Priestia_megalefium_strain_BHS1/1-800 486 TCAGOCTCAGCTOTTAGARAAACAAGAARAATTAGCTOARAAGCCAAAGOLAGAAGLTAAATCTOAAGCAAAACCATCARACOCTCAAARAACTOAG BB2

\Priestia_megateium_strain_BHS/1.600 58I CAGCCAGCTCGCAAGTAA 800

Sekil 5.5: B. megaterium’a ait phaR gen dizisi. Sar1 kutucuklar ileri ve geri
g g
primerlerin tasarlandig1 lokasyonlari temsil etmektedir.

5.3. phaC ve phaR Genlerinin PZR ile Taranmasi

Calismada kullanilan izolatlardan genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra
polimeraz zincir reaksiyonu i¢in bu gDNAlar kullanilmistir. phaC ve phaR genlerinin
PZR ile taranmasi amaciyla yerel Bacillus izolatlarinin genomik DNA’lari izole
edilmis phaR ve phaC genlerinin, PHA sentaz enziminin ¢alismasinda anahtar rol
oynadig1 diger ¢alismalarca gosterilmistir [60]. Bu nedenle kullanilan izolatlarin PZR
analizinden sonra phaC ve phaR genlerine ayni anda sahip olup olmadiklar
degerlendirilmis ve sahip olan suslarin PHA sentezleyebilecegi Ongoriilmiistiir.

Sonuglar Tablo 5.3’te gdsterilmistir.
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Tablo 5.3: Yerel Bacillus izolatlarinda phaC ve phaR genlerinin varliginin PZR ile

taranmasi.
izolat | phaC | phaR izolat | phaC | phaR izolat | phaC | phaR
Al + + L1 - - P1 + +
A2 + + L2 - - P2 - -
A3 + + L3 + + P3 + +
A4 + + L4 - - P4 + +
A5 + + L5 + + P5 + +
A6 + + L6 + + P6 + +
A7 - - L7 - - p7 + +
A8 - - L8 - - P8 + +
A9 + + L9 - - P9 + +
Al0 + + L10 - - P10 + +
All + + L11 - - P11 + +
Al2 + + L12 - - P12 + +
Al3 + + L13 - - P13 + +
Al4 + + L14 - - P14 + +
Al5 + + L15 - - P15 + +
Alb6 + + L16 - - P16 - -
Al7 + + L17 - - P17 + +
Al8 - - L18 - - P18 + +
Al9 + + L19 - - P19 - -
A20 - - L20 + + P20 - -
A21 - - L21 - - P21 - -
A22 + + L22 - - P22 - -
A23 - - L23 - - P23 - -
A24 + + P24 + +
A25
A26 - -
A27 + +
A28 - -
A29 - -

PZR’den elde edilen iiriinler %1 agaroz jelde yiiriitiilmiis ve jel gorintiileri phaC

igin Sekil 5.6’da phaR iginse Sekil 5.7'de verilmistir. PZR iirtinlerinin beklenen boyu
phaC i¢in 524 bg, phaR iginse 424 b¢’dir. DNA belirteci ile karsilastirildiginda

beklenen boyda PZR iiriinlerinin elde edildigi gdzlemlenmistir.
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Sekil 5.6: phaC geninin tespiti igin yapilan PZR’ye ait agaroz jel profili. PZR sonrasi
elde edilmesi beklenen iiriin boyu 524 bg (phaC), DNA belirtecinin (Thermo
Scientific SM0243) fragman boylar1 100-1000 bg arasindadir. A1-A29, L1-L23 ve
P1-P24: Bacillus izolatlari.
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Sekil 5.7: phaR geninin PZR ile taranmasi sonucunda elde edilen agaroz jel
profili. PZR sonrasi elde edilmesi beklenen iiriin boyu 424 bg (phaC), DNA
belirtecinin fragman boylar1 100-1000 bg arasindadir. lgili bantlarin boylar: sekil
{izerinde gosterilmistir Orneklerin isimleri agaroz jel gériintiilerinde kuyularm
tizerinde gosterilmistir. A1-A29, L1-L.23 ve P1-P24: Bacillus izolatlari;
B. megaterium DSM32: pozitif kontrol; E. coli IM109: negatif kontrol; PZR (-)
kontrol: kalip icermeyen PZR negatif kontrol reaksiyonu; Marker: DNA belirteci
(Thermo Scientific SM0243).
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5.4. PHA Oziitlemesi

Sudan siyah1 boyamasi ve PZR sonuglari karsilastirilmis ve izolatlar arasindan
iyi ireticiler oldugu distiniilen “A19 ve A27” 6rneklerinden PHA ekstraksiyonlari
yapilmistir. Boliim 4'te anlatildig: sekilde gerceklestirilen PHA 6ziitlemeleri sirasinda
alinan tartim sonuglari ve hesaplanan PHA yiizdeleri Tablo 5.4’te verilmistir.
Ekstraksiyonlarin ardindan elde edilen PHA'larin goriintiisic Sekil 5.8 ve 5.9' da
verilmistir. PHA akiimiilasyon oranlarinin hesaplanmasi i¢in kullanilan formiil asagida

verilmistir.

[Elde edilen PHA agirhigi (g/L) / Kuru hiicre agirhgr (g/L)] x 100 = % PHA
Akiimiilasyonu (5.1)

Tablo 5.4: PHA Ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen kuru hiicre agirliklart

ve PHA miktarlari.
Tip Tiip Agirligi Kuru PHA
Ornek Agirligi | (Evaporasyon F‘Zrl( (1P1-| f\ Hiicre Akiimiilasyonu

(BOS) sonrast) giriigl Agirlig (%)

E. coli IM109 0,959 g 0,9613 g 0,0022 g 0,019 20

B. megaterium DSM 32 | 0,9583g | 0,9602¢g 0,0018 g 0,019 18
Bacillus sp. A27 0,9588 ¢ 0,9718 g 0,013 ¢g 0,04 ¢g 32,5
Bacillus sp. A19 0,9577g | 0,9648¢g 0,007 g 0,02 g 35,15

Sekil 5.8: Mikrosantrifiij tiiplerinde ekstrakte edilen PHA'larin goriintiisii.
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Sudan siyahi taramasi, PZR ve ekstraksiyon ¢aligmalarinin ardindan ¢alismada
kullanilan izolatlar arasindan PHA iiretimi i¢in en verimli olabilecek 6rnek Bacillus
sp. A19 olarak belirlenmistir. Bundan sonra yapilan optimizasyon ve karakterizasyon

calismalar1 Bacillus sp. A19 6rnegi ile stirdiirilmiistiir.

