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OZET

Biyoteknolojik proseslerde kullanilan bakterilerin, iireme hizlar1 ve iiretilen biyokiitle
miktarlari, prosesin maliyeti ve uygulanabilirligi acgisindan Onem tasimaktadir. Buna
dayanarak, calismanin ilk boliimiinde, farkli ortam sartlarinda Bacillus thuringiensis RSKK
381 susunun, iireme hizlan ve iiretilen biyokiitle miktarlar arastirlmigtir. Calismanin ikinci
boliimiinde de, cevre sorunlarinin ¢oziimiine yonelik konularda 6nemli yeri olan polipropilen
ve polietilene benzerligi sebebiyle dikkat ¢eken poli-B-hidroksibiitirat (PHB) iretimine yonelik
calismalar yapilmistir. Bu amacla, B. thuringiensis RSKK 381 ile yiiksek PHB iiretiminin
optimizasyonu ve starter sus taramasinda izolasyon yapilan alanlardan tarimsal bdolgelerin
Onemi arastirilmistir. Optimizasyon calismalarinda bakterinin iiretimi ve PHB birikim icin pH
(3-5-7-11), inkiibasyon siiresi (1-2-3-giin), sicaklik (30-37°C) ve karigtirma hizi etkisi
(karistirmasi1z-350 rpm-650 rpm) incelenmistir. Ayrica PHB birikimi arttirmaya yonelik olarak
sentetik ve dogal olan farkli azot-karbon kaynaklarinin ve metal iyonlarinin etkisi
aragtirllmistir. Bakteriyel biiyiime i¢in optimum pH 7, sicaklik 30°C, siire 48 saat ve karistirma
hizi 650 rpm olarak tespit edilmistir. Bu sartlarda farkli karbon kaynaklarinda en yiiksek
biyokiitlenin kontrol grubunda (0,685 g/l KHA), en hizli biiyiimenin gliserolde (0,854 h™) ve
en yiiksek PHB veriminin mannozda (%29,73 g PHB /g KHA) oldugu goriilmiistiir. Farkli azot
kaynaklarinda en yiiksek biyokiitle kontrol grubunda (0,685 g/l KHA), en hizli biiyiime
amonyum siilfatta (0,659 h™') ve en yiiksek PHB verimi amonyum nitratta (%27,3 g/KHA)
bulunmustur. C/N oran1 acisindan incelendiginde en yiiksek biokiitle C/N=0,5’te iken en
yiiksek PHB verimi C/N=1,5"ta elde edilmistir. Mikrobiyal biiyiimeye (0,787 g/l KHA) ve
PHB verimine (%28,33 g PHB/g KHA) en etkili metal iyonu nikel olarak tespit edilmis ancak
en hizli biiyiime bor ortaminda (0,863 h™') gozlenmistir. Magnezyum ise biyokiitle ve PHB
verimi agisindan minimum etki gostermistir. Dogal besiortami olarak topragi kullanan bu
bakterinin tarimsal alanlardaki uygulamalara yonelik gosterdigi tepkiyi test etmek amaciyla
biyokiitle, tireme hizi ve PHB verimi acisindan 3 farkli giibre kullanilmistir. Kullanilan
giibrelerle hazirlanan besiortamlarinda bakterinin en yiiksek biyokiitle ve PHB verimi
biyogiibrede (organik giibre, 0,240 g/l KHA, %43,3 ¢ PHB/g KHA) tespit edilmistir. Buna
gore PHB iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan Bacillus sp. tiirleri i¢inden starter sus
seciminde izolasyon ortami olarak biyogiibre uygulamali tarimsal alanlarin uygun oldugu
goriilmiistiir.

Bilim Kodu : 912.1.037
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Ureme hizi, Optimizasyon, Giibre

Sayfa Adedi : 129
Danigman : Dog. Dr. Ayse TOSUN
Ikinci Damisman  : Dog. Dr. Hikmet (TURK) KATIRCIOGLU



INVESTIGATION OF GROWTH AND BIOPLASTIC (PHB) PRODUCTION IN
DIFFERENT CONDITIONS BY Bacillus thuringiensis RSKK 381

(M. Sc. Thesis)

