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OZET

POLIHIDROKSI BUTIRATIN HALOFILIiK ARKE
IZOLATLARINDA URETIMIi

Cesitli bakteri tiirleri hiicre iginde Polihidroksi butirat (PHB)
molekiillerini enerji ve karbon rezervi olarak biriktirirler. PHB’ler ¢evre dostu,
biyobozunur ve biyouyumlu termoplastiklerdir. Formiilasyonlarina dayanarak
cesitli dayaniklilikta ve elastikiyette olan bu polimerler, bir¢ok yonden benzer
olduklar1 biyolojik olarak pargalanamayan petrokimyasal plastikler gibi
kullanilabilirler.

Bu tez c¢alisgmasinda Kayacik Tuzlasi, Tuz Golii ve Tuzkdy Tuz
Madenlerinden izole edilmis 5 adet Halofilik Arke izolatinin PHB iiretim
kapasiteleri aragtirilip alternatif karbon kaynaklar1 kullanilarak iiretilen PHB
miktarlar1 tayin edilmistir. Ilk olarak hiicreler besinsel olarak zengin Brown
besiyerinde lretilmigtir. Daha sonra ise PHB iiretimini gerceklestirmek igin
Brown besiyerinde {iretilmis olan hiicreler alternatif karbon kaynaklar
kullanilarak hazirlanan minimal besiyerine transfer edilmistir. Halofilik Arke
hiicrelerinden PHB molekiilleri izole edildikten sonra, izolatlarin PHB iiretim
miktarlar1 spektrofotometreyle tespit edilmistir.  %2’lik musir nisastal
besiyerinde inkiibe edilen KYT1 izolat 1’in en fazla miktarda PHB iirettigi

gozlenmistir.

Temmuz, 2010 Pinar TATLICAN



ABSTRACT

POLYHYDROXY BUTYRATE PRODUCTION BY
HALOPHILIC ARCHAEA STRAINS

Various species of bacteria accumulate Polyhydroxy butyrate (PHB)
molecules within the cells as energy and carbon reserves. PHBs are
environmentally friendly, biodegradable and biocompatible thermoplastics.
Varying in durability and flexibility, depending on their formulation, they can
be used in various ways similar to nonbiodegradable petrochemical plastics.

In this study, PHB production capacity of 5 halophilic archaeal isolates
from Kayacik Tuzlasi, Tuz Golii and Tuzkdy Salt Mine were investigated and
the amount of PHB that was produced by using alternative carbon sources was
determined. First, the cells were cultured in rich nutritional Brown medium.
Later, to achieve the production of PHB, the cells that were cultured in Brown
medium were transferred into the minimal mediums which were prepared using
alternative carbon sources. After PHB molecules were isolated from halophilic
archaea cells, PHB production quantities of strains were identified by
spectrophotometer. KYT]I isolate 1, which were incubated in minimal medium

with 2% corn starch, produced the highest amount of PHB was observed.

July, 2010 Pmar TATLICAN
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

Gilintimiizde plastik, paketlemede kullanilan cam ve kagidin yerini alarak
onemli bir malzeme haline gelmistir (Luengo ve ark., 2003). Sahip oldugu
avantajli ozelliklerine ragmen g¢evremizde parcalanamayan artik plastiklerin
birikmesi yeryliziindeki pek ¢ok canli tiiriini olumsuz bir sekilde
etkilemektedir (Khanna ve Srivastava, 2004). Bu nedenle birgok iilke
kullanilmig materyallerin hizlica pargalanabilmesi igin yeni arayislara
yonelmistir (Luengo ve ark., 2003). Bu nedenle biyoparcalanabilir plastik
diger petrokimyasal kaynakli plastiklerin yarattigi cevresel tehlikeye en iyi

¢Oziimii sunmaktadir (Khanna ve Srivastava, 2004).

Biyoplastikler farkli ¢evresel kosullar altinda ¢esitli mikroorganizmalar
tarafindan iiretilen sentetik olmayan polimerlerdir. Fizikokimyasal 6zellikleri
petrokimyasal plastiklere benzer olan bu polyesterler mikroorganizmalardaki
depo graniillerinde intraseliiler olarak biriktirilirler. Bu polimerler bakteri
fungus ve algler gibi organizmalar tarafindan, nispeten kisa bir zamanda
tamamen CO, ve enerjiye doniistiiriilerek parcalanabilmektedir. Petrol tiirevli
plastikler dogada ortalama 400 yilda pargalanirken, biyopolimerler ortalama 4
ay ile 1 yil arasinda geri doniisiime ugramaktadir (Luengo ve ark., 2003;
Verlinden ve ark., 2006). Biyouyum ve biyolojik parcalanma gibi pek ¢ok
avantajli 6zelliklere sahip olan biyoplastikler tiim diinyanin ilgisini ¢cekmesine
ragmen petrokimyasal plastiklerin yerini heniiz alamamistir. Bunun en biiytlik

nedeni ise yiiksek maliyetli olmasidir (Khanna ve Srivastava, 2004).

Bu tez ¢alismasinda Kayacik Tuzlasi, Tuz Goli ve Tuzkdy Tuz
Madenlerinden izole edilen daha Once calisiimamis 5 adet halofilik arke
izolatinin iiretim maliyetini diislirmek amaciyla alternatif karbon kaynaklari

kullanilarak PHB iiretim kapasitelerinin arastirilmasi amag¢lanmaistir.



BOLUM II

GENEL BIiLGILER

Plastik materyaller, uygulama kolayliklari, dayanikli ve ekonomik olma
gibi pek ¢ok cazip ozelliklerinden dolay:1 giiniimiizde hayatimizin 6nemli bir
parcasi haline gelmistir (Lee.,1995). 1993 yilinda, fosil yakit bazli, geleneksel
polimerlerin yillik {iretimi tiim diinyada 100 milyon ton olarak tespit edilmistir
ve bu rakam 2000 yili itibariyle 150 milyon tona ulasmustir. Geligmis
ilkelerde, pek ¢ok malzeme plastikten yapilmaktadir. Kullanim siireleri biten
iirlinler atilarak kat1 atik sahalarinda gomiilmektedirler. Giin gectikce biiyiiyen
kat1 atik sahalar1 durdurulamayan bir problem haline gelmistir (Braunegg ve
ark.,1998). Her yil dogada 25 milyon ton biyolojik olarak parcalanamayan
plastik birikmektedir. Atik plastikler ¢cevre ve insan sagligi i¢in biiyiik tehdit
olusturmaktadir. Biyopar¢alanmaz 6zelliginden otiirii, cevreye atilan plastikler
geri doniisii olmayan zararlara yol acar. Bu polimerler yiizey sularinda dogal
havalandirma islemine engel olur; kanalizasyonu, drenaj borularint ve
kanalizasyon aritma tesislerindeki filtreleri tikayarak pek ¢ok engel ve arizaya
sebep olurlar (Khanna ve Srivastava, 2004). Bu kriz ancak plastik atiklarin
azaltilmasiyla Onlenebilir.  Bu nedenle, ABD ve Avrupa da plastik
kullanimlarin1 azaltmay1 hedefleyen yonetmelikler tasarlanmistir. Fakat petrol
tirevli sentetik polimerlerin ¢ok kullanisli olmalari, iiretim hizinin
diisiiriilmesini ¢ok ciddi olarak engellemektedir. Bu sorunu ortadan kaldirmak
i¢in, plastifi gdbmmenin disinda baska ¢oziimler iiretilmelidir (Braunegg ve
ark., 1998). Geri doniistiirme ya da atik yakma yontemleriyle bu maddelerden
kurtulmak miimkiindiir ancak atik yakma ydntemi zor, tehlikeli ve pahali bir
yontemdir. Geri donlistiirme ise uzun bir siiregtir ve etkili degildir. Bazi
plastikler ise iiretilirken pigment, boya ve diger katki maddeleri eklendigi i¢in
geri doniistiiriilemez ya da yakma yontemleriyle yok edilemezler (Khanna ve

Srivastava, 2004).



Biyolojik olarak pargalanabilme, dogal iiriinlerin mikroorganizmalar
tarafindan yikilma kapasitesi olarak tanimlanir. Bakteriler ve mantarlar bu
stirecte gorev alan esas canlilardir. Canlilar irettikleri maddeleri kolayca
par¢alama yetenegindedir. Biyoparcalanabilir maddeler bu nedenle hayatin
dogal iriinleridir. Baz1 sentetik polimerlerde mikroorganizmalar tarafindan
parcalanabilir fakat iglem genellikle cok yavastir. Cogu sentetik bilesik
enzimlerle parcalanmaya kars1 direnglidir. Fakat termoplastik 6zellik gosteren
mikroorganizmalar  tarafindan  sentezlenen biyopolimerler enzimlerle

parg¢alanmaya karsi direngli degillerdir (Braunegg ve ark., 1998).

I1.1. BiYOPOLIMERLER VE ONEMIi

Biyopolimerler farkli organizmalar tarafindan sentezlenen ve katabolize
edilen, yaygin biyoteknolojik uygulamalar1 olan dogal iiriinlerdir (Luengo ve

ark., 2003). Bu dogal iiriinler kendi aralarinda dort ana gruba ayrilirlar:

e Polisakkaritler
o Seliiloz, Nisasta
e Proteinler
o Jelatin, Kazein, Ipek
e Polyesterler
o Polihidroksi alkonatlar (PHA)
e Diger dogal polimerler
o Lignin, Dogal Kauguk

(Environment and Plastics Industry Council, 2000)



I1.2. POLYESTERLER

Polihidroksi alkonatlar (PHA), biyopolimerlerin 6zel bir ¢esididir. Bunlar
farkl1 besinsel ve ¢evresel kosullar altinda ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan
iiretilen polyesterlerdir. Lipit karakterli olan bu polimer ortamda bol miktarda
karbon kaynag1 oldugunda sentezlenir ve daha sonra pargalanarak biyosentez

ve ATP yapmak i¢in kullanilir (Madigan ve ark., 2009; Luengo ve ark., 2003).

PHA'’lar ¢evre dostu biyopargalanabilir ve biyouyumlu termoplastiklerdir
(Verlinden ve ark., 2006). Toprak, deniz, gol ve lagim sularindaki bu
polimerler aerobik kosular altinda tamamen su ve CO,’e, anaerobik kosullarda
ise metana parcalanirlar (Khanna ve Srivastava, 2004). Biyopargalanabilir
olmalarinin disinda petrokimyasal termoplastikler gibi geri doniistiiriilebilirler.
Formiilasyonlarina dayanarak cesitli dayaniklilikta ve elastikiyette olan bu
polimerler, bir¢ok yonden benzer olduklar1 biyolojik olarak par¢alanamayan
petrokimyasal kaynakli plastikler gibi kullanilabilirler. Ancak bu plastikler,
petrokimyasal kaynakli plastiklerden ¢ok daha pahalidir, bu nedenle ancak
ticari plastiklerin  kullanilamadigi medikal uygulamalar gibi alanlarda
kullanilmaktadir. Son zamanlarda bilim adamlari, alternatif substratlarin
kullanimi, yeni ekstraksiyon metotlari, genetik yollarla yiikseltgenmis tiirler ve
kiiltiir karisimlart kullanarak PHAlar1 ticari olarak daha ¢ekici hale getirmeye

calismaktadirlar (Verlinden ve ark., 2006).