Sekil 5.9: Bacillus sp. A19’dan elde edilen biyopolimerler.

5.5. Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

Tez c¢aligmasi kapmasinda yerel Bacillus izolatlarindan A19'da PHA
akiimiilasyonunu arttirmak amaciyla sicaklik, zaman, asilama orani, havalandirma
orani, ¢alkalama hizi, besiyerindeki karbon ve azot kaynaklari gibi parametrelerin
optimizasyonu gergeklestirilmistir. Optimizasyon c¢alismalarina baslamadan Once
kullanilan kosullar; 30 °C sicaklik, 48 saat inkiibasyon, %1 asilama, 150 rpm

calkalama hiz1 ve 1:5 havalandirma olacak sekilde ayarlanmistir.

5.5.1. Sicakhgin PHA Uretimi Uzerine Etkisi

Sicakligin Bacillus sp. A19 susunda PHA akiimiilasyon verimine etkisinin
arastirildigi bu deney kapsaminda 30 °C, 37 °C ve 40 °C sicakliklarda hiicre biiyiimesi

Ve tiretim verimi incelenmis ve sonuglar Sekil 5.10 ve Sekil 5.11°de verilmistir.
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72. saatteki hiicre biiylimelerinin 30 ve 37°C’ta birbirine ¢ok yakin oldugu goriilmiis
(Sekil 5.10), buna karsin kiiltiirlerin 72. saatinde alinan 6rneklerden ekstrakte edilen
PHA’lar verim olarak degerlendirildiginde yerel Bacillus suslarinin optimal biiyiime
sicakligl olan 30°C’1n, ayn1 zamanda PHA {iretimi i¢in de optimal sicaklik oldugu
degerlendirilmistir (Sekil 5.10). 30°C’de Bacillus sp. A19 susundan elde edilen PHA
miktari, degerler negatif kontrole gérece normalize edildikten sonra, %18, 37°C’de ise

%15 olarak belirlenmistir. 40°C’de hiicre bilyiimesi olmadigindan PHA {iretimi de

gbzlemlenmemistir.
a0% —38%
34%
35%
30%
0,
25% S5 105
20%
15%
10%
0,
5% 0% 0%
0%
30°C 37°C 40°C
B A19 PHA Akimiulasyonu 38% 34% 0%
C(-) PHA Akiimulasyonu 20% 19% 0%
M A19 PHA Akiimulasyonu C(-) PHA Akiimiilasyonu

Sekil 5.10: Sicakligin PHA akiimiilasyonu iizerine etkisi. C(-): E. coli IM109.
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Sekil 5.11: Sicakligin hiicre biiylimesine etkisi.
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5.5.2. Inkiibasyon Zamammin PHA Uretimi Uzerine Etkisi

Inkiibasyon zamanimin yerel izolatlardan Bacillus sp. A19 susunun PHA iiretimi
tizerine etkisinin irdelendigi bu ¢alismada bakteri kiiltiirleri 30 °C'ta 168 saat inkiibe
edilmis ve her yirmi dort saatte bir alinan 6rneklerden PHA ekstraksiyonlar1 Bolim
4.9’da verilen protokole gore yapilmigtir. PHA akiimiilasyonunun zamana bagli olarak
degisimini gosteren grafik Sekil 5.12°de ekstraksiyon sonrasinda elde edilen
PHA’larin mikrosantrifiij tiiplerindeki gorselleri ise Sekil 5.14’te verilmistir.
Ekstraksiyon protokolii sirasinda tiip i¢inde PHA harici hiicresel kalintilar da
kalabilmektedir (Sekil 5.8). Bu kalintilar nedeniyle akiimiilasyon miktarlari
hesaplanirken negatif kontrolde de sayisal olarak anlamli degerler elde edilmistir. Bu
degerler asil oOrnekteki PHA akiimiilasyon miktarindan cikartilarak hiicresel
kalintilarin ya da kloroform kalintisinin olusturmus olabilecegi agirlik farki elimine
edilmistir. Buna gore; PHA {iretiminin 48. saatten itibaren basladigi ve PHA iretimi
i¢in en verimli zamanin %13 PHA akiimiilasyon (w/w) oraniyla 72. saat oldugu tespit
edilmistir.

Uretim 168. saate kadar devam etmistir. 144. saatte alinan érnekte gozle goriiliir
miktarda PHA elde edilememistir. Ancak 168. saatte yapilan ekstraksiyonda hala PHA
elde edilebildigi goriildiigii icin, 144. saat 6rneginde PHA elde edilememesine deney
sirasinda yasanmis olabilecek aksakliklarin neden oldugu disiiniilmektedir. (Sekil
5.124). Sekil 5.13'te sunulan Bacillus sp. A19 susunun zamana bagli bityiime egilimi
incelendiginde 48. saatten itibaren biiyiimenin durdugu ve bu saatten sonra kiiltiiriin
optik yogunlugunun diismeye basladigi gozlemlenmistir. Bu durum PHA
aklimiilasyonuyla karsilastirildiginda 48. saat haricindeki zaman dilimlerine ait
sonuglarin birbirine paralel oldugu gozlemlenmistir. Optik yogunluk siire gegtikce
artmistir ancak PHA akiimiilasyonunun en yiiksek oldugu zaman 72. saat olarak
belirlenmistir. Zaman icinde ODsoo degeriyle paralel bir artis gozlemlenmemistir.