Ece DUT

GAZI UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
April 2015

ABSTRACT

For the bacteria used in biotechnological processes; growth rates and biomass are important in
terms of cost and applicability. Based on this, in the first part of the study, in different
environment conditions growth rates and biomass production amount of Bacillus thuringiensis
RSKK 381 strains were investigated. In the second part of the study, poly-B-hydroxybutirat
(PHB), which is an important issues for the solution of environmental problems and attention
because of the similarity of polyethylene and polypropylene, have been studied for production.
Intended things were optimization of high PHB production by B. thurigiensis RSKK 381 and
examine the importance of the agricultural regions in the areas of insulation starter strains scan.
For optimization studies producing bacteria and PHB accumulation, pH (3-5-7-11); incubation
time (1-2-3-day); temperature (30-37°C) and the effect of effect of mixing speed (stabile-350
rpm-650 rpm) were investigated. Moreover, the effect of synthetic and naturally different
nitrogen-carbon sources and metal ions were investigated to increase PHB accumulation. For
bacterial growth optimum pH 7, temperature 30° C, 48 hours and 650 rpm mixing speed were
determined. In different carbon sources in these conditions the highest biomass was found in
the control group (0,685 g/l DCW), the fastest growth was found in glycerol (0,854 h™") and the
highest yield of PHB was found in mannose (%29,73 g PHB/g DCW). The highest biomass of
different nitrogen sources was found in still control group (0,685 g/l DCW), the most rapid
growth of ammonium sulfate (0,659 h™) and the highest PHB yield of ammonium nitrate
(%27,3 g PHB/g DCW) were found. About C/N rations; the highest biomass was found while
C/N =0,5 but the highest yield of PHB was found while C/N =1,5. Microbial growth (0,787 g/
DCW) and PHB yield (%28,33 g PHB / g DCW) have been identified as most effective metal
ion nickel but the most rapid growth in the media of 5 ppm boron (0,863 h™') was observed.
Magnesium has a minimal impact in terms of the efficiency of biomass and PHB. To test the
response of these soil bacteria, which use this as my natural medium of, for applications in the
agricultural field three different fertilizer were used for biomass, growth rate and PHB
production. The highest biomass and PHB yield were found when biofertilizers was used
(organic fertilizer, 0,240 g/l DCW, %43,3 ¢ PHB/g DCW). Accordingly, for starter strain
selection of PHB-producer Bacillus sp. as the isolation medium bio applied to the agricultural
sector was found to be suitable.

Science Code : 912.1.037

Key Words : Bioplastic, Poly-B-hydroxybutirat, PHB, Bacillus thuringiensis, Growth
rate, Optimization, Fertilizer
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1. GIRIS

Sanayi devrimi ile baslayan endiistrideki ilerlemeler, tiirlii kullanim alanlar1 olan sayisiz
organik kirleticinin giinliikk hayatimiza girmesine sebeptir. Bu organik bilesiklerden olan
plastik atiklar giiniimiiz i¢in 6nemli sorunlardandir. Diinya’da 1950’11 yillarda yillik plastik
madde kullanimi 5-6 milyon ton civarindayken 2009’da yillik kullanim 110 milyon tona
kadar ulasmistir. Her yil cevreye birakilan 3,5 milyon ton kadar plastik torbanin
parcalanarak dogada ayrismast icin uzun yillar gerekmektedir. Ozellikle gelismis iilkelerde
her sene milyonlarca ton plastik maddenin cevreye atilmasi c¢evre kirliligini
hizlandirmaktadir. Ornegin Amerika’da ¢evreye atilan plastik madde miktar1 yilda yaklagik
33,6 milyon ton kadardir. Diinya genelinde biriken plastik miktar1 yillik 25 milyon ton

civarindadir [1-4].

Her alanda karsilastigimiz petrol tiirevli plastiklerin, cam, metal, kauguk, aga¢, inorganik
maddeler gibi malzemelerin yerine ya da birlikte kullanilarak degerli bir materyal haline
gelmistir. Bunun kaniti olarak Diinya plastik sektoriinde 60 milyon kisiye istthdam
saglanmas1 ve yilda ortalama 700 milyar Avro katma deger yaratilmasi gosterilebilir.
Diinyada 1950’1i yillarda yillik plastik madde kullanimi 5-6 milyon ton civarindayken
2009°da yillik kullanim 110 milyon tona kadar ulagmistir [4, 5].