Uzerinde en c¢ok ¢alisilan ve en kapsamli arastirmalar yapilan PHA tiirii
ise Polihidroksi butirat (PHB)’dir (Anderson ve Dawes, 1990; Braunegg ve
ark.,1998; Tabandeh ve Farahani, 2003; Trotsenko ve Belova, 2000; Verlinden
ve ark., 2006; Madison ve Huisman, 1999; Khanna ve Srivastava, 2004).

PHB’nin bakteri hiicrelerindeki varliklar1 1920°li yillardan beri
bilinmektedir. ilk kez Lemoigne (Lemoigne, 1926) tarafindan topraktan izole
edilen Bacillus megaterium bakterisinde bilinmeyen bir maddenin anaerobik

olarak parcalanmasi sonucu 3-hidroksi biitirik aside rastlamistir. Lemoigne bu
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materyali poli-3-hidroksi butirat homopolyesteri olarak tanimlamistir. Sonraki
otuz yil boyunca, PHB’ye olan ilgi, Bacillus hiicrelerindeki sentezi,
parcalanmasi, kiiltir kosullart ve bu molekiiliin tespit metotlarinin
arastirilmasina yol agmistir. PHB’nin islevsel rolii hakkindaki ilk ikna edici
tasar1 1958 yilinda Macrae ve Wilkinson (Macrae ve Wilkinson, 1958a),
(Macrae ve Wilkinson, 1958b) tarafindan yapilmistir. Macrae ve Wilkinson,
besiyerinde glukoz ve azot miktarinin yiliksek olmasi halinde B. Megaterium
hiicrelerinin hizlica homopolimer depoladiklarini ve sonrasinda ekzojen karbon
ve enerji kaynaklarinin  yoklugunda bu polimerleri kullandiklarini
gozlemlemiglerdir.  Bu arastirmacilar elde ettikleri verilerin yardimiyla

PHB’nin karbon ve enerji depo maddesi oldugu sonucuna varmislardir.

1973 yilinda Viyana’da gergeklesen 35. Petrol Ihrag Eden Ulkeler Orgiitii
(OPEC) Konferansinda orgiit iiyeleri tarafindan petrol fiyatlarina %70 oraninda
zam yapilmasina karar verilmistir. Bu ani artig1 ayn1 y1l Tahran Konferansinda
yapilan %130’luk zam takip etmistir. Bdylece 3$ olan bir varil ham petrol
(159 litre) 11.70%’a yiikselmistir. Petrol fiyatlarina zamlar birbirini izlemis ve
1980 yilinda 30$’a kadar ulagsmistir (Braunegg ve ark.,1998). 1970’li yillarda
yasanan bu krizden sonra petrol kaynakli polimerlere alternatifler aranmis ve
1976 yilinda, Ingiltere’deki Imperial Kimya Endiistrisi (ICI) bakteriyel
fermentasyonla iretilen poli-pB-hidroksi butirat (PHB) ile ilgili arastirmalara
baslamistir. Birgok bakteri tiiriinii PHB {iretimi agisindan inceleyen Imperial
Kimya Endiistrisi endiistriyel iiretimde hiicre kuru agirliginin %901 iizerinde
bu polimeri biriktiren Alcaligenes eutrophus kullanmaya baslamistir. Patent
almarak piyasaya siiriilen ilk ticari tirin BIOPOL® diir (Yilmaz ve Beyatl,

2003).

Polihidroksi butirati bu kadar 6nemli yapan sadece biyoparcalanma
ozelligi degildir. Ayn1 zamanda tarim ve enddistri artiklar1 gibi yenilenebilen
karbon kaynaklarinin  kullanilmasiyla  sentezlenmesi bu  polimerleri

digerlerinden farkli kilmaktadir (Braunegg ve ark.,1998).



I1.3. POLIHIDROKSI BUTIRATIN GENEL OZELLIKLERI

Hiicre icinde intraseliiler graniillerde biriktirilen suda ¢dziinmeyen
PHB’mn yapisinda kisa zincirli B-hidroksi yag asitleri bulunmaktadir. Yan
zincirinde bir metil grubu olan PHB’1n ampirik formiilii (C4H¢O»), seklindedir
ve n sayist 35.000 gibi yiiksek bir sayiya ulasabilir (Yilmaz ve Beyatli, 2003).
Bu polimerler bir monomerin karboksil grubunun, komsu monomerin hidroksil
grubuyla ester bagi olusturmasiyla meydana gelirler (Madison ve Huisman,

1999).

Sekil I1.1: Polihidroksi butiratin genel formiilii (Verlinden ve ark., 2006)

Bu polimerler dis yiizli fosfolipid ve proteinlerle, i¢ yiizii ise bir gesit
protein sinifi olan “phasinler” ile kaplanmis graniillerde depolanirlar bu
nedenle hiicrelerin osmotik durumunun degismesine neden olmazlar

(Verlinden ve ark., 2006) .

d‘-'

i
“ ; Peeuackinmicincy
"
L
4

WO HET iR

o 5
| Sl

«—— PHB Graniilii
| pm



Sekil 11.2: Pseudomonas aeruginosa’nin elektron mikrografinda goriilen PHB

graniilleri (Rehm, 2003)

Hiicrelerdeki graniil sayis1t PHB birikimine bagli olarak degismektedir.
Yapilan deneylerle hiicre basma diisen graniil sayisinin 7-12  oldugu
goriilmiistiir. Genelde kiire seklinde olan graniillerin ortalama ¢ap1 ise 0.24-
0.50 um’dir (Ballard ve ark., 1987). Yapilan ¢alismalar sonunda graniil i¢inde
iki bolgenin var oldugu ortaya ¢ikmustir. Graniil, bir ¢ekirdek bolgesi ve
membranla ¢evrelenmis birka¢ katmandan olusan kabuk bolgesinden meydana
gelmigtir. Protein ve lipid yapida olan membranin kalinlig1 2-4 nm’dir (Dunlop
ve Robards, 1973 ).

Yapisal Protein
| PHB Sentaz

v

Regtilatér Protein

300 - 500 nm

Sekil I1.3: PHB graniiliiniin yapis1 (Rehm, 2003)

Isik sagilimi yontemiyle PHB graniillerinin ortalama molekiil agirlig
yaklasik 5x10° Da olarak Slciilmiistiir (Ellar ve ark., 1968). Her bir graniil en

az 1000 adet polimer zinciri igermektedir (Anderson ve Dawes, 1990).

I1.4. POLIiHIDROKSI BUTIRATIN FiZiKSEL OZELLIiKLERI

Cornibert ve Marchessault (1972) yapmis oldugu caligmalarla PHB’1n
soldan saga donen siki bir sarmal yapida oldugunu gostermislerdir. Cift doniis

eksenli bu sarmal yapida 0.596 nm’lik tekrar eden iplikler bulunmaktadir
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(Anderson ve Dawes, 1990). Polipropilene olan yapisal benzerligi Imperial
Kimya Endiistrisi’nin (ICI) dikkatini ¢ekmesine neden olmustur. Ozelliklede
biyouyumluluk ve biyoparcalanma niteliklerinin 6nemli oldugu medikal
alanlarda PHB biiyiik potansiyele sahiptir. PHB ve polipropilen tamamen farkl
kimyasal yapilara sahip olsalar da kristallik dereceleri ve camsi gecis
sicakliklart (Tg) bakimindan benzer o6zelikler gostermektedir (Anderson ve
Dawes, 1990). PHB hiicre icinde sivi ve amorf durumdayken, hiicreden
organik ¢oziiciilerle ekstrasyonu sonrasinda kristal hale gelirler. Bu durumda
sert ve kirilgandirlar.  Kirillganlhigi nedeniyle gerilime dayanikli degildir.
(Madison ve Huisman, 1999). Fiziksel olarak PHB daha sert ve kirilgandir

(Anderson ve Dawes, 1990).

Tablo I1.1: PHB ve PP’nin fiziksel 6zellikleri (Howells, 1982)

FiZIKSEL OZELLIKLER PHB PP
Tm [°C] 175 176
Kristalite [%] 80 70
MA [Dalton] 5x10° 2x 10°
Tg [°C] 4 - 10
Yogunluk[g/cm3] 1.250 0.905
Gerilme Direnci [MPa] 40 38
Kopmada Uzama [%] 6 400
UV Direnci Iyi Zayif
Coziicii Direnci Zayif Iyi
Kaynak Seker, Melas | Petrol
Maliyet Ucreti [$/1b] 3.50 0.40

I1.5. POLIHIDROKSI BUTIRATIN BIiYOSENTEZI

Bakteri hiicrelerinde karbonhidratlarin yikilmast sonucunda piruvat
meydana gelir. Piruvat ise dehidrojenasyon ile asetil-CoA ya doniistiiriilebilir.
Sonra, asetil-CoA Trikarboksilik asit (TCA) dongiisiine girer ve CoASH
serbest kalir. Son olarak asetil-CoA’nin oksidasyonuyla, CO, ve ATP agiga
cikar. NADH, NADPH, FADH, gibi molekiiller ve oksaloasetat gibi
biyosentetik 6n maddelerin miktar1 diiser. Oksaloasetatin transaminasyonu ile
amino asitler sentezlenir. TCA dongiisiinde iretilen piridin niikleotidlerinin

solunum zincirindeki oksidasyonu ile protein sentezinin endergonik



ihtiyaclarimi destekleyen fosfat bagli ATP molekiilleri meydana gelir. Bu
nedenle TCA dongiisiine katilan asetil-CoA nin orani, ortamda azot, fosfor ve

diger oksidatif elementlerin bulunmasina baglidir (Braunegg ve ark.,1998).

Boylelikle PHB birikimi mikroorganizmalarda besinsel kaynaklar
dengesiz oldugunda, karbon ve enerji depolamak i¢in izlenilen dogal bir
yoldur. Bakteriyel biiyiime ortamdaki azot, fosfor, oksijen ya da magnezyum
oranlarinin azalmasiyla sinirlaniyorsa ve ayni zamanda besiyerinde fazla
miktarda karbon kaynagi bulunuyorsa bu polimerler hiicre i¢inde biriktirilirler
(Schlegel ve ark., 1961; Byrom, 1987; Verlinden ve ark., 2006; Lee.,1995;
Lillo ve Valera., 1990)

Mikroorganizmalarin biiyltimesinde Onemli rolii olan bu elementlerin
eksikliginde protein sentezi durur. Protein sentezinin durmasi NADH ve
NADPH’nin yiiksek konsantrasyonda birikmesine neden olur. Bunlar sirayla
sitrat sentaz ve izositrat dehidrojenazi inhibe ederler. TCA dongiisiiniin
yavaglamasiyla asetil-koenzim-A (asetil-CoA) PHB sentezine yoOnlendirilir
(Dawes ve Senior, 1973). Bakteriler asetil-koenzim-A’y1 (asetil-CoA) {i¢ farkl
biyosentetik enzimle PHB’ye doniistiiriiliir (Verlinden ve ark., 2006; Madison
ve Huisman, 1999; Braunegg ve ark.,1998). Bu enzimler sirasiyla 3-ketotiolaz,

Asetoasetil-CoA rediiktaz ve PHB sentaz’dir (Oeding ve Schlegel, 1973).