72.saat sonrasinda elde edilen PHA miktarlar1 diismektedir.
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Sekil 5.12: Bacillus sp. A19 PHA akiimiilasyonunun zamana bagl degisimi.
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Sekil 5.13: Bacillus sp. A19 susunun zamana bagl bitytime grafigi.
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Sekil 5.14: Bacillus sp. A19 PHA akiimiilasyonunun zamana bagl olarak
gbzlemlenmesi.
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5.5.3. Asitlama Oranmin PHA Uretimi Uzerine Etkisi

Asilama oranimin Bacillus sp. A19 PHA'sinin tiretimi iizerine etkisini belirlemek
amactyla %1, %2, %5 ve %10 inokiilasyon oranlarina sahip deney diizenekleri
hazirlanmistir. 72. saatte alinan 6rneklerden PHA ekstraksiyonlar1 yapildiktan sonra
PHA miktarlar1 daha once verilen (Bolim 4.9. PHA Ekstraksiyonu) formiil
kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen verilerle hazirlanan grafik, Sekil 5.15°te
verilmistir. Sonuglar negatif kontrole gorece normalize edilerek degerlendirildiginde
%]1 asilama oraninin PHA akiimiilasyonunda %14 ile en yiiksek verimin elde
edilmesini sagladigi goriilmistiir. En yakin ikinci deger %11 verimle %2 asilama
oranidir.

Hiicre biiylimesinin belirlenebilmesi i¢in kiiltiirlerden 72. saatte 6rnek alinarak
ODeoo degerleri kontrol edilmistir. Sonuglar Sekil 5.16'da sunulmustur. Buna gore,
hiicre biiylimesinin %S5 asilamaya dek asilama oranina paralel olarak arttig1, bundan
sonra ise asilamanin hiicre biiylimesini etkilemedigi goriilmistiir. Hiicre biiyiimesi
sonuclart PHA akiimiilasyon oranlariyla karsilastirildiginda aralarinda pozitif bir
korelasyon goriilmemistir. %1, %2 ve %S5 asilama oranlarmin kullanildig: kiiltiirlerde
hiicre biiylimesi artmasina ragmen biyoplastik {iretiminin distigii gozlemlenmistir.
%S5 1ile %10 asilama oranlarinin kullamildig kiiltiirlerde ise hiicre biiylimelerinin ve

PHA akiimiilasyonlarinin, her iki kiiltiirde de ayn1 diizeylerde oldugu goriilmiistiir.

20%
18% 14%

16% J_ I

14% l 8%

16%

12%
10%
8% 1
6% 4%

4% - 3% 3%

8%

2%

0%
’ 1% Asilama 2% Asllama 5% Asilama 10% Asilama

A19 PHA Akimilasyonu 16% 14% 8% 8%
C(-) PHA Akiimulasyonu 2% 3% 3% 4%
A19 PHA Akimilasyonu C(-) PHA Akimilasyonu

Sekil 5.15: Asilama oraninin Bacillus sp. A19 PHA akiimiilasyonuna etkisi.
C(-): E. coli IM109.
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Sekil 5.16: Asilama oraninin Bacillus sp. A19 izolatinin biiyiimesine etkisi. C(-): E.
coli JIM109.

5.5.4. Havalandirma Oranmin PHA Uretimi Uzerine Etkisi

Bacillus sp. PHA iiretimine havalandirma oraninin etkisini arastirmak amaciyla
1:2, 1:5 ve 1:8 havalandirma oranlarina sahip deney diizenekleri tasarlanmigstir.
Optimal havalandirma kosulunu belirlemek igin 72. saatte PHA ekstraksiyonu
yapilmig, PHA akiimiilasyon oranlari hesaplanmis ve Sonuglar Sekil 5.17'de
gosterilmigtir. Buna gore 1:2 havalandirma oraninin %16 PHA akiimiilasyonuyla en
yiiksek verimin elde edilmesine yol agtigi tespit edilmistir (Sekil 5.17). Farkli
havalandirma oranlarinin hiicre biiylimesine etkisi Sekil 5.18'de gosterilmistir.
Literatiirde yer alan diger c¢alismalarda genel olarak 1:5 havalandirma orani
kullanilirken, bu tez kapsaminda yerel izolatlarla yaptigimiz ¢alismada havalandirma
oraninin azalmasinin akiimiilasyon oranini pozitif sekilde etkiledigi, havalandirma
miktar1 arttikca elde edilen verimin diistiigii gozlemlenmistir. Calismalara 1:2

havalandirma orani ile devam edilmistir.
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6%
4% 3%
2% 1% 0%
0%
1:2 Havalandirma = 1:5 Havalandirma = 1:8 Havalandirma
B A19 PHA Akimdlasyonu 17% 13% 10,5%
C(-) PHA Akiimilasyonu 1% 3% 0%
M A19 PHA Akiimilasyonu C(-) PHA Akiimilasyonu

Sekil 5.17: Havalandirma oraninin Bacillus sp. A19 PHA akiimiilasyonuna etkisi.
C(-): E. coli IM109.

2,9

2,8
2,8

2,8

2,7
2,7

OD 600

2,7
2,6
2,6
2,6
2,5
1:2 Havalandirma 1:5 Havalandirma 1:8 Havalandirma
H A19 OD600 2,7 2,6 2,8

Sekil 5.18: Havalandirma oraninin Bacillus sp. A19 izolatinin bilyiimesine etkisi.
C(-): E. coli IM1009.