Plastige dayali ara¢ gereclerin kullanimi otomotiv sanayisinde, elektrikli ev aletlerinde,
mutfak esyalarinda, park/bahge alanlarinda, insaat sanayisinde, gida ambalajlarinda,
kozmetikte, temizlik malzemelerinde, tarimda, tekstilde, konfeksiyonda ve saglik alaninda
gibi bir¢ok alanda karsilagilmaktadir. Fakat bu malzemenin avantajlar kadar dezavantajlar
da bulunmaktadir. Avantajlar1 arasinda hafiflik, dayaniklilik, yalitkanlik, hijyen, esneklik
ve mukavemet, tokluk, kolay sekillendirilebilme, oOzelliklerin degistirilebilmesi, diisiik
maliyet, tasariminin kolayligt ve atmosferik kosullara dayamim gibi 0Ozellikler
sayilabilirken dezavantajlarinin basinda ¢ogunun kullanimindan sonra islevselligini
kaybederek atik o6zelligi kazanmasi, dogada uzun siire parcalanamadan kalarak toksik
madde birikimine neden olmalar1 sayilabilir. Bu nedenle 6zellikle dogadan toplanmasi zor
ya da geri kazanilmasi miimkiin olmayan plastikler icin alternatif ¢oziimler aragtirilmistir

[3,4, 6-8].



Cevre sorunlariin ¢oziimiine yonelik yapilan calismalar i¢cinde biyoplastikler 6nemli bir
yer tutmaktadir. Mikroorganizmalarin stres altinda enerji ve karbon kaynagi olarak
depoladiklari lipid graniillerinin plastige benzer 6zellikte olmasi ve bunun yaninda bu depo
maddesinin dogada mikroorganizmalarca parcalanabilmesi mikroorganizmalarla plastik
eldesini bir sektor haline getirmistir. Polihidroksialakanat (PHA) biyobozunur olmasi
nedeniyle ilgi cekici polimer haline gelmistir. PHA’lar yani mikrobiyal plastikler, 3 tiyeli
biyobozunur plastikler sinifinin %100 biyobozunan tek iiyesidir. Cok farkli tiirleri
olmasina ragmen PHA’larin enyaygin ve en bilinen ¢esidi PHB (poli-B-hidroksibiitirat)tir.
PHB petroplasiklerden en sik kullanilan polipropilene ve polietilene benzerligi sebebiyle
dikkat ceken bir alternatiftir. PHB; bozuma 6zelligi ve bu 6zelliginin katki maddeleri ile
ayarlanabilisi, sik kullanilan petrol tiirevli plastiklere benzerligi, toksik olmayisi ancak
maliyetli iiretimi sebebiyle bu calismaya konu olmustur [6, 9]. Cupriavidus necator,
Bacillus  sp., Alcaligenes sp., Pseudomonas sp., Aeromonas  hydrophila,
Rhodopseudomonas palustris, Escherichia coli, Burkholderia sacchari ve Halomonas
boliviensis PHB iireten baslica bakteri suslarindandir [10]. Bacillus sp. bu ¢alisma icin

uygun bulunmustur.

Calismada PHB iiretimi i¢in kullanilan bakteri Bacillus thuringiensis’tir. Bu tiiriin, diger
Bacillus tiirlerinden (B. subtilis, B. megaterium vb.) farkli olarak primer metabolit olan
PHB iiretimi agisindan yeterince arastirilmadigl goriilmiistiir. B. thuringiensis, primer ve
sekonder iiriinleri acisindan zengin, toprak florasindan kolaylikla izole edilebilen ve kolay
retilebilir, endiistriyel Olcekte iirlin eldesinde tercih edilebilecek bir tiirdiir. B.
thuringiernsis giinimiizde sekonder metaboliti olan B-kristalin proteini (Bt toksini)

nedeniyle biyoinsektisit olarak sikca kullanilmakta ve endiistriyel 6l¢ekte iiretilmektedir.

Bu calismanin amaci hem primer hem de sekonder metabolit iiriin elde edebilecegimiz B.
thurigiensis ile yiikksek PHB iiretimini saglayan sartlarin optimizasyonu, iiretimle dogrudan
ilintili olan bakteri biyokiitlesinin arttirilmasi, ekonomik iiretim i¢in Onemli
parametrelerden olan gecikme siiresi ve spesifik hizin incelenmesi ve starter sus
taramasinda izolasyon yapilan alanlardan tarimsal bolgelerin 6neminin incelenmesidir.
Yapilan calismay farklilagtiran unsur ekonomik substrat olarak cesitli giibrelerin biyokiitle

ve PHB iiretiminde kullanilabilirliginin arastirilmasidir.



2. DUSUK GUANIN-SITOZINLI (GC) BAKTERI: Bacillus sp.

2.1. Bacillus sp. ve Bacillus thuringiensis

Bacillus cinsi bakteriler Bacillaceae familyasina mensup bir tiir olup ¢ubuk formlu diiz
hiicrelerdir. Kotii ortam sartlarinda endospor olusturma yetenekleri sayesinde direncli
olarak bilinirler. Aerobik ve fakiiltatif anaerobturlar. Ortalama 1-5 pm boyutlu hiicreler
genellikle acgik renkli (krem-beyaz) kolonilere sahiptir. Ortalama 30°C iistiinde, 35-37°C
araliginda, pH 7 civarinda iirerler. Organik asit, alkol, seker karbon kaynaklarini;
amonyum azot kaynagini iceren ortamlarda iyi gelisirler. Tipik habitatlar1 topraktir. Bu

cinsteki bakterilerin cogu patojen degildir [11].