Ik basamakta, 3-ketotiolaz, asetoasetil-CoA olusturmak icin iki
molekiil asetil-CoA ile birlesir. Asetoasetil-CoA rediiktaz, asetoasetil-CoA’nin
NADH ile 3-hidroksibiitiril-CoA ya rediiksiyonuna neden olur. Sonunda PHB
sentaz 3-hidroksibiitiril-CoA’y1 PHB’ye polimerize eder ve koenzim-A serbest

kalir (Verlinden ve ark., 20006).



Asetil-CoA+Asetil-CoA

CoAw 4 P-Ketoticlaz

Asetoasetil-CoA Asetoasetil-CoA Sentaz
Asetoagetat
NADPH ‘
. D Rediiktaz
NADP* 4/"
D(-)-hidroksibutiril-CoA NADH 4\

PHB Sentaz

[ P(3HB), NAD —’/ dehidrojenaz

A
P(3HB).4

D(-)-3-hidroksibutirat

v

PHB Depolimeraz

Sekil I1.4: PHB’1n metabolik yolu (Gross ve Karla, 2002; Verlinden ve
ark., 2006)

Normal bakteriyel gelisim siiresince, 3-ketotiolaz, Krebs ¢emberinden
gelen serbest koenzim-A ile inhibe edilir. Fakat Krebs ¢emberine asetil-CoA
girisi kisitlandiginda (karbonsuz besin limiti boyunca) fazla olan asetil-CoA

PHB biyosentezine yonlendirilir (Verlinden ve ark., 2006).

11.10. PHB URETEN MiKROORGANIZMALAR

PHB pek ¢ok prokaryotik organizma tarafindan iiretilmektedir. Sayisiz
heterotrofik ve ototrofik aerobik bakteriler, fotosentetik anaerobik bakteriler,
(Dawes ve Senior, 1973), Myxobakteriler (Pringsheim ve ark., 1963),
Actinomycetes spp (Davis, 1964; Kanan ve Rehacek, 1970)., Cyanobakteriler
(Carr, 1966), anaerobik yag asidi okside eden Gram negatif bakteriler
(MclInerney ve ark., 1981) ile baz1 arkelerin (Steinbiichel ve Fiichstenbusch,

1998) PHB biriktirdikleri yapilan arastirmalar sonucu tespit edilmistir.
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11.10.1. Endiistriyel PHB Uretiminde Kullanilan Mikroorganizmalar

Imperial Kimya Endistrisi ticari PHB {iretiminde oncelikle diisiik
maliyetli metanolii karbon kaynagi olarak kullanan metilotrofik bakteriler
tizerinde c¢aligmigtir.  Fakat diretilen polimer miktarinin az ve molekiil
agirh@gimin ise diisiik olmasi nedeniyle ikinci organizma olarak Azotobacter
secilmigtir. Her ne kadar Azotobacter mikrobiyolojik yapisi iyi bilinen bir
organizma olsa da lizerinde calisilan suslar degisken oldugu igin istenilen
verim alinamamistir (Madison ve Huisman, 1999). Son olarak Imperial Kimya
Endistrisi PHB iiretim seviyesi daha yiiksek olan Alcaligenes eutrophus
suslarint ~ kullanarak ~ PHBV  Poli(3-hidroksibutirat-ko-hidroksivalerat)
kopolimerini Biopol adi altinda iiretmistir. Uzerinde en yogun calisilan
Alcaligenes eutrophus tiiriiniin (Vandamme ve Coenye, 2004; Vaneechoutte ve
ark., 2004) disindaki diger bakteri suslar ise Bacillus ssp., Alcaligenes ssp.,
Pseudomonas ssp., Aeromonas hydrophila, Rhodopseudomonas palutris,
Escherichia coli, Burkholderia sacchari ve Halomonas boliviensis dir.

Tablo.II.4 de PHB iireten bakteri suslar1 gosterilmektedir.

Tablo.I1.2. PHA iireten bakteri ve arke cinsleri (Braunegg ve ark., 2004)

Acinetobacter Escherichia Paracoccus
Actinomycetes Ferrobacillus Pedomicrobium
Alcaligenes Gamphospheria Photobacterium
Aphanothece Haemophilus Pseudomonas
Aquaspirillum Halobacterium Rhizobium
Asticcaulus Hyphomicrobium Rhodobacter
Azomonas Lamprocystis Rhodococcus
Azospirillum Lampropedia Rhodopseudomonas
Azotobacter Leptothrix Rhodospirillum
Bacillus Methanomonas Sphaerotilus
Beggiatoa Methylobacterium Spirillum
Beijerinckia Methylocystis Spirulina
Beneckea Methylomonas Stella
Caryophanon Methylovibrio Streptomyces
Caulobacter Micrococcus Syntrophomonas
Chlorofrexeus Microcoleus Thiobacillus
Chlorogloea Microcystis Thiocystis
Chromatium Moraxella Thiodictyon
Chromobacterium Mycoplana Thiopedia
Clostridium Nitrobacter Thiosphaera
Corynebacterium Nitrococcus Vibrio

Derxia Nocardia Xanthobacter
Ectothiorhodospira Oceanospirillum Zoogloea
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I1.11. PHB URETICiSi OLARAK HALOFILIiK ARKELER
I.11.1. Arkeler Hakkinda Genel Bilgiler

Bilindigi gibi, ribozomal RNA’daki riboniikleotid sirasina gore canlilar,
Bacteria, Archaea ve Eukaria olmak lizere li¢ ana aleme ayrilirlar. Bu
alemlerin her birinin pek c¢ok fenotipik 6zelligi bulunmaktadir. Filogenetik
acidan onemli olan fenotipik O6zellikler; hiicre duvari yapisi, lipitler, RNA

polimeraz ve protein sentezindeki farkliliklardir (Madigan ve ark. , 2009).

Bacteria aleminin tiim tiirleri, peptidoglikandan olusan bir hiicre duvar

icerirler (Madigan ve Martinko, 2006).

Archaea’da ise pseudopeptidoglikan, polisakkarit, protein ve
glikoproteinden yapilmis olan ¢esitli tipte hiicre duvar1 yapilar1 bulunmaktadir.
Pseudopeptidoglikanin ~ yapisinda  tekrarlanan  iiniteler  halinde  N-
asetilglikozamin ve N- asetiltalosamuramik asit vardir. Ayrica, bunlar arasinda
glikozidik bag p-1,3° tir (Madigan ve ark. , 2009; Valera, 1988;
Vreeland,1993).

Arkeler, Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota ve
Nanoarchaeota olarak dort ana alt aleme ayrilir. Euryarchaeota, Arkelerin
fizyolojik olarak farkli gruplarim1 igerir ve bunlarin ¢ogu da farkli asir
ortamlarda yasarlar. Bu grubun icersinde metanojenik arkeler (metan gazi
iiretenler) ve asir1 halofiller (Halobacteria) gibi arkeler bulunur. Asir
halofillerin biiylik bir kismi zorunlu aeroplardir. (Madigan ve ark., 2009;
Munson, 1997; Spring ve ark.,1996; Valera, 1981; Vreeland,1993).

Asir1 halofil arkeler (Halobacteriaceae familyasi) tuz konsantrasyonunun
250 -300 g/L’ yi astig1 tuzlu ortamlarda baskin olarak bulunan, kirmizi
pigmentasyon olusturan heterotrofik organizmalardir. Parlak kirmizi rengin
gelisiminin tuzlu ortamlarla iligkili oldugu bilinmektedir. Asir1 halofil terimi
mikroorganizmanin, hem  tuzlu ortamlarda  gelistigini hem de
mikroorganizmanin tuza cok fazla gereksinim duydugunu belirtmek i¢in
kullanilir. Bazen bu tuz gereksinimi tuzun doygunluk noktasina kadar olabilir.

Asirt halofillerin gelismesi icin en an 1.5 M NaCl (yaklasik %9) ve cogu
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tiirlerin optimal gelismesi i¢in 2-4 M NaCl (%12-23) gerekmektedir. Hemen
hemen tiim agir1 halofiller 5.5 M NaCl’ de gelisirler (NaCl doygunlugunun
limiti % 32’ dir). Buna ragmen baz tiirler bu tuzlulukta ¢ok yavas gelisirler

(Madigan ve ark., 2009; Valera, 1988)

Halobacteriaceae familyas1 27 cins ve 100’den daha fazla farkl tiirleri
icermektedir.  Haloarkelerdeki PHA {iretimi bu tiirlerin karakterizasyonu
esnasinda tespit edilmemistir. Ancak taksonomik calismalarla Haloterrigena
hispanica, Haloquadratum walsbyi, Halorhabdus tiamatea, Halorhabdus
utahensis, Halopiger aswanensis, Halobiforma haloterrestris, ve Natrinema
altunense gibi tiirlerin bu polimeri sentezleyebildikleri ortaya c¢ikmistir

(Quillaguaman ve ark., 2010).

Halofil arke topluluklar1 hakkinda nitel ve nicel bilgilerin elde
edilmesinde mikroskobik ve pratik sayimlar ve diger metodlar kullanilir.
Halofil arkelerin karotenoid pigmentleri olan bakterioruberinlerin nicel olarak
tayin edilmesi, bu organizmalarin topluluklar1 hakkinda kaba bir tahmini
miimkiin kilar. Biitiin halofil arke bakteriler ayni1 karotenoid igerigine sahip
degildir. Ozellikle Haloferax tiirleri zayif pigmentasyon gosterirler. Bununla
birlikte pigment igerigi hiicrelerin besinsel durumuna bagli olabilir. Ayrica
tuzluluk da burada 6nemli rol oynar. Bazi Haloferax tiirleri yiiksek tuzluluk
oraninda yliksek pigmentasyona sahip iken diisiik tuz konsantrasyonlarinda ise
renksiz olabilirler (Jones ve ark., 1987; Kates ve ark., 1982; Madigan, 2006;
Vreeland, 1993; Oren, 1994a; Stoeckenius, 1985; Tonosaki ve ark., 1984).