5.5.5. Calkalama Hizinin Bacillus sp. A19 PHA Uretimine Etkisi

Calkalama hizinin PHA akiimiilasyonuna etkisini gozlemlemek igin optimal
calkalama hizini belirlemeye yonelik deney kurgulanmistir. Bu deneyde buraya kadar

yapilan ¢alismalarla belirlenen optimize edilmis kosullarla ¢alisilmistir (30 °C, 72 saat,
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1:2 havalandirma, %]1 asilama).  Kiiltiirlerden 72.saatte alinan Orneklerden
ekstraksiyon ger¢eklestirilmis ve PHA akiimiilasyon oranlar1 hesaplanarak en verimli
calkalama hizi belirlenmistir. Sekil 5.19°da goriilen sonuglara gore en yiikksek PHA
aklimiilasyonunun %19 verimle 100 rpm'de oldugu goriilmiis ve bundan sonraki
caligmalara bu c¢alkalama hizinda devam edilmesine karar verilmistir. PHA
aktimiilasyonu 150 rpm ve 200 rpm ¢alkalama hizlarinda, sirasiyla, %12 ve %9 olarak

belirlenmistir. Hiicre bilylimesine ait grafik Sekil 5.20'de verilmistir.

30% 26%

25%
19%

20% 16%
15%
10% 7% 7% 7%
5%
0%
100 rpm 150 rpm 200 rpm
m A19 PHA Akimilasyonu 26% 19% 16%
C(-) PHA Akiimilasyonu 7% 7% 7%
W A19 PHA Akiimilasyonu C(-) PHA Aklimulasyonu

Sekil 5.19: Calkalama hizinin Bacillus sp. A19 PHA akiimiilasyonuna etkisi.
C(-): E. coli IM109.

3,0 2,8
’ 2,7
2,5
2,2
2,0
o
3
A 1,5
o
1,0
0,5
0,0
100 rpm 150 rpm 200 rpm
H A19 OD600 2,8 2,7 2,2

Sekil 5.20: Calkalama hizinin Bacillus sp. A19 izolatinin biiytimesine etkisi.
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5.5.6. Farkl Karbon Kaynaklarimn Bacillus sp. A19 PHA Uretimine
Etkisi

Bakteriyel PHA nin {iretiminde karbon kaynagi anahtar rol oymaktadir. Yerel
suslardan biri olan Bacillus sp. A19 orneginden PHA elde edilirken karbon
kaynaklarmin tiretim verimi tizerindeki katkisini aragtirmak amaciyla karbon kaynagi
olarak glikoz, galaktoz, fruktoz, slikroz ve maltoz kullanilmistir. Bu karbon
kaynaklarini igeren besi yerlerinde biiyiitiilen bakterilerin 72. saat ODeoo degerleri
kontrol edilmis (Sekil 5.22) ve 72. saatte alinan 6rneklerden PHA ekstraksiyonlari
yapildiktan sonra PHA akiimiilasyon oranlar1 hesaplanmistir (Sekil 5.21). Buna gore
glikoz %23 PHA akiimiilasyon oraniyla, iiretime en ¢ok etki eden karbon kaynagi
olarak belirlenmistir. Onu %10 verim ile maltoz takip ederken, galaktoz, siikroz ve
laktoz kullanilarak hazirlanan besi yerlerinden PHA elde edilememistir. Hiicre
biiylimelerinin glikoz ve maltoz igeren besi yerlerinde birbirine yakin (sirastyla 2,80
ve 2,90 ODeno) ve en yiiksek degerde oldugu; galaktoz ve siikrozun hiicre biiyiimesine
etkilerinin benzer diizeylerde (sirasiyla 1,42 ve 1,49 ODeoo) oldugu ve en diisiik (1,24
ODeoo) hiicre biiyiimesinin ise laktoz igceren besi yerinde oldugu goriilmiistiir (Sekil
5.22). Maltoz igeren besi yerinde bakterilerin iireme miktar1 glikoz igeren besi
yerindeki ile benzer diizeylerde olmasina karsin, bu durumun PHA iiretimine pozitif

bir etkisi gozlemlenmemistir.

35%
24%
30%

25% ]
20% l
15% 11%
10% 1
5% 2%

1% 0%0%  0%0%  0%0%
0%
0 Glikoz Maltoz Galaktoz Sutikroz Laktoz

A19 PHA Akiimilasyonu 24% 11% 0% 0% 0%
C(-) PHA Akiimilasyonu 1% 2% 0% 0% 0%
A19 PHA Akiumilasyonu C(-) PHA Akimulasyonu

Sekil 5.21: Farkli karbon kaynaklarinin Bacillus sp. A19 PHA akiimiilasyonuna
etkisi. C(-): E. coli JIM1009.
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1,00
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0,00

Glikoz Maltoz Galaktoz Suikroz Laktoz

H OD600 2,80 2,90 1,42 1,49 1,24

Sekil 5.22: Farkli karbon kaynaklarinin Bacillus sp. A19 hiicre biiyiimesine etkisi.
C(-): E. coli IM109. Inkiibasyon kosullari: 30 °C, %1 asilama, 1:2 havalandirma,
100 rpm, 72 saat.

5.5.7. Farkh Nitrojen Kaynaklarimin Bacillus sp. A19 PHA
Uretimine Etkisi

PHA iiretiminde nitrojen kaynaklariin farkliligi tiretilen PHA nin verimine etki
etmektedir. Bu nedenle yerel Bacillus izolatlariyla PHA iretiminde farkli nitrojen
kaynaklart denenmis ve en yiiksek verimin elde edildigi nitrojen kaynagi tespit
edilmistir. Besi yeri optimizasyonlar1 6ncesinde yapilan ilk ¢aligmalarda azot kaynagi
olarak maya 6ziitii ve pepton kullanilmigtir. Optimizasyon i¢in bunlarin yani sira farkli
organik ve inorganik azot kaynaklar1 da denenmistir. Kiiltiirler buraya kadar belirlenen
optimal kosullarda 72 saat boyunca inkiibe edilmis, 72. saatte alinan drneklerin hiicre
biiytimeleri ODeoo degerleri  Olgiilerek  belirlenmis  (Sekil 5.24) ve PHA
ekstraksiyonlari yapilmistir. PHA akiimiilasyon oranlari Sekil 5.23'te verilmistir. Buna
gore iire ve inorganik azot kaynaklarinin kullanildig: kiiltiirlerde hiicre biiytimesi
gozlemlenmemis ve alinan Orneklerden PHA elde edilememistir. Organik azot
kaynaklarimin kullanildig: kiiltiirlerde en yiliksek PHA akiimiilasyonu maya 6ziitii ve
peptonun bir arada kullanildig: kiiltiirde %19 olarak belirlenmistir. Bunu sirasiyla
%16 verimle NZ-Amin A, %8 verimle proteaz pepton ve %6 verimle tripton takip
etmektedir. Bu sonuglar hiicre Dbiiylimeleriyle karsilastirildiginda; PHA
akiimiilasyonlariin hiicre biiyiimelerine paralel olarak gelismedigi goriilmiistiir. En
yuksek (2,96 ODgoo) hiicre biiyiimesinin PHA {iretiminin en yiiksek oldugu, maya