Bacillus cinsi bakterilerin melas gibi ucuz substratlarda hizli bir sekilde biiyiidiikleri;
yiiksek sicaklik ve yiiksek osmotik basinca dayanikli olduklari, hiicre duvart yapilarinin

kalin olusu bildirilmistir [7].

Bacillus thuringiensis (Bt-Resim 2.1) icinde B. cereus, B. anthracis, B. mycoides, B.
pseudomycoides ve B. weihenstephaensis tiirlerinin de bulundugu B. cereus grubunun bir
tiyesidir [12]. B. thuringiensis ¢esitli bocek tiirlerinde patojenik 6zellik gosterir [13]. Bu tiir
spor olusturabilir, aerobik, gram (+), cubuk formlu bir tiirdiir. ilk olarak Japon bir
bakteriolog olan Dr. Shigetana Ishiatari 1901 senesinde ipek bodceginde “sotto bacillus”
hastaliginin nedeni olarak hastalikli ipek bocegi larvasindan izole edilmistir [12, 14].
Ancak ilk bilimsel tanimlama 1911 senesinde Berliner tarafindan Almanya’da yapilmistir
[15]. 1k kez bu tiiriin sporlarinin toksik etkilerinin tespiti Aoki ve Chigasaki adl

arastirmacilar tarafindan 1915’te olmustur [12].

Bu tiir hakkinda biyoplastik iiretimi, biyoinsektisit olarak kullanimi ve cesitli boyalarin
renk giderimi iizerinde calismalar bulunmaktadir. Bacillus cinsi bakteriler melas gibi ucuz
substratlarda hizli bir sekilde biiyiidiikleri; yiiksek sicaklik ve yiiksek osmotik basinca
dayanikli olduklart ancak gram pozitif olmalar1 sebebiyle hiicre duvarinin kalin olusuyla
PHB ekstraksiyonunun zor oldugu ve PHB kazanimi icin Onislem gerektigi bildirilmistir

[7]. Bu sebeple endiistride genellikle gram negatif bakterilerin kullanim1 yaygindir.



PHB iiretimini ¢alisilmasinda Bacillus thuringiensis tiirliniin se¢ilmesinin nedenleri i¢inde
bulundugu cinsin getirdigi notral pH ve oda sicakliginda kolay iireyebilmesi, insan i¢in
patojenik olmayisi, toprak bakterisi olusu itibari ile teminin kolaylig1 ve boyutlari ile
Olclim-gozlem rahatlig1 gibi avantajlarinin ¢alisma kolayligi saglamasidir. Bunun yaninda
B. thuringiensis, primer ve sekonder Uriinleri acisindan zengin, endiistriyel Olcekte iiriin

eldesinde tercih edilebilecek bir tiirdiir.

Resim 2.1. Sporlanma sonuna dogru B. thuringiensis elektron mikroskobunda goriiniimii
[16]

2.2. Bacillus sp. Tiirlerinin Biyoteknolojik Acidan Onemi

Biyoteknolojik {iriinlerin eldesinde genellikle maya, alg, kiif ve bakterilerden
yararlanilabilinmektedir [17]. Bu canlilarin primer ve sekonder metabolitleri ticari 6neme

sahiptir.

Bacillus sp. biyolojik uygulamalarda su nedenlerden dolayr dikkat cekmistir: Kolay

tiretilebilmeleri, spor olusturabilmeleri ve metabolizmal faaliyetlerinin cesitlilikleri [6].

Primer metabolitler (logaritmik evrede, duraklama evresine kadar iiretilen metabolitler) ve
sekonder metabolitler (duraklama evresinde iiretilip biiyiimeden bagimsiz olarak iiretilen
metabolitler) acisindan zengin olan Bacillus sp. tiirleri tiretimde sik¢a kullanilmaktadir
(Cizelge 2.1). Ornek olarak cesitli boceklere karsi bakteriyel kontrol ajani olarak
kullanilirlar. Bunun yaninda {irettikleri enzimler (subtilisin, selulaz ve amilazlar vb.),
antibiyotikler (bacitrasin, gramicidin s, polimiksinler ve tyrotcidin) ve cevreye yonelik

tiriinlerinden biyoplastikler ile bir¢ok endiistrisi alan1 i¢in de kullanilmaktadir [6, 18].