Halofilik arkelerde pigmentasyon, bakteriyoruberinler olarak adlandirilan
kirmizi ve portakal renkli olan C50 karotenoidlerinden dolayidir. Bu
pigmentler enerji metabolizmasina katilir. Oksijen konsantrasyonunun az
oldugu ortamlarda Halobacterium salinarum ve bazi diger asir1 halofiller,
bakteriyorodopsin olarak adlandirilan mor bir protein sentezleyerek, bu
proteini kendi membrani i¢ine yerlestirirler. Bu retinal molekiil 15181
absorplayarak proton motiv kuvvetin olusmasini katalizler ve boylece diisiik
oksijen konsantrasyonlu durumlarda bakteriyorodopsin sentezi baglar ve
mikroorganizmanin rengi portakal ya da kirmizimsi renkten daha kirmizimsi

mor renge doniisiir (Jones ve ark., 1987; Kates ve ark., 1982; Madigan ve ark.,
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2009; Vreeland, 1993; Oren, 1994a; Stoeckenius, 1985; Tonosaki ve ark.,
1984).

I1.11.3. Halofilik Arkelerde PHB Uretimi:

Arkelerde PHB graniillerinin varlig1 ilk olarak 1972 de halofilik
izolatlarin karakterizasyonu yapilirken gozlemlenmistir (Kirk ve Ginzburg,
1972; Han ve ark., 2007). Haloferax, Haloarcula ve Haloquadratum dahil bir
cok haloarke cinsinin PHB ve polihidroksi butirat-ko-valerat (PHBV) gibi
PHA ¢esitlerini biriktirdigi bulunmustur. Haloarkeal sus 56 ve Haloferax
mediterranei ATCC 33500 dahil olmak iizere bazi halofilik arkelerin yiiksek
miktarlarda PHB biriktirdikleri (hiicre kuru agirliginin %60°1) gosterilmistir
(Han ve ark., 2007)

Haloferax mediterranei; Halobacteriaceae familyasindaki en iyi PHB
iireticisi oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu tiirlerin glikoz ya da nisastali besiyerinde
sinirli miktarda fosfor bulunmasi halinde hiicre kuru agirliginin %65°1 kadar

PHB biriktirebildigi gosterilmistir (Quillaguaman ve ark., 2009).

PHB iireticileri olarak kullanilan haloarke suslari pek c¢ok avantaja
sahiptir. Birincisi, haloarke asir1 tuzlu ortamda optimal biiylime gdsteren bir
arke grubudur. Yiiksek tuz konsantrasyonunda sinirli sayida mikroorganizma
biiyiime gosterdigi icin mikrobiyal kontaminasyon riski azalmistir. ikincisi
PHB sentezinde nigasta gibi bazi ucuz karbon kaynaklar1 kullanilarak iiretim
maliyeti diisiirilebilir.  Ayrica bu mikroorganizmalar distile suda kolayca
patlayabildiklerinden organik ¢oziiclilerin yiiksek miktarlarda kullanilmasina

gerek yoktur (Han ve ark., 2007).
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I1.11.3.1. Halofillerdeki PHA Sentezleyen Enzimler

Halofillerde PHA sentaz enzimlerinin karakterizasyonu Halopiger
aswanensis (sus 56) deki PHB sentaz ile basglamistir (Hezayen ve ark., 2002a).
Bu enzim Halobacteriaceae familyasinin liyeleri tarafindan firetilen diger
enzimler gibi yiiksek 1s1 kararlili1 (60 °C ye kadar) gosterir. Dahas1 Halofilik
olmayan  mikroorganizmalardaki PHA  sentaz  enziminin tersine,
H. aswanensis’deki enzim NaCl’iin hem varliginda (%30’a kadar) hem de
yoklugunda aktif kalir ve ¢ok dar bir substrat Ozgiinliigii sahiptir.
H. aswanensis besiyerinde 3-hidroksi valerat (3-HV) ya da 4-hidroksi valerat
(4-HV) gibi diger hidroksi alkonat monomerlerinin bulunmasi halinde bile

PHB sentezler (Hezayen ve ark., 2002a; Quillaguaman ve ark., 2009).

IL6.POLIiHIDROKSI BUTIRATIN BiYOLOJIK OLARAK
PARCALANABILIRLIGI

PHB materyalinin en essiz biyolojik 6zelliginden biri farkli ortamlarda
biyolojik olarak parcalanabilmesidir (Khanna ve Srivastava, 2004; Anderson
ve Dawes, 1990; Lee,1995). Bu materyalin toprak, deniz ve gol gibi dogal
ortamlarda parcalanabilirligi ol¢iilmiistiir. Biyopar¢alanma orani mikrobiyal
poplilasyon, sicaklik, nem seviyesi, pH, besin miktari, katki maddeleri ve
PHB’nin  yilizey alam1 gibi pek ¢ok faktorden etkilenmektedir

(Khanna ve Srivastava, 2004). PHB’nin biyoparcalanma orani tipik olarak

birkac ay ile birkag yil arasinda degismektedir (Verlinden ve ark., 2006).

Sekil I1.5: Alcaligenes latus’dan iiretilen plastik malzemenin 1. giinden

45. giine toprakta parcalanmasi1 (Miertus, 2007)
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Yiiksek molekiill agirlikli kati bir polimer olan PHB molekiilleri
mikroorganizmalarin ~ hiicre  duvarlarindan  taginmazlar. Cesitli
mikroorganizmalar PHB’yi hidrolize eden ekstraseliiler enzimler salgilarlar.
Hidroliz sonrasinda suda ¢oziinen oligomerler ve monomerler meydana gelir.
Bunlar bakteri ve mantar gibi ¢esitli canlilar tarafindan besin maddesi olarak

kullanilirlar (Khanna ve Srivastava, 2004).

PHB suda coziinmeyen bir substratken buna karsin PHB depolimeraz
suda ¢oOzilinebilen bir enzimdir. Bu nedenle enzimatik pargalanma iki
basamaktan meydana gelen heterojen bir reaksiyondur. Reaksiyonun ilk
basamaginda enzim PHB materyalinin ylizeyine tutunur, ikinci basamaginda
ise enzim aktif kismiyla polimer zincirini hidrolize eder. Alcaligenes faecalis
tiiri izerinde yapilan aragtirmalarla PHB nin enzimatik hidroliziyle esas olarak
3HB dimerlerinin az miktarda ise 3HB monomerlerinin meydana geldigi
bulunmustur.  Ucu isaretlenmis 3HB oligomerlerinin PHB depolimeraz
enzimiyle hidrolize edilmesiyle de, enzimin hidroksil ucundaki sekonder ve

tersiyer ester baglarini ayirdigi goriilmistiir (Shirakura ve ark., 1986).

Oncelikle PHB’nin intraseliiler ve ekstraseliiler pargalanmasmin farkl
oldugunu belirtmek gerekmektedir. Intraseliiler par¢alanma, endojen bir depo
rezervinin aktif olarak bakterinin kendisi tarafindan parcalanmasidir. PHB nin
hiicre igindeki yikimini katalizleyen enzimler “intraseliiller PHB depolimeraz”
enzimleridir. ~ Ekstraseliiler par¢alanma ise bu polimeri biriktiremeyen
mikroorganizmalarin PHB’yi ekzojen karbon kaynagi olarak kullanmasidir

(Jendrossek ve Handrick, 2002).
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Hiicre icindeki
PHB gramilleri
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Gramiil icerisinde amorf Gramiil disinda kismen
haldeki PHB molektilleri kristal haldeki PHB molekiilleri

Sekil I1.6: PHB’nin hiicre ic¢inde ve hiicre disindaki fiziksel durumu
(Jendrossek ve Handrick, 2002).

Sekil.Il.6’da goriildiigii gibi graniil igerisindeki intraseliiller PHB amorf
haldedir ve molekiiller hareketlidir. Hasar gérmiis graniillerden hiicre disina
cikmig polimerler ise kristallesir ve diizenli sarmal bir yapi1 haline gelir

(Jendrossek ve Handrick, 2002).

I1.6.1. Ekstraseliiler PHB-depolimeraz Enzimleri

PHB ve bu polimerin tiirevleri olan oligomerleri depolimerize etme
yetenegindeki ekstraseliiler enzimler gesitli organizmalarda bulunmus fakat
yapilan ¢aligmalar en ¢ok Alcaligenes faecalis (Tanio ve ark., 1982) tiiriiniin
iizerinde yogunlasmistir. Tablo I1.2’de PHB’yi parcgalayabilen organizmalar

gosterilmektedir (Khanna ve Srivastava, 2004 ).
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Tablo II.3: Cesitli ortamlardan izole edilmis PHB molekiiliinii

parcalayabilen mikroorganizmalar (Khanna ve Srivastava, 2004)

izole Edildigi Ortam Tiirler

Toprak Aspergillus fumigatus (Mergaert ve Ark., 1993)
Acidovorax faecalis (Mergaert ve Ark., 1993)
Comamonas sp. (Jendrossek ve ark., 1993)
Pseudomonas lemoignei (Delafield ve ark., 1965)

Aktive edilmis camur | Alcaligenes faecalis (Tanio ve ark., 1982)
Pseudomonas fluorescens (Schirmer ve ark., 1993)

Deniz suyu Comamomas testosteroni (Kasuya ve ark., 1994)
Gol suyu Pseudomonas stutzeri (Mukai ve ark., 1994)
Anaerobik camur Ilyobacter delafieldii (Jansen ve Harfoot, 1990)

Biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyon c¢aligmalarindan bu enzimin
PHB’nin yiizeyine tutunan hidrofobik bir baglanma bdlgesine, katalitik bir
bolgeye ve ikisinin arasinda baglayici bir bolgeye sahip oldugu sonucuna

varilmistir (Lee, 1996).

Katalitik Bilge ‘
? Ara Bilge
Baglanma Bilgesi
PHB Depolimeraz Enzimi I
~ 03

Polimerin Pargalanmasi

Sekil II.7: PHB depolimerazin yapist ve PHB materyaline tutunmasi
(Chen, 2010)
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Ekstraseliiler PHB depolimerazlar fonksiyon bakimindan intraseliiler
olanlardan farklidir. Intraseliiler PHB kristal olmayan, hareketli elastomerler
yapida  olduklarindan intraseliler ~PHB  depolimerazlar  tarafindan
parcalanabilirler. Iyilestirme siirecinde PHB denatiire olur ve daha kristal hale
gelir.  Denatiire olmus PHB ekstraseliiler depolimerazlar ile hidrolize
edilebilirler fakat intraseliiler depolimerazlar ile oldukg¢a giic pargalanirlar

(Lee, 1996).