ekstrakti ve peptonun bir arada kullanildigi kiiltiirde oldugu belirlenmis olmakla
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birlikte, ayn1 diizeylerde (2,97 ODeoo) hiicre biiylimesinin goriildiigii N-Z Amin A
iceren besi yerinde PHA verimi daha diisiik (%16) bulunmustur. Benzer sekilde, 2,38
ODeoo hiicre yogunlugunun goriildiigii tripton igeren besi yerinde PHA akiimiilasyon
orani ancak %6 diizeylerinde kalmistir. Buna karsin, hiicre biiylimesinin en diisiik
diizeylerde oldugu proteoz pepton iceren besi yerinde de %8 PHA akiimiilasyonu

belirlenmistir.

25%

) 19%

20% 16%

15% 10%

10% i 6%

5% 2%

° 0% Mo io% 0% 0% 0% 0% 0%

0%
Maya Proteaz  NZ . ) Sodyu = Sodyu Amony Amony
Eks./ Peoton| Amin Tripton  Ure m m um um
Pepton P Nitrat = Asetat Asetat Klorilr

B PHA Akiimilasyonu 19% 10% 16% 6% 0% 0% 0% 0% 0%
C(-) PHA Akiimilasyon 0% 2% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

B PHA Akiimilasyonu C(-) PHA Aktiimulasyon

Sekil 5.23: Farkli nitrojen kaynaklarinin kullanildig: besiyerlerinde Bacillus sp. A19

PHA akiimiilasyonu.
3,50
2,96 2,97
3,00
2,50 2,38
2,00 1,78
1,50
1,00 0,67
0,35
0,50 .
009 021 I 0,14
Maya Proteaz Nz . . Sodyum Sodyum Amonyu Amonyu
Eks./ . Tripton  Ure ) m m
Pepton | Amin Nitrat | Asetat .
Pepton Asetat | Klorlr

mOD600 2,96 1,78 2,97 238 009 021 035 067 014

Sekil 5.24: Farkli karbon kaynaklarinin kullanildig1 besiyerlerinde 72.saatte Bacillus
sp. A19 6rneginin ODeoo degerleri.

61



5.5.8. Yerel Bacillus Izolat1 A19'dan Elde Edilen Biyopolimerin FTIR
ile Nitelendirilmesi

Yerel Bacillus izolatlar1 arasindan segilen A19 6rnegiyle yapilan ¢alismalarla
elde edilen PHA polimerleri Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ve
Proton Nikleer Manyetik Rezonans (*H-NMR) araciligiyla nitelendirilmistir.
Nitelendirmede standart olarak Poli[(R)-3-hidroksibiitirik asit] (Sigma-Aldrich)
kullanilmistir.

Elde edilen PHA ve standart 6rnegi Perkin EImer marka FTIR cihazi kullanilarak
GTU-Kimya Béliimii biinyesinde analiz edilmistir (Sekil 5.25). PHA i¢in karakteristik
olan karbonil grubu (C = O) standartta 1721,1 cm™, A19’da ise 1720,5 cm™’de
gbzlemlenmistir. A19 6rnegine ait FTIR sonucundaki 2956,5 cm™, 2923,6 cm™ ve
2869,5 cm™ noktalarinda elde edilen tepe pikler CHs ve CH; gruplarina ait germe
titresimleri olarak tayin edilebilir. 1378,8 cm™ noktasinda alinan pik terminal CHs,
1262,2 cm™ noktasindaki pik ise asimetrik germe C-O-C gruplarma karsilik
gelmektedir. 1181,3 cm™ ve 623,6 cm™ arasindaki tepe noktalar1 serisinin amorf
fazdaki C-C ve C-O germe titresimlerini temsil ettigi diisiinilmektedir [61], [62]. A19
ve standart drnekleri icin yapilan FTIR analizi sonuglari birbiriyle karsilagtirilmis ve
sonuglar Sekil 5.26'da gosterilmistir. Sonuglar incelendiginde standart olarak
kullanilan ticari polihidroksibiitirat (PHB) ile A19’dan elde edilen biyopolimerin ¢ok
benzer noktalarda pik verdigi goriilmektedir. FTIR sonuglarindaki ana karakteristik
pikler de elde edilen maddenin bir PHA tiirevi oldugunu kanitlar niteliktedir. Buna
gore standart ve elde edilen Ornek karsilastirildiginda Bacillus sp. A19 izolati

tarafindan tretilen biyopolimerin polihidroksibiitirat oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 5.25: Standart PHB (Sigma) ve Bacillus sp. A19 ile gergeklestirilen FTIR

analizi sonuglari. (a) Bacillus sp. A19 6rneginden elde edilen biyopolimerin FTIR
sonucu. (b) Standart olarak kullanilan ticari PHB’nin FTIR sonucu.
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Sekil 5.26: Standart PHB (Sigma) ve Bacillus sp. A19 susundan elde edilen PHA nin

FTIR analizi sonuglarinin karsilastirilmasi.
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5.5.9. Yerel Bacillus izolat1 A19'dan Elde Edilen Biyopolimerin NMR
ile Nitelendirilmesi