Cizelge 2.1. Endiisride kullanilan baslica Bacillus sp. ve kullanim alanlar1 [19, 20]

Uretici Firma

Uriin ismi

Uygulama Alam

Alcalase B. licheniformis Deterjan, ipek
Savinase Bacillus sp. Deterjan, tekstil
Esparase B. lentus Deterjan, gida, ipek
Novo Nordisk, Biofeed pro B. licheniformis Yem
Danimarka Durazym Bacillus sp. Deterjan
Novozyme 47 IMP  Belirtilmiyor Fotograf
Novozyme 243 B. licheniformis Deri
Nue
Gist-Brocades, Subtilisin B. alcalophilus Deterjan
Hollanda Maxacal Bacillus sp. Deterjan
Maxatase Bacillus sp. Deterjan
Opticlean B. alcalophilus Deterjan
Optimase B. licheniformis ~ Deterjan
Maxapem Bacillus sp.'nin Deterjan
Solvay Enzymes, = HT-proteolytic varyanti
Almanya Protease
B. subtilis Alkol, icki, ekmek,
yem, gida, deri
B. licheniformis Gida, atik
Amano Proleather Bacillus sp. Gida
Pharmaceuticals, = Collagenas Clostrodium sp. Teknik
Japonya Amano protease S Bacillus sp. Gida
Enzeco alkaline B. licheniformis Teknik
protease B. licheniformis ~ Gida
Enzeco alkaline Bacillus sp. Endiistriyel
Enzyme protease-L. FG
Development, ABD Enzeco high
alkaline
protease
JodoShusei, Codo Bap B. licheniformis Deterjan, gida

Japonya




Cizelge 2.1. (devam) Endiisride kullanilan baslica Bacillus sp. ve kullanim alanlar1 [19, 20]

Uretici Firma Uriin Ismi Kaynak Uygulama Alam
PHB Industrial Biocycle (PHB) Bacillus sp. Enjeksiyon teknolojisi,
S.A., Brezilya kaliptan ¢cekme, lif
Genencor Purafact B. lentus Deterjan
International, ABD Primatan Bacillus sp. Deri
Bioprase B. subtilis Kozmetik,
concantrate P. aeruginoso farmasotik
Ps. Protease P. aeruginoso Arastirma
Nagase Ps. Elastase B. subtilis (K2) Arastirma
Biochemicals, Cryst. Protease B. subtilis Arastirma
Japonya Cryst. Protease (bioteus) Aragtirma
Bioprase B. subtilis Deterjan, temizlik,
Bioprase SP-10 gida
Corolase 7089 B. subtilis Gida
Rohm, Almanya
Wuxi Synder Wuxi Bacillus sp. Deterjan
Bioproducts, Cin
Advance Protosol Bacillus sp. Deterjan
Biochemicals,
Hindistan

2.3. Bacillus sp.’nin Ureme Sartlari ve Uremeyi Etkileyen Faktorler

Mikroorganizmalar gelismek ve ¢ogalabilmek icin suya, enerji kaynagina, azot kaynagina,
vitaminlere ve minerallere gereksinim duyarlar. Mikroorganizmalarin kuru agirliklarinin
9%95'inden fazla kismim1 bazi temel elementlerin (karbon, oksijen, hidrojen, azot, siilfiir,
fosfor) olusturdugu goriilir. Bu maddelere, makroelement (makro niitrient) adi
verilmektedir ve hiicre membranin, proteinlerinin, niikleik asitlerinin, diger yapilarinin
yapisina katilmasi igin gereklidir. Mikrobesinler (potasyum, kalsiyum, magnezyum ve
demir vb.) elementlerini icerir. Makrobesinlere oranlara hiicre bu besinlere ¢cok daha diisiik

miktarda ihtiya¢ duyar (%0,1-1). iz elementlerin miktarlar1 hiicre icinde cok cok az yani



eser miktardadir (%0,1’den az); ancak hiicrelerin gorevlerini yerine getirmesi i¢in mutlaka

olmalidir. Kobalt, ¢cinko, molibden, bakir ve nikel 6rnek iz elementlerdir [21, 22].

Gelisme (biliyiime) faktorleri, az miktarlarda ihtiyag¢ duyulan ve metabolik islemlerde
gerekli molekiillerdir. Bazi mikroorganizmalar bu maddeleri sentezlerken bazisi da
disaridan hazir olarak alir [21]. Aminoasitler protein sentezinde gorevlidir, purinler ve
pirimidinler DNA ve RNA gibi niikleik asitlerin sentezinde kullanilir, enzimlerin iiretimi

icin gerekli maddelerden vitaminlerin bir boliimii de koenzim yapisina katilir [21].