IL7.YENILENEBILME OZELLIiGi

PHB materyalinin biyolojik yapis1 ve biyopar¢alanir olmasi kadar 6nemli
olan, diger oOzelligi ise yenilenebilir kaynaklara dayali olarak {iretilmesi
gergegidir (Braunegg ve ark., 2004; Madison ve Huisman, 1999). Bakteriyel
orijinli olan bu dogal polimerlerin fermantatif liretiminde enerji ve karbon
kaynag1 olarak sekerler ve yag asitleri gibi tarimsal iirtinler kullanilir (Kadouri
ve ark., 2005). CO; ve suyun kullanilmasiyla {iretilen bu zirai hammaddelerin
PHB’ye doniistiiriilmesinden sonra meydana gelen yikim iiriinleri yine CO, ve
sudur. Aciga c¢ikan CO, bitkiler tarafindan kullanilarak tekrar karbon
kaynaklar1 dretilir (Chen, 2010). Bu akis yeryiiziinde kendiliginden
gergeklestiginden ¢evre korumasi agisindan olduk¢a dnemlidir (Dave ve ark.,

1996).
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Enenji Giines Isig
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ve Saflagtinlmasi
/—'"—‘-—-.‘
PHB (Polihidroksi butirat) ~ Biyoplastik Uriinler
—

Geri Doniigiim

Sekil I1.8: PHB’nin karbon dongiisii (Verlinden ve ark., 2007)

PHB’nin sentezi ve parcalanmasi Sekil.I.8’de gosterildigi gibi karbon
dongilisine tamamen uyumludur. Dolayisiyla PHB’nin biyolojik olarak
parcalanmasi bazi uygulamalar i¢in kritiktir. PHB’nin {iretimi azalmakta olan
fosil yakitlar yerine yenilenebilir kaynaklara dayandigi icin tiim diinyanin

dikkatini ¢ekmektedir (Gavrilescu ve Chisti, 2005).

I1.8. POLIiHIiDROKSI BUTIRATIN KULLANIM ALANLARI

PHB’nin biyoparcalanma ve biyouyumluluk 06zellikleri biiyiik capta
endiistriyel ilgiye neden olmustur. (Verlinden ve ark.,2007; Lee, 1996). Genis
kapsamli fiziksel oOzellikleri ve kimyasal modifikasyonlarla arttirilmig
performansi ile yaygin potansiyel kullanim alanlar1 bulunmaktadir (Zhang ve
ark., 1997; Avella ve ark., 2000; Lee ve Park, 2002; Gao ve ark., 2006; Kunze
ve ark., 2006). Polipropilen ve Polietilen gibi petrokimyasal polimerlerin
yerini almasi beklenen PHB ilk olarak paketleme malzemesi olarak ve
sampuan sisesi gibi giinlik malzemelerin yapiminda Wella Firmasi

(Darmstadt, Almanya) tarafindan kullanilmistir (Weiner, 1997).
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PHB’nin ¢esitli alanlardaki kullanimlar1 asagidaki gibidir:

e Paketleme filmleri, torbalar, kaplar ve konteynirlar

e Isiya duyarl yapistiricilar, kauguk ham maddesi

e Tek kullanimlik tirag bigaklari, mutfak esyalari, bebek bezleri ve
kadin hijyen {irtinleri

e Cerrahi pens ve igneler, ameliyat iplikleri, ameliyat elbisesi, sargi
bezleri ve pansuman bezi

e Cerrahi plakalar ve biyolojik implantasyon malzemeleri

e Kemik biiylimesi stimiillasyonu ve piezoelektrik Ozellikleriyle
iyilestirme

e ilag, hap, insektisit, herbisit ve giibrenin uzun siirede belirli hizda
salinmasi i¢in biyopargalanir tagiyicilar

o Kiral bilesen tiretimi i¢in baslatict maddeler

e Biyolojik yakit iiretimi (Lee, 1996; Chen, 2010)

Biyolojik uyumluluga sahip PHB memeli dokularinda implantasyon
maddesi olarak kullanildiginda toksik etkiye neden olmaz (Lee, 1996).
Medikal alandaki asil avantaji ise biyopargalanir olan bu polimerin insan
viicuduna yerlestirilmesinden sonra tekrar ¢ikartilmasina gerek kalmamasidir

(Verlinden ve ark.,2007).

Son donemlerde ise Zhang ve arkadaslar1 (2009) PHB ve mcl PHA nin
esterlesmesiyle elde edilen 3-hidroksibiitirat metil ester (3HBME) ve
mcl-3-hidroksialkonat metil esterin (3HAME) biyolojik yakit olarak
kullanilabilecegini yapmis oldugu calismalarla gostermistir. Glinlimiizde ise
Tablo.I.3. de goriildiigii gibi diinya ¢apinda pek ¢ok firma farkli uygulama
alanlarinda PHB {tiretimi yapmaktadir (Chen, 2009)
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Tablo.I1.4: PHB’yi iireten firmalar ve Uygulama Alanlar1 (Chen, 2010)

. - Yillik Uretim Uretim
Firma Adi, Ulke Miktar (Ton) Siiresi Uygulama Alanlarn
ICI, Ingiltere 300 1980-1990 | Paketleme Malzemesi
Chemie Linz, Avusturya | 20-100 1980 Paketleme Malzemesi
ve ilag tagiyicisi
BTF, Avusturya 20-100 1990 Paketleme Malzemesi
ve ilag tastyicisi
. e 1990°’dan | Paketleme Malzemesi
Biomers, Almanya Bilinmiyor e .
giiniimiize | ve ilag tasiyicisi
BASF, Almanya Deneme bazinda | 1980-2005 | Blend Olusturma
ADM, ABD 50.000 2005°den |, imadde
giiniimiize
Meredian, ABD 10.000 2007°den | 4 mmadde
giiniimiize
Mitsubishi, Japonya 10 1990 Paketleme Malzemesi
Biocycles, Brezilya 100 1?99 d'z.m Hammadde
giiniimiize
Bio-on, Italya 10.000 29()? d?n Hammadde
giiniimiize
Tianjin Northern Deneme bazinda | 1990 Hammadde
Food, Cin
Jiangsu Nan Tian, Cin Deneme bazinda 1?99 d'a‘m Hammadde
giiniimiize
Tianjin Green 2004°den | Paketleme Malzemesi
.o . 10.000 N
Bioscience, Cin gliniimiize | ve Hammadde
1.9. PHB  URETIMINDE  KULLANILAN  KARBON
KAYNAKLARI

PHB’nin iiretimi i¢in kullanilan substratlar 6zellikle karbon kaynagi

acisindan bakildiginda, sekerler, yag asitleri, triagilgliseroller, alkanlar ve
kloralkanoik asitler gibi bilesenlerdir (Brandl ve ark., 1991; Kato ve ark., 1992;
Tanaka ve ark., 1993; Steinbiichel ve Fiichstenbusch, 1998; Yilmaz ve

Beyaztli, 2003). Ayrica butirik asit, pentatonik asit, propiyonik asit, 4-hidroksi

hekzanoik asit, L-Laktat ve glukonat gibi karbon kaynaklarindan PHB iiretimi
de denenmistir (Rehm ve ark., 1998; Tanaka ve ark., 1993; Doi ve ark., 1986;

Yilmaz ve Beyatli, 2003).
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I1.10. DUSUK MALIYETLI ALTERNATIF KARBON
KAYNAKLARI

Avantajli 6zelliklerine ragmen PHB’nin ticari iiretiminde bakteriyel
fermantasyonun yiliksek maliyette olmasi karsilagilan en biiyiik sorun haline
gelmistir. Bakteriyel biyoplastik, maliyeti 0.25-0.50 US $ (kg ') olan PP ve
PE’den 5-10 kat daha pahaliya mal olmaktadir (Poirier ve ark., 1995). Uretim
fiyatinin ylikselmesine neden olan en 6nemli faktor substrat (karbon kaynagi)
maliyetidir. PHB {iretim ekonomisi biiylik 6l¢lide hammadde maliyeti
tarafindan belirlenir (Khanna ve Srivastava, 2003; Koller ve ark., 2010). PHB
birikiminin aerobik kosullar altinda olmasi intraseliiler solunumla karbon
kaynaginda yiiksek oranda kayiplara yol acar. Bu nedenle maksimum karbon
kaynaginin %50’si PHB olusumuna katilir. PHB biyosentezinde baglangi¢
materyali olarak atik maddelerin kullanim1 diisiik maliyetli biyopolimer tiretimi
igin uygun bir strateji olusturdugu gibi sanayi atik sorunlarinin iistesinden

gelmek icin de yardimci olur (Chen, 2010).

Avrupa’daki siit iiriinleri fabrikalarinda PHB {iretimi i¢in laktoz saglayan
fazla miktarda peynir alti suyu mevcuttur. Burada yeni yasal durumla artan
biyoyakit tliretimi, PHB iiretimi i¢in baslangi¢ malzemesi olan gliserolun
devasa miktarlarda olugmasina neden olmustur. Farkli endiistriyel atiklar
mikrobiyal suslarin polimer iiretiminde ihtiya¢ duyduklar1 azot kaynagi olarak
yiiksek potansiyel gosterirler. Kesim ve isleme endiistrisinden gelen et ve
kemik ununun yami siwra ot ve silaj atiklariyla PHB  diretebilen
mikroorganizmalar iiretilerek miikemmel sonuglar elde edilmistir (Chen,

2010).

Diinyanin diger bolgelerinde, seker sanayisinden melas, nisasta, atik
yaglar, metanol gibi alkoller (Bourque ve ark., 1995) ve ozellikle de
lignoseliillozik hammaddeler endiistriyel siire¢ icin uygun miktarlarda

mevcuttur (Chen, 2010).

Yemeklik yag atig1, zeytinyagi ve palmiye yagi iiretiminden elde edilen
atik sular, farkli bitki yaglar1i gibi ¢esitli kaynaklardan atik yaglar elde

edilebilir. Her durumda, dogrudan karbon kaynagi olarak triagilgliserit ya da
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hidrolizasyondan sonra gliserol ve yag asitleri veya transesterifikasyondan

sonra biyodizelden meydana gelen gliserol kullanilmaktadir (Chen, 2010).

Lignoseliilozik ve seliillozik malzemeler (lignin, seliiloz ve hemiseliiloz
lifler) PHB iiretimi icin yliksek miktarda hammadde saglar. Bu atiklarin biiytik
bir kismin1 olusturan sanayi dallar1 agac isleme, kagit ve tarim endiistrileridir.
Bugiinlerde, diinya capinda pek cok iilke lignoseliiloz ve seliiloz atiklarin
biyopolimerlerin  {iretimi i¢in gerekli olan baslangic maddelerine
dontistiiriildiigii rafineri tesislerinin gelistirilmesi i¢in ¢aba gostermektedir

(Chen, 2010).

Brezilya’da var olan bir seker kamis1 fabrikasi pilot 6l¢ekte sakkarozdan
biyoetanol ve kismen PHB elde etmektedir.  Sekil.Il.9 farkli karbon
kaynaklarinin kullanilmasiyla PHB iiretiminde izlenen temel metabolik yollar

gostermektedir (Chen, 2010).