Bacillus sp. A19 ve standart PHB 6rneklerine ait Niikleer Manyetik Rezonans
(NMR) analizi Gebze Teknik Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvari’nda
(MAR) gerceklestirilmistir. NMR ile PHA dogrulamasi yaparken {i¢ dnemli sinyal
anahtar rol onar. ilk yapt PHA yapisindaki protona bagli metil grubu olup NMR
analizinde 1.29 ppm’de duplet (doublet) sekilde gézlemlenebilir. ikincil dnemli sinyal
asimetrik karbon atomundan gelmektedir ve 2.58 ppm’de gbzlenir. Son anahtar sinyal
dortlii ¢ift yapr gosteren metilen grubuna aittir ve 5.27 ppm degerine sahiptir.
Orneklerin analizinde ¢dziicii olarak kullamlan CDCls’e ait pik ise 7.25 ppm’de
gozlemlenmistir [63]. Sonuglar Sekil 5.27 ve Sekil 5.28'de sunulmustur. NMR
goriintiileri ve elde edilen piklerin lokasyonu karsilastirildiginda A19'dan elde edilen

PHA'nin polihidroksibiitirat (PHB) oldugu NMR analiziyle de dogrulanmastir.

(a) A19 PHA 1H-NMR

La.0x10°
La2.0x10®
Ho.0

T T T T T T T T T T T T T T T T
.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Sekil 5.27: Bacillus sp, A19 susundan elde edilen biyopolimerin NMR analizi
sonuglart.
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Sekil 5.28: Standart olarak kullanilan ticari PHB'nin NMR analizi sonuglari.




6. TARTISMA

Plastik, hayatin her alaninda kullanimima siklikla bagvurulan 6nemli bir
materyaldir. Ancak geleneksel plastigin petrol tabanli bir liretime sahip olmasi canlilik
ve cevre lizerinde toksik etkilere sebep olabilmektedir. Bunun yani sira tamamuyla geri
dontistiiriilemez ve siirdiiriilebilir de degildir. Bu noktada biyoplastikler biyouyumlu
yapilari, geleneksel plastige gore daha az toksisite gostermeleri, plastik gibi cesitli
alanlara entegre olabilme kapasiteleri ve mikrobiyal kaynakli olduklarindan
sirdiiriilebilir ~ olmalart  nedeniyle c¢esitli  arastirmalara  konu  olmustur.
Polihidroksialkanoatlar da bu amag¢ dogrultusunda en ¢ok ¢aligilan biyopolimerlerin
basinda gelir.

Bacillus cinsi bakteriler PHA tiretimi yapabildigi kanitlanmis ve galisiimaya en
elverigli mikroorganizmalardandir. Yerel Bacillus soylarmin da PHA {iretimi
acisindan degerlendirilmesi potansiyellerinin ortaya konmasi agisindan 6nemlidir. Bu
tez calismasinda &ncelikle GTU Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, Enzim
Molekiiler Genetigi Laboratuvari biinyesinde bulunan Bacillus izolatlar1t PHA {iretimi
acisindan ¢esitli boyama teknikleri kullanilarak taranmistir. Bu tekniklerin arasindan
en hizli ve kolay olanmi bakteri tarafindan firetilen lipit yapili PHA graniillerinin
boyanmasi temeline dayanmaktadir ve kalitatif sonuclar elde edilmektedir. Bu nedenle
yerel izolatlarin taranmasi i¢in dncelikle lipit yapilarin boyanmasindan sorumlu Sudan
siyahi [64] ve Nil kirmizisi [20] boyalart kullanilmigtir. Sudan siyahi ile yapilan tarama
sonucunda 76 adet yerel Bacillus susundan 38 tanesi PHA firetimi agisindan pozitif
olarak degerlendirilmistir. Daha sonra gorsel olarak iyi sonu¢ elde edilen suslarin
bazilar1 tanilama agisindan daha hassas olan Nil kirmizisi ile boyanarak floresan 11k
altinda incelenmistir. Sudan siyah1 boyamas: ile yapilan c¢alisma ile Nil kirmizisi
boyama yontemi birbiriyle korelasyon igindedir. Bacillus cinsi bakterilerde PHA
tireticisi soylar belirlenirken bu boyama tekniklerinin verimli ve etkili bir sekilde
kullanilabilecegi bu ¢alismada da gosterilmistir. Kalitatif yontemlerle PHA iireticisi
ornekler belirlenebilmekle birlikte elde edilen sonuglarin giivenilirligi ¢ok yiiksek
degildir. Molekiiler yontemlerle suslarin taranmasi kantitatif sonuclar alinarak
tireticilerin kesin olarak belirlenmesini saglayabilmektedir. PHA iiretiminde anahtar
enzim olan PHA sentaz enziminin varliginin molekiiler tan1 yontemleriyle gosterilmesi
PHA fiireticisi soylarin belirlenmesi i¢in bagvurulan yontemlerden biridir [65]. Ayrica

Bacillus cinsi bakterilerde PHA {iretiminin gerg¢eklesmesi ve akiimiilasyonun
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saglanabilmesinde phaC ve phaR genlerinin 6nemli rol iistlendigi ve elzem oldugu
gosterilmistir [66]. Bu dogrultuda tez ¢alismasi kapsaminda Bacillus cinsi bakterilerde
PHA iiretiminden sorumlu olan Siif IV PHA sentaz enziminin temel iki alt {initesini
kodlayan phaC ve phaR genlerinin yerel izolatlardaki varligi taranmistir. Tarama
caligmas1 sonucunda 76 adet yerel Bacillus izolatindan 42 tanesinin phaC ve phaR
genlerine ayn1 anda sahip oldugu gosterilmistir. NCBI/GenBank veribankasinda
Bacillus pumilus tiiriine ait phaC ve phaR genlerine dair sekans bilgisi bulunmamasina
ragmen calismada kullanilan ve B. pumilus oldugu molekiiler tan1 yontemleriyle
kesinlestirilmis olan L3 izolatinda bu genlerin varligi PZR ile dogrulanmistir. Bu
dogrulama, B. pumilus L3 izolatinda phaC ve phaR genlerine ait amino asit dizisinin
belirlenmesi ve dizinin literatiire kazandirilmasi i¢in 6n ¢alisma olarak kabul edilebilir.
Bu genlerin yerel izolatlardaki varliginin belirlenmesinin, soylarin iiretkenliginin
arttirtlmasi ya da dzelliklerinin iyilestirilmesi i¢in yapilabilecek protein miithendisligi
calismalarina da katki saglayacagi ongoriilmektedir.