Bacillus sp.’nin liremesi ve gelismesi i¢in mininum sart olan makrobesinler yeterlidir. Bu
nedenle bu cins icin genel besiyerlerinin kullanimi miimkiindiir. Fakat belirli derisimler
dahilinde mikrobesinlerin ve iz elementlerin varlig1 biiyiimeyi desteklemektedir. Kalayl ve
Beyatli (2003) Bacillus sp. tiirlerinin organik asit, alkol, seker karbon kaynaklarini iceren

ortamlarda iyi gelistigini bildirmistir [11].

Mamo ve Gessesse Bacillus sp. WNI1 bakterisinin bazal ortamda farkli azot (pepton,
tripton, maya ekstrakti, 55°C, pH 5) ve karbon kaynaklarimin (glikoz, galaktoz, fruktoz,
laktoz, maltoz, siikroz, seliilloz, nisasta, 55°C, pH 5) biiyiime verimine -etkisini
incelemislerdir. En yliksek biiyiime verimini azot kaynagi olarak peptonda, karbon kaynagi
olarak nisastada tespit etmislerdir. Maya ekstrakti ve glikozun varliginda biiyiime

veriminin diisiik oldugunu bildirmislerdir [23].

Singh, Kalia, Kumar ve Purohit’in yaptiklar1 ¢alismada 6 farkli Bacillus susu (B. cereus
EGU3, B. cereus EGU43, B. thuringiensis EGU45, Bacillus sp EGU7S5, B. cereus
EGUS520, B. cereus EGU44) ile farkli kaynaklarda bakterilerin biiylimesini incelemislerdir.
Farkli karbon kaynag olarak farkli sekerler (glikoz, laktoz, siikroz) ve bezelye kabugu
kullanilmiglardir. Tiim suslarin  glikoz-maya ekstraktt ortaminda en fazla iireme
gosterdigini, B. thuringiensis EGU4S5 icin ise maltoz-maya ekstrakti ortaminin en iyi iireme

ortami oldugunu bildirmislerdir [24].

Younis, Hezayen, Nour-Eldein ve Shabeb B. subtilis 110 susunun seker fabrikasi atig1 olan
melasin (seker pancar1 melasi) farkli derisimlerinin biiyiimeye etkisini inclemisler ve
9%10’lik melas konsatrasyonunun maksimum biyokiitle verimi i¢in uygun oldugunun tespit

etmiglerdir. En uygun azot kaynaginin da amonyum fosfat belirtilmislerdir [25].



Singh, Kumar, Mittal, Yadav ve Aggarwal B. subtilis NG220 bakterisinin diger bir seker
endiistrisi atif1 olan sularmin farkli konsantrasyonlarinin biiyiime {izerine etkisini
incelemislerdir. Maksimum kuru hiicre agirhigimi (KHA) %100 seker endiistrisin atik
suyunda oldugunu tespit etmis ve atik suyun seyreltilmesinin C-N kaynaklarin1 da
seyreldiginden biiyiime iizerinde olumsuz yonde etkili oldugunu saptamistlardir [26].
Gomaa ise farkli bir melas tiirii olan seker kamisi pekmezinin (melasi) Bacillus subtilis AJ-
3’{in biiyiimesi iizerine etkisini incelemislerdir. Melasa MgSO4 ve CaCl, tuzlarinin farkli
konsantrasyonlarda ilave ederek ¢alismislardir. MgSO,4 ve CaCl, etkisi B. subtilis hiicresel

biiyiime iizerinde higbir etkisi olmadigini bildirmislerdir [27].

Bhuwal, Singh, Aggarwal, Goyal ve Yadav karbonhidratlarca zengin ama azot acisindan
fakir, C/N orani acisindan yiiksek olan karton endiistrisi atik suyunda Bacillus sp. NA10
bakterisinin biiyiimesini incelemistir. Atik konsantrasyonu incelemisler ve maksimum

biiytimenin %100’de oldugunu tespit etmislerdir [28].