Nisasta Galaktoll‘:::-:?ﬂ___ Laktoz <—u( Peynir Ala e —
\Malt > Gligeraldehit Suyn Biyodizel iiretiminde
E P 3.fosfat meydana gelen s1v1

A haldeki gliserol

Gliserol /7

Ksiloz / Piriivat Trigliserid
» Yag asitleri

'~ Y g %
S psetil-CoA €

Asetoasetil-CoA Atik Yaglar

Lignoseliiloz

\ Arabinoz
2

Hemiseliloz

Frukioz

Asetoasetat

3-Hidroksibutirat 3-Hidroksibutiril-CoA

Sekil.IL.9. Endiistriyel atiklardan elde edilen farkli karbon kaynaklarinin

kullanilmastyla PHB iiretiminde izlenen temel metabolik yollar (Koller ve ark.,

2010)
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Atik yan {iriinler asil bilesenlerinin yan1 sira onlar1 saf ve pahali olan
diger substratlardan daha avantajli hale getiren ek maddeler igerirler. Ornegin,
stit fabrikalarindan elde edilen peynir alti suyu sadece laktoz bakimindan
zengin degil ayn1 zamanda mikrobiyal biiyiime {lizerinde olumlu etkilere sahip
mineral ve protein artiklar1 bakimindan da zengindir. Ayrica, yararh biiylime
bilesenleri olan vitaminlerin ve biotinin melas gibi karbon kaynaklarinda

mevcut oldugu tespit edilmistir (Purushothaman ve ark., 2001)

Diger yandan bdyle kompleks atiklar fermente olamayan bilesenleri ve
hiicresel biliylimeyi hatta PHB {iretimini inhibe eden maddeleri igerebilir
(Solaiman ve ark., 2006). Bu bilesiklerin arasinda fenoller, aldehitler ve farkl
agir metaller bulunmaktadir (Purushothaman ve ark., 2001; Silva ve ark.,
2004). Bazi mikrobiyal tiirler i¢in, biyoyakit {iretiminden elde edilen ham
gliseroldeki metanol kalintilart  bu  substratin ~ kullanimindan  6nce
uzaklastirilmalidir (Braunegg ve ark., 2007). Buna ek olarak atik maddelerin
kullanilmadan o6nce islenmesi sonucunda toksik maddeler ortaya cikabilir.
Ornegin protein atiklarindan serbest kalan amino gruplarryla birlikte
karbonhidratlarin termal sterilizasyon ile indirgenmesi kolayca maillard
reaksiyon triinleri ortaya ¢ikar. Cesitli attk maddelerdeki dimerik ve polimerik
cisimlerin asidik hidrolizi sik sik yan iirlinlerin olusumuna neden olur.

Bu yan {irlinler biyoislemde istenilen hidrolizat1 imkansiz yapar (Chen, 2010).
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BOLUM I1I

CALISMALAR

II1.1. ARASTIRMA ARAC VE GERECLERI
II1.1.1. Arastirma imkanlar:

Tez kapsamindaki deneysel calismalar, Marmara Universitesi,
Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuar1 ve Kimya
Boliimii Biyokimya Laboratuar1 ile Istanbul Universitesi, Istanbul Tip
Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Béliimii Elektron Mikroskobu Unitesinde
yapilmistir.

1.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan NaCl, MgSO,, KCl, Na;C3;HsO(CO5);
Agar, Maya Oziitii, Nisasta, KH,PO,, NH,Cl, FeCl;.6H,O, MgCl,, CaCl,,
NaHCO;, NaBr, NaClO, OsOs, Aseton, Etanol, Kloroform, Siilfiirik asit,
Gluteraldehit, Uranil asetat, Propilen oksit, Epon 812, DDSA, MNA, DMP ve
Poli[(R)-3-hidroksibutirik asid] analitik saflikta olup; Merck, Sigma, Fluka ve

Carlo Erba Reagenti’den temin edilmisgtir.

I11.1.3. Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismalarda kullanilan, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda iireme
kabiliyeti olan 5 adet halofilik arke izolat1 KYT]1 Izolat 1, KYTI Izolat 2, TG4
Izolat 1, TG6 izolat 2, TK1 Izolatl haloarkeal izolat M.U. Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji laboratuar1 kiiltiir koleksiyonundan

elde edilmistir.
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I11.1.4. Kullanilan Besi Yerleri

[11.1.4.1. Brown Besiyeri

Maya Oziitii :5¢g
Ce¢HsNa3;075.5H,0 :3g
MgS04.7H,0 2g

KCl 2g
NaCl :250 g
Distile su : 1000 mL

Besiyerinin pH degeri 7.00 olacak sekilde ayarlanmigtir. Kati Brown
besiyeri hazirlamak ig¢in ortama 20 g/l agar ilave edilmistir. Hazirlanan

¢oOzeltiler otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir.

[11.1.4.2. Minimal Besiyeri

KH,PO, :3.75 mg
NH4CI 2g
FeCl;.6H,O :8.38 mg
NaCl :194 ¢
MgCl, cl6g
MgSO;4 24 ¢
CaCl, lg
KClI :5g
NaHCO; :02¢g
NaBr :05¢g
Distile su : 1000 mL
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Ortama karbon kaynagi olarak % 2’lik (w/v) ¢Ozlinebilir saf nisasta,
% 2’lik (w/v) musir nisastasi, % 1’°lik (w/v) sakkaroz % 1’lik (v/v) peynir alt1
suyu % 1’lik domates artig1 (v/v), % 2’lik elma artig1 (v/v) ve % 2’lik kavun
artigr (v/v) ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri 7.20 olacak sekilde
ayarlanmistir (Lillo ve Valera, 1990). Hazirlanan ¢ozeltiler 121°C’de 15 dakika
otoklavda steril edilmistir (Lillo ve Valera, 1990).

[1.1.5. Kullanilan Cozeltiler
I1.1.5.1. % 0.2’lik Sodyum Hipoklorit Cozeltisi (v/v)

4 mL % 5°lik ticari Sodyum Hipoklorit alinip distile su ile 100 mL’ye

tamamlanmistir (Lillo ve Valera, 1990).

II1.1.5.2. pH 7.4 Fosfat Tamponu (w/v)

Hassas terazide 0,9073 g KH,PO, tartilip distile su ile 100 mL’ye
tamamlanarak A ¢ozeltisi hazirlanmistir. B ¢0Ozeltisini hazirlamak i¢in ise
1,187 g NaHPO, alinarak distile su ile 100 mL’ye tamamlanmstir. Daha sonra
A c¢ozeltisinden 19,7 mL, B ¢ozeltisinden 80,3 mL alinarak balon jojede iyice

kanistirllmistir (Semanza ve ark., 1962)

II1.1.5.3. %2’lik Gluteraldehit Tespit Cozeltisi (v/v)

% 25'lik Gluteraldehitten 2,5 ml alinarak distile su ile 100 mL'ye
tamamlanmistir (Tian ve ark., 2005).

[I1.1.5.4. %1’lik Osmiyum Tetraoksit Tespit Cozeltisi (v/v)

0,1 g OsO4 ampulii kahverengi cam sisenin i¢ine atilarak kirilip iizerine
10 mL distile su ilave edilerek +4 °C’de muhafaza edilmistir (Tian ve ark.,

2005).
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II1.1.5.5. %3,5’1uk Uranil asetat Cozeltisi (v/v)

%5’lik Uranil asetattan 14 mL alinarak distile su ile 20 mL’ye

tamamlanmistir (Tian ve ark., 2005).

II1.1.5.6. %2’lik Asetik asit ¢ozeltisi (v/v)

Saf Asetik asitten 2 mL alinarak distile su ile 100 mL’ye

tamamlanmistir (Dussault, 1955).

I1.1.5.7. %70 ve %90’lik Etanol Cdzeltisi (v/v)

%70’lik etanol ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 70 mL etanol alinip distile su
ile 100 mL’ye, %90’lik etanol ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 90 mL etanol alinip
distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir (Tian ve ark., 2005).

I11.1.5.8. Gomme Materyali Saf Epon Cozeltisi(v/v)

50 mL saf epon ¢ozeltisi hazirlamak icin 22,75 mL Epon 812, 15,5 mL
DDSA, 11,75 mL MNA ve 1,0 mL DMP cam bir kapta iyice karigtirilmigtir
(http://www.ou.edu/research/electron/bmz5364/embedding-media.html).

I1.1.5.9. (1:1) ve (1:3) Olgiilerinde Propilen oksit-Epon Cozeltileri
(V/v)

(1:1) oraninda karigtm hazirlamak i¢in 2 mL Propilen oksit alinarak
tizerine 2 mL saf Epon, (1:3) oraninda karisim hazirlamak icin ise 1 mL
Propilen oksit alinarak Ttzerine 3 mL saf Epon ¢ozeltisi ilave
edilerek cam spatiil yardimiyla lyice karigtirtlmigtir

(http://www.ou.edu/research/electron/bmz5364/embedding-media.html).
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II1.1.6. Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi SARTORIUS ANALITIK TERAZI =+
0,0001 g HASSASIYETLI DIJITAL

Manyetik Karistirict IKAMAG® RH

Otoklav HMC HIRAYAMA

Santrifiij SIGMA LABORATORY CENTIFUGES
3K30

Etiiv NUVE INCUBATOR EN 055

Calkalayic1 Etiiv SARTORIUS ANALITIK TERAZI =+
0,0001 G HASSASIYETLI

Su Banyosu CLIFTON DIGITAL SHAKER BATH,
0-100 °C

Buzdolab1 ARCELIK

UV Spektrofotometre Cihazi SHIMADZU UV-VISIBILE
SPECTROPHOTOMETER UV-1601 5

Transmission Elektron Mikroskobu JEOL JEM-1011 ELECTRON
MICROSCOPE

Mikrotom REICHERT OMU3 MICROTOME

II1.2. DENEYSEL YONTEMLER
I11.2.1. Halofilik Arke izolatlarinin Kiiltiirii

Halofilik Arke izolatlarinin {iretilmesi i¢in hazirlanan Brown
besiyerinin pH’s1 7.2’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121 °C’ de 15 dakika
steril edilmistir (Lillo ve Valera, 1990). KYTI izolat 1, KYT1 izolat 2, TG4
Izolat 1, TG6 Izolat2, TK1 izolat 1 steril Brown besiyerine ekilerek 37 °C’de
120 rpm’de yaklasik 10 giin boyunca calkalanmiglardir (Lillo ve Valera, 1990).
10 giinliik inkiibasyon sonrasinda PHB iiretimini saglamak i¢in hiicreler %2 lik
¢oziinebilir saf nisasta iceren minimal besiyerine transfer edilerek ¢alkalayici
etiivde 37°C de kiiltiir edilmistir (Lillo ve Valera, 1990). Hiicreler durma
fazinin baginda, 8000 g de 10 dakika santrifiij edilerek besiyerinden ayrilmistir
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(Lillo ve Valera, 1990). Santrifiij ile ayrilan pelet 40°C de 1 giin kurutularak

hiicrelerin kuru agirliklari 6l¢iilmiistiir (Lillo ve Valera, 1990).