Boyama yontemleriyle pozitif soy olarak gosterilen 38 6rnegin tamami phaC ve
phaR genlerine de sahiptir. Bunun yani sira boyama yontemiyle belirlenemeyen 5
ornegin daha bu genlere sahip oldugu goriilmiistiir. PZR sonuglar1 ve boyama sonuglari
beraber degerlendirildiginde aralarinda pozitif korelasyon oldugu gozlemlenmistir.
Ancak PZR sonrasinda 76 adet 6rnekten 42 tanesi PHA pozitif olarak belirlenirken,
boyama yontemleriyle yapilan taramalarda yalnizca 38 adet sus pozitif olarak
degerlendirilebilmistir. Bu durum, boyama yontemlerinin PHA pozitif bakterileri
belirlemedeki hassasiyetinin molekiiler teknikler kadar yiiksek olmadigini ve bazi
PHA iireticisi soylarin bu sekilde gozden kacirilabilecegini gostermektedir. Bu
nedenle PHA fiireticisi soylar belirlenirken PZR gibi molekiiler tan1 yontemlerinin
kullanilmasinin daha hassas ve kesin sonuglar verecegi diisiilmektedir.

Literatiirde yer alan diger calismalarda Bacillus suslarinda PHA {iretimini
tetiklemek igin minimal besiyeri (Mineral Salt Medium/ MSM) kullanildig:
bilinmektedir [67]. Bu besi yerinin tercih edilme sebebi biiylime ortamindaki temel
besin elementlerinin eksikligini saglayarak stres kosulu olusturmak ve bakterilerin
PHA iiretimini tetiklemektir. Bu tez ¢alismasinda da Bacillus cinsi bakterilerde PHA
liretimi i¢in en uygun besi yerinin segilmesi kapsaminda yapilan ¢alismalarda MSM,
LB ve azotdan yoksun besiyerlerinde bakteri kiiltiirleri hazirlanmistir. Ancak MSM
besi yerinde ne yerel Bacillus izolatlarinda ne de negatif kontrol olan E. coli JIM109

susunda hiicre biiylimesi gozlemlenememistir. Bu nedenle, bu ¢alisma kapsaminda
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PHA {iretimini tetiklemek i¢in gerekli olan stres sartlari, MSM yerine “Azot Kaynagi
Azaltilmisg Besi yeri (N2-Deficient)” [49] kullanilarak ortamdaki azot kaynaginin
azaltilmasi yoluyla saglanmis ve bu yolla PHA akiimiilasyonunun tetiklendigi
gorilmistiir.

Sudan siyahi boyasiyla yapilan tarama sonuglarina gére PHA ekstraksiyonu igin
A19, A27 ve L23 olmak iizere ii¢ farkli soy belirlenmis ve PHA iiretiminde en verimli
susu belirlemek i¢in ekstraksiyon denemeleri yapilmistir. PHA ekstraksiyonu icin
cesitli fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden baslicalar
¢oziicii temelli ekstraksiyon, sindirim (digestion) ve mekanik par¢alamadir. Bu
yontemler arasindan en eskisi ve en sik kullanilan ¢oziicli temelli ekstraksiyondur.
Hizli sonug elde etmenin yan sira yiiksek seviyede saflik (%98-%100) ve kazanim
saglamaktadir. Sindirim (digestion) metodundaysa elde edilen biyoplastigin safligi
¢oziicii bazli yontemde elde edilenlere gore daha diistiktiir [68]. Bu nedenle denemeler
sirasinda PHA ekstraksiyon yontemlerinden ¢oziicii temelli olanlar tercih edilmistir.
Bunlardan PHA ’nin kloroform ile ekstrakte edilmesini igeren, John H. Law ve R. A.
Slepecky [57] tarafindan kullanilan PHA ekstraksiyon yontemi ve dispersiyon yontemi
[69] kullanilmistir. Kullanilan iki yontemde de gézle goriiliir bir biyoplastik olusumu
olmamusgtir. Bunun yerine Law ve Slepecky tarafindan gergeklestirilen protokol
modifiye edilerek caligma mikrosantrifiij tiiplerinde uygulanmistir. Bu protokolde
kullanilan falkon tilipleri mikrosantrifiij tiipleriyle degistirilmis ve protokolde
kullanilan oranlar buna gore tekrar diizenlenerek modifiye edilmistir. Modifiye
edilmesinin ardindan tiipler i¢inde biyoplastik olusumu gézlemlenmistir. Bdylece
gozle gortliir sekilde biyoplastik olusumu saglayan ve kolay bir uygulamaya sahip
olan bir protokol elde edilmistir.

Denemeler sirasinda B. megaterium DSM32 susu pozitif kontrol, E. coli IM109
susu ise negatif kontrol olarak kullanilmigstir. Yapilan ¢alismalarda L.23 susundan PHA
ekstrakste edilemezken, A27 susunda %12,5 ve A19 susunda %15 oraninda PHA
akiimiilasyonu goriilmiistiir. Negatif kontrolde gozle goriilebilen bir biyoplastik
olusumu gerceklesmemistir, ancak PHA akiimiilasyonunu belirlemek i¢in kullanilan
formiil negatif kontrol i¢in uygulandiginda yaklasik %20 oraninda akiimiilasyon orani
elde edilmistir. Bu durumun ekstraksiyon sirasinda tiip i¢cinde ortaya ¢ikan pelet ve
kloroform  kalintilarinin ~ tiip agirligma etki  etmesinden  kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Ayni sebepten, A19 susunda %35 olarak belirlenen PHA

aktimiilasyonunun da daha diisiik (%15) olabilecegi goz ard1 edilmemelidir. Sonuglar
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degerlendirildiginde optimizasyon asamasina Al9 susu ile devam edilmesi
kararlastirilmistir.