Bakterilerin tiremesini etkileyen faktorler 4 ana baslikta toplanabilir [29];

v Fiziksel faktorler

v' Kimyasal faktorler
v’ Biyolojik faktorler
v’ Mekanik faktorler

2.3.1. Fiziksel faktorler

Isi: Sicaklikta simirlara dogru gidildikce iiremenin yavasladigi ve simirlart gecince
tiremenin durdugu goriiliir. Sicaklik arttikca veya azaldikga, enzim aktivitesinde de
degisiklik olusacagindan, metabolizma iizerine olumsuz yonde etkiler. Mikroorganizmalar
tireme sicakligi derecelerine gore baslica 3 boliime ayrilirlar: psikrofiller (20 °C’nin
altinda), mezofiller (20-45°C arasinda) ve termofiller (45°C’nin iistiinde). Sogukluk —80
°C veya —190 °C olunca canliliklarini ve infeksiyoz kabiliyetlerini uzun siire (yillarca)
koruyabilmektedirler. Eger mikroorganizmalar ¢ok kisa siire icinde dondurulur, kurutulur
ve havasi alinmis ampuller icinde saklanirsa uzun yillar canliliklarimi ve aktivitesini

koruyabilirler (liyofilizasyon) [29].



Cesitli Bacillus tiirleri tizerinde c¢alisan Pichhardt, Tamdogan, Thiele ve Gomaa gibi
aragtirmacilar ¢aligmalarinda optimum iireme sicakligi olarak 30°C’yi bildirmislerdir [27,

30-32].

Radyasyon: Radyasyonlarin bashica iki amaci vardir: Sterilizasyon/dezenfeksiyon ve
mutasyon. Ultraviolet 1sinlar1 bakteride protein sentezini ve diger mekanizmalar1 bozarak
Oliimlere neden olur. Giines 1sinlar1 (UV-1s1nlar1), mikroorganizmalari hem mutasyonlara
neden olur hem de sicakligi ile etkiler. Ses dalgalar1 bakteri hiicrelerini parcalayabilecek
niteliktedirler. Ultrasonik vibrasyonlara gram pozitif ve negatif mikroorganizmalar daha

duyarhdirlar. Iyonizan radiyasyonlar da pratikte sterilizasyon amaciyla kullanilirlar [33].

Yiizey geriliminin etkisi: Bakteriye temas eden siv1 yiizeyindeki molekiillerin olusturdugu
gerilim ¢ok fazla olursa membran nedeniyle sivi ortamdan bakteriye gida maddelerinin
girisi ¢ok giic olur ve bakteri beslenemez. Aksine, gerilim zayif olursa sivi igindeki
maddelerin bakteri yiizeyinde toplanmasina sebep olur. Buna bagl olarak bakteri i¢inden
disar1 ve disardan igeri gidalarin akisi giiclesir ve bakteri yine beslenemez. Bu nedenlerle
bakteri yiizeyi ile buna temas eden sivi ortamin yiizeysel molekiiler geriliminin dengede

bulunmasi zorunludur [29].

Osmotik basincin etkisi: Mikroorganizmalar hiicre membranlar1 yardimiyla, besiyerinin
osmotik basinci ile hiicre i¢indeki osmotik basing arasinda denge kurmuslardir. Ortamin
osmotik basinci azalmis ise bakteri icine giren fazla sivi bakteriyi sisirip patlatir, tersi
ortamlarda ise bakterinin i¢cinden ¢ikan fazla sivi sitoplasmik membranin hiicre duvarindan
ayrilarak biiziismesine neden olur. Bakteri icindeki bu fazla osmotik basing, i¢te bulunan
organik maddeler ve inorganik tuzlar tarafindan olusturulur. Bu mikroorganizmalarin en
iyi iireyebildikleri ortam madde giris ve c¢ikis rahat oldugundan, osmotik basinci bakteri

icindeki ile ayn1 ya da yaklasik olarak ayni olandir [29].

Hidrostatik basincin etkisi: Her canlinin dayandigi belli bir hidrostatik basing¢ diizeyi
mevcuttur. Bu diizeyin altinda veya iistiindeki hidrostatik basing degerlerinde canli

yasayamaz [34].
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Su etkisi: Su olmayan ya da yetersiz olan ortamlarda gida aligverisi, bakteri i¢inde
sentezlenen enzimlerin ve olusan metabolitlerin disar1 ¢ikmasi giiglesir hatta durabilir. Sivi
besi yerlerinden suyun buharlagmasi, bu besiyerinde bulunan kimyasal maddelerin
konsantrasyonunu arttirir. Bu durum iiremeyi olumsuz etkiler.  Liyofilize edilen

mikroorganizmalar uzun siire canliliklarini korurlar [29].

Elektrigin etkisi: Sivi ortamlarda suspansiyon halinde bulunan mikroorganizmalardan

direkt veya alternatif elektrik akimi gegirilirse, mikroorganizmalar zarar gorebilirler [29].