[11.2.2. Alternatif Karbon Kaynaklari Kullanarak PHB iiretimi

Brown besiyerinde iiretilen Arke hiicreleri, diisiik maliyetli karbon
kaynaklar1 kullanilarak PHB molekiillerinin tiretimini aragtirmak amaciyla; %
2 musir nisastast (w/v), % 1 sakkaroz (w/v), % 1 peynir alt1 suyu (v/v), % 2
kavun artig1 (w/v), % 2 elma artigt (w/v) ve %1 domates artigi (w/v)
kullanilarak hazirlanan ve pH’st 7.2 (Lillo ve Valera, 1990) olacak sekilde
ayarlanmis minimal besiyerlerine ayr1 ayr1 ekilmistir. Hiicreler calkalayici
etivde 37°C de 10 giin inkiibasyona birakildiktan sonra durma fazinin basinda,
8000 g de 10 dakika santrifiij edilerek besiyerinden ayrilmistir (Lillo ve Valera,
1990). Santrifiij ile ayrilan pelet 40°C de 1 giin kurutularak hiicrelerin kuru
agirliklar dlgiilmiistiir (Lillo ve Valera, 1990).

111.2.3. PHB Graniillerinin Izolasyonu ve Saflastirilmasi

Hiicreleri patlatmak i¢in peletlerin iizerine 10 mL %0.2’lik sodyum
hipoklorit konularak su banyosunda 37°C de 1 saat bekletilmistir (Lillo ve
Valera, 1990). Siispansiyon, santrifiij tiiplerine esit miktarlarda konulduktan
sonra 8000 g de 10 dakika santrifiij edilmistir (Lillo ve Valera, 1990).
S1vi kisim atilarak elde edilen pelet 6nce distile su, sonrasinda aseton ve etanol
ile yikanmustir (Law ve Slepecky, 1960). Yikama isleminin ardindan peletlerin
tizerine 5 mL saf kloroform eklenerek 1 gece oda sicakliginda bekletilmistir

(Law ve Slepecky, 1960).
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I11.2.4. PHB’nin Kantitif Tayini

Kloroform buharlastiktan sonra, her bir peletten 60pg 6rnek alinarak
deney tiiplerine konulmustur. Orneklere 10 mL konsantre H,SO, eklendikten
sonra 100°C’lik su banyosunda 10 dakika kaynatilmistir (Law ve Slepecky,
1960). Acgiga c¢ikan krotonik asidin 235 nm de absorbansi Shimadzu marka
spektrofotometre ile dl¢lilmiistiir (Law ve Slepecky, 1960).

Orneklerin igerdigi PHB miktarim hesaplamak igin, analitik saflikta
olan Poli[(R)-3-hidroksibutirik asid] kullanilarak 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40,
45, ve 50 ug/mL konsantrasyonlarda PHB standart soliisyonlart hazirlanmigtir
(Law ve Slepecky, 1960). Hazirlanan standartlarin 235 nm deki absorbanslari
Shimadzu marka spektrofotometre kullanilarak Olclilmiistiir. Elde edilen
absorbans verileriyle PHB standart egrisi ¢izilerek suslarin irettigi PHB

miktarlart hesaplanmistir (Law ve Slepecky, 1960).

I11.2.5. PHB Graniillerinin Elektron Mikroskobu ile Saptanmasi
11.2.5.1. Halofilik Arke Hiicrelerinin Tespiti

PHB graniillerini goriintiillemek icin en ¢ok PHB molekiilii iireten
KYT]1 izolat 1 minimal besiyerine ekilerek 37°C’de etiivde inkiibe edilmistir.
Hiicreler durma fazinin basinda 8000g’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Olusan hiicre peletinin lizerine % 2’lik gluteraldehit tespit soliisyonu konularak
+4°C de 1 giin bekletilmigtir.  Tespit edilen hiicreler pH 7,4’liikk fosfat
tamponuyla yikandiktan sonra %1°lik osmiyum tetraoksit tespit ¢ozeltisi iginde
+4°C de 2 saat bekletilerek ikinci fiksasyon gergeklestirilmistir. Pelet fosfat
tamponuyla yikandiktan sonra % 3,5’luk uranil asetat ¢ozeltisinde 30 dakika
+4°C de bekletilmistir (Tian ve ark.,2005). Ortamdaki tuzlarin uzaklastirilmasi
icin hiicreler % 2’lik asetik asit ile 5 dakika +4°C de yikanmistir (Dussault,
1955).
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I11.2.5.2. Halofilik Arke Hiicrelerinin Dehidratasyonu

%?2’lik asetik asitte 5 dakika bekleyen pelet fosfat tamponuyla
yikandiktan sonra dehidratasyon islemi i¢in % 70’lik etanolde 1 gece +4°C de
bekletilmistir. Ertesi giin pelet sirayla % 90, % 100, % 100 etanol ve % 100
propilen, % 100 propilen serilerinde 10 dakika bekletilmistir (Tian ve ark.,
2005).

111.2.5.3. Infiltrasyon Islemi

Infiltrasyon islemi i¢in pelet sirasiyla 1:1 oranindaki propilen oksit-
epon karigimi icinde 45 dakika, 1:3 oranindaki propilen oksit-epon karigimi

icinde 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir (Tian ve ark., 2005).

111.2.5.4. Gomme Islemi

Hiicre peletlerinin gdmme islemi yapilmadan 6nce saf eponda 1 saat
oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra gomme kapsiilleri hava kabarcigi
olusmayacak sekilde saf epon ile doldurulmustur. Ornekler igne yardimiyla
kapsiillerin igine Sekil.Ill.1 de goriildiigii gibi yerlestirilmistir. Kapsiillere
gomiilmiis hiicre Ornekleri 37°C de 18 saat bekletilerek polimerizasyon

gergeklestirilmistir (Tian ve ark.,2005).
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Sekil.IIl.1. Kapsiillere Gomiilmiis Hiicre Ornekleri

I11.2.5.5. Kesim Islemi

Minimal besiyerine ekilen Arke hiicrelerinde PHB graniillerini tespit
etmek igin Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji
ABD Elektron Mikroskop Unitesi’nde Reichert OMU3 Marka mikrotomla
alinan ince kesitler, Jeol Jem-1011 marka transmission elektron mikroskobu
(TEM) kullanilarak en fazla PHB fiireten KYTI izolat 1’e ait hiicrelerin
mikrografisi ¢ekilmistir (Tian ve ark.,2005; Lee, 1996).
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BOLUM IV

SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda Kayacik Tuzlasi, Tuz GoOli ve Tuzkdy Tuz
Madenlerinden elde edilen halofilik arke izolatlarinin PHB iiretim kapasiteleri
arastiritlmig ve alternatif karbon kaynaklar1 kullanilarak bu izolatlar tarafindan
iretilen PHB miktarlar1 tayin edilmistir. Bu amac¢ dogrultusunda 5 adet
Haloarke izolatt 6nce Brown besiyerinde iiretilmistir. Daha sonra ise PHB
tiretimini tespit etmek i¢in hiicrelerin alternatif karbon kaynaklar1 kullanilarak
hazirlanan minimal besiyerlerine ekimi yapilmistir. Orneklerin icerdigi PHB
miktarlar1 saptandiktan sonra en ¢ok PHB iireten izolatin transmission elektron

mikroskobu (TEM) ile mikrografisi ¢ekilmistir.

IV.l. HALOFILIK ARKE SUSLARININ PHB URETIM
MIKTARLARI

PHB iiretiminin gergeklesmesi i¢in minimal besiyerlerinde iiretilen arke
izolatlarinin hiicre kuru agirliklar1 Tablo IV.4’de goriildiigii gibi ol¢lilmiistiir.
PHB Standart Egrisi (Sekil.IV.1) kullanilarak hesaplanan PHB miktarlar1 ve
ylzde verim oranlar1 Tablo.IV.1 de, arke izolatlarinin farkli besiyerlerindeki
PHB iiretim yiizdeleri ise Sekil.IV.2 de gosterilmektedir. Elde edilen verilerde
de goriildiigii gibi halofilik arke izolatlarinin PHB {iretim yiizdeleri 1,97 -53,14
arasinda degismektedir. Farkli karbon kaynaklari igeren besiyerlerinde en
yiiksek PHB verimi sirastyla; % 1 sakkarozlu besiyerinde TG4 Izolat 1 % 4,11
oraninda, % 1 peynir alti suyu igeren besiyerinde TK1 izolat 1 % 47,69
oraninda, % 2 kavun art1f1 iceren beriyerinde TG4 Izolat 1 % 21,19 oraninda,
% 2 elma artig1 iceren besiyerinde TK1 Izolat 1 % 15,25 oraminda, % 2

domates artig1 iceren besiyerinde % 31,17 oraninda oldugu saptanmistir. % 2
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misir  nisastali  besiyerinde inkiibe edilen KYTI1 Izolat 1’in ise

% 53,141tk verimle en fazla PHB biriktiren izolat oldugu tespit edilmistir.

0,9
0,8 -

y = 0,0141x + 0,0677

R? = 0,9972
0,7 //
0,6

0,5 —e—Seri 1

0,4 - ——Dogrusal (Seri 1)
0,3 -
0,2
0,1

¢ (ug/mL)

Sekil.IV.1. PHB Standardinin Absorbans-Konsantrasyon Grafigi
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Tablo IV.1: Orneklerdeki PHB Miktarlari ve Yiizde Verim Oranlari

. Hiicre Kuru PHB
Arke Izolat1 Besiyeri .« o Miktar Verim (%)
Agirhg (g/L)
(g/L)

%2 MN (1) 0,1957 0,104 53,14

%1 S () 2,5665 0,048 1,87
KYT1 izolat 1 | %1 PAS (°) 0,3915 0,077 19,66
%2 KA (%) 0,555 0,146 26,30

%2 EA() 4,54 0,481 10,58

%2 DA(®) 2,523 0231 9,39
%2 MN 0,174 0,075 43,10
%1 S 2,2185 0,055 2,479

KYT1 izolat 2 | %] PAS 0,4568 0,091 19,92
%2 KA 0,3711 0,039 10,50

%2 EA 2,55 0,077 3,02

%2 DA 3,858 0,464 12,03
%2 MN 0,326 0,134 41,10

%1 S 2,5491 0,105 4,11

. %1 PAS 0,435 0,104 23,90
TG4 Tzolat 1o 5 0634 0.134 21,19
%2 EA 1,918 0,206 10,74

%2 DA 3,758 0,297 7,91

%2 MN 0,435 0,180 41,38

%1 S 3,436 0,112 3,26

%1 PAS 0,4785 0,179 37,40

TG6 izolat 2 | %2 KA 0,4576 0,079 17,26
%2 EA 3,7627 0,296 7,85

%2 DA 2,436 0,348 14,28

%2 MN 0,217 0,09 41,47

%1 S 3,59 0,071 1,97

- %1 PAS 0,412 0,197 47,69
TKITzolat1 o5 a 0,593 0,068 11,46
%2 EA 3,266 0,494 15,25

%2 DA 2,797 0,872 31,17

(") %2 Misir Nisastal Besiyeri
(*) %1 Sakkarozlu Besiyeri

(*) %1 Peynir Alt1 Sulu Besiyeri

(*) %2 Kavun Artikli Besiyeri
(°) %2 Elma Artikli Besiyeri

(®) %2 Domates Artikl Besiyeri
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WKy T1izolat 1
O Ky T11zolat 2
O TG4 izolat 1
O TGE izolat 2
W T izolat 1

% Verim

%HIMN %15 %1PAS %IKA %WIEA %2DA

Besiyerleri

Sekil.IV.2. Halofilik arke izolatlarinin alternatif besiyerlerindeki PHB

uretim oranlari

Sekil.IV.3. de ise her bir izolatin farkli besiyerindeki verimi

karsilastirmali olarak gosterilmistir.