Cesitli ¢alismalarda Bacillus susunda PHA iiretimi igin farkli inkiibasyon
saatleri denenmistir. 24 saat [70], 48 saat [71] ve 72 saat [72] en ¢ok kullanilan
inkiibasyon siireleridir. PHA iiretiminde inkiibasyon siiresini 24-120 saat araliginda
deneyerek degerlendirme yapan g¢alismalar da mevuttur [73]. Literatiir taramalarinin
ardindan karar verilen ve optimizasyon asamasina kadar kullanilan iiretim kosullar
%1 agilama orani, 1:5 havalandirma, 30 °C sicaklik, 150 rpm hiz ve 48 saat inkiibasyon
seklindedir. Daha sonra sicaklik, zaman, ¢alkalama hizi, asilama orani, besiyerindeki
karbon ve nitrojen kaynaklari {izerine optimizasyon c¢alismalar1 gerceklestirilmistir.
Optimizasyon ¢aligmalarindan sonra; iiretim sicakligi, asilama orani, temel karbon ve
nitrojen miktarlar1 degismemis, ¢alkalama hizi 100 rpm’e havalandirma oran1 1:2’ye
disiiriilmiis, inkiibasyon siiresi 72 saate ¢ikarilmistir. Ayrica PHA iiretiminin
inkiibasyonun kaginci saatinde baslayip sonlandigini gérmek amaciyla 24-168 saatlik
bir deney diizenegi daha hazirlanmis ve degerlendirilmistir. Buna gére PHA iiretimi
yerel Bacillus izolatlarinda 48. saatte baslaylp 72. saatte en yiiksek Seviyeye
ulagsmaktadir. 96. saatten sonra PHA {iretiminin azaldigi ancak 168. saate kadar
ortamda hala PHA bulundugu gozlemlenmistir. Bu sonuglar Sriyapai ve arkadaslari
[73] tarafindan yapilan ¢aligmayla uyumluluk gostermektedir. Tiim bu optimizasyon
asamalarinin ardindan A19 susundaki maksimum PHA akiimiilasyon oraninin %24
oldugu tespit edilmistir (akiimiilasyon orani negatif susa gorece normalize edildikten
sonra belirlenmistir). Bacillus cinsi bakterilerde PHB iiretimindeki verimin %1 ila
%70 arasinda degistigi bir¢ok calismayla gosterilmistir [32]. Baska arastirmacilar
tarafindan yapilan ve karbon kaynagi olarak glikozun kullanildig: diger galigmalarda
B. megaterium ATCC 14945 susunda %10 [74], B. cereus susunda %13,7 [75] ve B.
thuringiensis susunda %11.3 [76] oraninda PHB iiretimi gergeklestirildigi tespit
edilmigtir. Bu calismalarla karsilastirildiginda PHA akiimiilasyon veriminin %24
oldugu yerel bir Bacillus izolat1 olan A19 susunun PHA {iretimi i¢in bu drneklerden
daha iyi bir aday oldugu goriilmektedir.

A19 orneginden ekstrakte edilen biyopolimeri nitelendirmek amaciyla FTIR ve
NMR analizleri gerceklestirilmistir. Analiz sirasinda standart olarak ticari
polihidroksibiitirat (PHB; Sigma) kullanilmistir. A19 6rneginden elde edilen FTIR
sonuglar1 standarta ait FTIR sonucuyla karsilastirildiginda A19°dan ekstrakte edilen

biyopolimerin PHB oldugu dogrulanmistir. PHB, biyoplastik calismalarinda en ¢ok
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kullanilan PHA tiirevidir. Ozellikle saglik endiistrisine entegrasyonu iizerine
calismalar yapilmakta ve bu alanda kullanimi yayginlasmaktadir. Caligmadan elde
edilen biyopolimerin PHB olarak 6n nitelendirilmesinin yapilmasi, yerel soylardan
ozellikle medikal alanlarda ticarilestirilebilir bir biyoplastik elde edilebilecegini
gostermektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda yerel Bacillus izolatlarinin PHB tiretme
kabiliyetlerinin oldugu hem molekiiler hem de mikrobiyolojik yoOntemlerle
gosterilmistir.

PHA, petrol bazli plastie c¢evreci alternatif olarak goriilen bir c¢esit
biyoplastiktir. Bu nedenle yerel Bacillus izolatlarindan PHA ftiretimi gerceklestirilmesi
ve nitelendirilmesi biliylikk 6nem tasimaktadir. Bu tez c¢aligmasi kapsaminda on
nitelendirmeler FTIR ve NMR analizleriyle tamamlanmistir ancak elde edilen
biyoplastik ileri nitelendirilmeler igin de degerlendirilmeye uygundur. DSC ve HPLC
gibi farkli karakterizasyon yontemleri kullanilarak nitelendirme g¢aligmalar
tamamlanacaktir. PHA, diinya genelinde ticari kullanimi yaygin olan bir
biyopolimerdir ve bu tez kapsaminda yerel bir Bacillus soyu olan Bacillus sp. A19'dan
elde edilen PHA da ticarilestirilmeye uygundur. Daha sonra gergeklestirilecek protein
mithendisligi calismalariyla PHA iiretiminden sorumlu enzim gelistirilerek elde
edilecek olan PHA'nin kalitesi ve verimi arttirilabilir. Bu sayede yerel izolatlardan elde
edilebilen ve {lilke ekonomisine katki saglayabilecek nitelikte enzim eldesi ve

biyoplastik iiretimi saglanabilir.
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