G0
50 {1 -~
i @ %2 MN
= 40 4 - = — |
-E B%1 S
it 30 a OD%1 PAS
= 20 4 | | O%2 KA
- m %2 EA
hl | @ %2 DA
o4 | b |
LN 1 LY % LN
O\I'?;-" \Q-"' 6@-" 0\'3-\ &'a'-‘
¥ ¥ R b “F
A B oy A,
¢ < 9
¥ A “

Sekil.I'V.3. Halofilik arke suslarinin besiyeri karsilastirmali PHB verimleri
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IV.2. PHB GRANULLERININ TEM MiKROGRAFLARI

% 53,14 verimle en fazla PHB biriktirdigi kantitif olarak saptanan

KTY1 izolat 1’in TEM mikrograflar1 asagidaki gibi goriintiilenmistir.

£

Sekil.IV.4. KYT]1 Izolat 1’e ait hiicrelerindeki PHB graniillerinin TEM

ile ¢ekilen mikrograflari
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IV.3. TARTISMA

PHB pek cok canli organizma tarafindan sentezlenir. Yiiksek oranda
iiretim yapan esas Uretici adaylar1 ise bitkiler ve bakterilerdir. Bitkilerde
yiiksek seviyedeki (kuru agirligin %10-40’1) polimer miktari, bitkinin geligimi
ve bliyiimesi iizerinde negatif etkiye sahiptir. Giliniimiizde hala bu problem
¢Oziilememistir (Bohmert ve ark., 2002, Verlinden ve ark., 2007). Bakterilerde
ise tersine, hiicre kuru agirhiginin %90°n1 kadar yiliksek oranda PHB iiretilir

(Verlinden ve ark., 2007).

Bakterilerde PHB birikimi besinsel kaynaklar dengesiz oldugunda,
karbon ve enerji depolamak i¢in izlenilen dogal bir yoldur. Bakteriyel biiylime
azot, fosfor ya da oksijen azalmasiyla sinirlantyorsa ve ortamda fazla miktarda
karbon kaynagi bulunuyorsa bu polimeri biriktirilirler (Verlinden ve ark.,
2007). Maksimum PHB sentezi igin, Asetoasetil-CoA rediiktaz aktivitesini
etkileyen NADPH ve/veya NADPH/NADP oranlarinin en kritik faktorler
oldugu rekombinant E.coli suslarinda yapilan c¢aligmalar sonrasinda ortaya
cikmigtir (Lee ve ark., 1996). Endiistriyel PHB iiretiminde en ¢ok kullanilan
Alcaligenes europhus mutant susu minimal besiyerinde gelistirilmesiyle
% 80 (Holmes, 1985), Azotobacter vinelandii UWD mutant susunundan ise
%75 (Page ve Knosp, 1989) verim elde edilmistir. Bu iki mutant susu KYT]1
izolat 1 ile karsilagtirdigimizda elde ettigimiz PHB miktarinin % 22-27 daha az
oldugu goriilmektedir. Brandl ve arkadaglart (1998) yaptiklari c¢alismada
Pseudomonas oleovorans bakterisinin hiicre kuru agirliginin %49°u kadar PHB
direttigini tespit etmistir (Ediz ve Beyatli, 2005). Yapilan diger arastirmalarda
ise baz1 Bacillus tiirlerinin hiicre i¢inde %50’den fazla polimer biriktirdigi
bildirilmektedir (Chen ve ark., 1991; Ediz ve Beyatli, 2005). Pseudomonas
oleovorans ve Bacillus tirlerinin PHB iiretim oranlar1 ise KYT1 izolat 1 ile
hemen hemen aynidir. Maksimum PHB {iretimi i¢in olusturulan rekombinant
E.coli suslarinin minimal besiyerinde fermantasyonu sonunda %90 oraninda
PHB {iretilmistir (Kim ve ark., 1992; Lee ve ark., 1994; Lee, 1996). KYTI1

Izolat 1’in PHB verimi rekombinant E.coli susundan ise %37 daha diisiiktiir.
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Bu tez c¢alismasinda kullanilan halofilik Arke izolatlarindan KYT1
Izolat 1 ve KYT1 Izolat 2, Kayacik Tuzlasi’'ndan, TG4 Izolat 1 ve TG6 izolat 2
Tuz Golii’nden, TK1 izolat 1 Tuzkdy Tuz Madeninden izole edilmistir.
Kullanilan halofilik arke suslarindan en yiiksek verimi KYT1 izolat 1
gostermistir. KYT1 izolat 1 musir nisastali besiyerinde %53,14 oraninda PHB
biriktirmistir. Lillo ve Valera (1990) Haloferax mediterranei tiiriiyle yapmis
oldugu calismada % 60 oraninda PHB verimi elde etmistir. Diger bir
aragtirmada ise Misir’in Aswan kenti yakinlarindaki asir1 tuzlu topraklardan
izole edilen halofilik arke olan Izolat 40’in asir1 karbon kaynagi bulunan
besiyerinde % 53 oraninda PHB biriktirdigi bulunmustur (Hezayen ve ark.,
2000). Bu oranlar KYT1 izolat 1’in {irettigi PHB miktariyla hemen hemen

aynidir.

PHB iiretiminde maliyeti etkileyen en 6nemli faktor kullanilan karbon
kaynagidir. Bu amagla yaptigimiz ¢alismada musir nisastasi, sakkaroz, peynir
alti suyu, kavun artii, elma artift ve domates artig1 gibi diisiik maliyetli
karbon kaynaklar1 kullanilmistir. Huang ve arkadaslari (2006) besiyerinde
karbon kaynagi olarak piring kepegi ve musir nisastasit karisimi kullanarak
Haloferax mediterraneii (ATCC 33500) hiicrelerinden % 55,6 oraninda PHB

liretmistir.

Yaptigimiz ¢alismada en fazla verim KYT1 Izolat 1°den elde edilmistir.
Kantitatif olarak iirettigi PHB miktar1 tayin edilen KYT1 izolat 1’in PHB
iiretimi yapilan transmission elektron mikroskobu incelemeleriyle teyit edilmis

ve PHB graniilleri Sekil.IV.4 deki gibi goriilmiistiir.
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BOLUM V

SON DEGERLENDIRMELER VE ONERILER

Halofilik arkelerde PHB biriktirilmesiyle ilgili ¢alismalar ilk kez 1985
yilinda Valera (Castillo ve ark., 1985) tarafindan yapilmistir, arastirmaci
Haloferax mediterranei iizerinde yaptigr calismada sinirli miktarda fosfat
bulunan besiyerinde inkiibe edilen hiicrelerin daha fazla miktarda PHB

biriktirdigini gostermistir.

Halofilik arkeler PHB’nin ticari iiretiminde heniiz kullanilmiyor olsalar
da, Alcaligenes europhus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas ve Bacillus
tirleri gibi organizmalarda olmayan bazi avantajlart vardir (Oren, 2002).
Birincisi, haloarke asir1 tuzlu ortamda optimal biiyiime gosteren ekstrem bir
arke grubu oldugundan hiicre biliylimesi ve PHB birikimi ic¢in tuz
konsantrasyonu %22’nin (w/v) lstlinde olmasi gerekmektedir (Han ve ark.,
2007; Quillaguaman ve ark., 2009). Boyle yiiksek tuz konsantrasyonunda
halofilik olmayan mikroorganizmalarin biiyiimesi engellenir ve dolayistyla kati
steril kosullar olmadan mikrobiyal kontaminasyon riskinin, fermantasyon ve
besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan ekipmanlarin sterilizasyonu i¢in gerekli
enerjinin azaltilmasi saglanir. Ayrica organizmanin genomik kararliliginin
yiiksek olmas1 ve kontaminasyon riskinin azalmasi énemli bir kazangtir (Oren,
2002). Bu da PHB firetim maliyetini 6nemli derecede etkiler. Yine de islem
maliyetini azaltmak, ekolojik sakincalari en aza indirmek ve fermantasyon
sonrasindaki atiklar1 bertaraf etmek i¢in besiyerindeki tuzlar konsantre edilmeli
ve geri doniistliriilmelidir (Quillaguaman ve ark., 2009). Diger yandan tuz
genis Olcekli fermentdrlerde kullanilan paslanmaz ¢elige zarar verebilir. Bu
durum laboratuar ortaminda polietereter keton, cam ve silisyum nitrat
seramiklerinden yapilan biyoreaktorlerin kullanimiyla engellenmistir (Hezayen
ve ark., 2000). Bacillus tiirlerinin melas gibi ucuz karbon kaynaklarinda hizl

bir sekilde gelismesine ragmen, hiicre duvarlarinin kalin olmasi nedeniyle
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yuksek sicaklik ve osmatik basinca dayanmikliligt PHB ekstraksiyon islemini
zorlagtirmaktadir (Ediz ve Beyatli, 2005). Haloarke suslar1 ise distile suda
kolayca patladiklar1 i¢in polimerin iiretim siireci boyunca saflagtirilmasi daha
basittir.  Organik c¢oziiciilerin yliksek miktarda kullanimina gerek yoktur.
Hiicrelerin suyla temas etmesi hipoosmatik soka neden olur bu da polimerin
kolayca saflastirilmasina yardim ederek %40 oraninda izolasyon ve saflastirma
maliyetlerinin diismesini saglar. (Choi ve Lee, 1999; Han ve ark., 2007,
Ventosa ve Nieto, 1995). Haloferax mediterraneii susunun peynir alti suyu
gibi ucuz karbon kaynagi kullanilmasiyla iiretilen 1 kg P(3HB-co3-HV)
kopolimerinin maliyeti 2.82 € olarak hesaplanmistir (Koller ve ark., 2007b).
Haloferax mediterraneii susuyla lretilen polimerin maliyeti, rekombinant
E.coli susuyla iiretilenden (4.0 €) oldukca diisiiktiir (Reddy ve ark., 2003;
Koller ve ark., 2007b). Halofilik arkelerin metabolik 6zelliklerinin daha iyi
anlasilmasina dayanan iiretim stratejileri mevcut siirecin daha da ilerlemesine
neden olabilir (Quillaguaman ve ark., 2009). Diger 6nemli avantaji ise PHB
sentezinde nisasta gibi bazi ucuz karbon kaynaklart kullanilarak {iretim

maliyetinin diigtiriilebilmesidir.
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