2.3.2. Kimyasal faktorler

Kimyasal faktorler arasinda oksijen, karbondioksit, pH, redoks potansiyeli, kullanilan

antibiyotik, kemoterapotik maddeler ile ¢esitli dezenfektanlar da bulunmaktadir.

Oksijen etkisi: Aeroblar iiremeleri, yasamalart i¢cin havadaki oksijene ihtiyac duyarlar.
Aerobik mikroorganizmalar arasinda B. anthracis, B. subtilis vb. sayilabilir. Fakiiltatif
mikroorganizmalar hem aerobik ve hem de anaerobik kosullarda {iireyebilme
mekanizmasina (enzimatik sisteme) sahiptirler. Anaerobik mikroorganizmalar oksijenin

bulunmadig1 ortamlarda gelisebilirler. Oksijen bunlar i¢in zehirleyici tesir yapar [29].

pH: Her mikroorganizmanin sevdigi ve yasadig: belli bir pH araligi vardir. Minimal ve
maksimal pH limitlerine yanastik¢a iireme azalir ve durur. Mikroorganizmalarin ¢cogunlugu
pH 5-9 aralifinda (optimum yakalsik 7) uygun sekilde biiyiirler. Diisiik pH'da yasayanlar
asidofilikler olarak adlandirilir. Notrofilik organizmalar ise pH 6-8 de yasarlar. pH 10-11
arasinda gelisenler ise alkalofiliklerdir [29, 34].

Kalayli ve Beyathh ile Keshavarzi, Salimi ve Mirzanamadi Bacillus sp. ve Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki ile optimum biyokiitle eldesinin pH 7 civarinda oldugunu
bildirmislerdir [11, 35]. Pichhardt’un tespitine gore Bacillus cereus’un gelisebildigi pH
aralig1 4,9-9,3 olup optimum 7°dir [30]. Mevel ve Prieur asir1 termofil izole Bacillus MS30
bakterisinin enzim aktivitesine bagli olarak maksimum {ireme hizinin pH 6,5’da oldugunu

gozlemlemislerdir [36].
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2.3.3. Biyolojik faktorler

Canlilarin viicudunda 6zellikle, sindirim, solunum, iirogenital sistemleri ve derilerinde
sayisiz mikroorganizma (yerlesik mikroflora) bulunmaktadir. Sentezledikleri antagonist
etkiye sahip metabolitlerler birbirlerini etkileyerek birbirlerinin iiremelerine ve hatta

Olmelerine de yol acarlar [29].

2.3.4. Mekanik faktorler

Calkalama: Calkalanma iireme iizerine olumlu etkide bulunmaktadir. Eger ¢calkalama ¢ok
hizli veya sert olursa mikroorganizmalarda oOliimler meydana gelebilir [29]. Baysak,
Rhizobium suslar iizerine farkli ¢calkalama hizlarinin hiicre kuru agirliklarinda artisa neden
oldugunu belirtmistir [37]. Liu, Wu ve Ho Phaffia rhodozyma mayasinin 250 rpm’de
maksimum biyokiitle {iretti§ini tespit etmis ve biyokiitlenin calkalamanin artmasiyla

arttiginmi bildirmistir [38].

Filtrasyon: Bakterileri tutan ve delik caplar belli olan 6zel filtreler kullanilir. Bakteri iist

yiizeyde tutuldugu i¢in de bir agarin iizerine yatirilarak ekilebilirler [29].

Santrifugasyon: Santrifiij yardimiyla biitiin mikroorganizmalar giderilemezler veya sivi

steril hale getirilemez [29].

Ezmek: Santrifiij yardimiyla c¢oktiiriilen mikroplar bir havana veya ezme aletine konur

burada ezilerek pargalanabilir. Bu yontemle de biitiin mikroplar 6lmezler [29].

Basing uygulama: Devamli ve yiiksek basing altinda bazi mikroplar 6lebilirler. Ancak
hepsi 6lmez. Mikroplarin sertce ve devamli c¢alkalanmasi bazilarinin 6liimiine neden

olabilir. Fakat biiyiik bir kism1 canli kalabilir [29].

Vibrasyon: Ultrasonik vibrasyonlara maruz birakilirsa olebilirler ama tam anlamiyla

sterilizasyon saglamaz [29].
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2.4. Biiyiime Kinetigi

Tiim besinlerin, oksijenin, optimal sicakligin ve pH’1n oldugu bir ortamda bakteri tiiriinden
tek bir hiicre diisiiniilsiin. Varsayalim ki bu 6zel tiirlerin hiicreleri optimal kosullarda her 3
saatte bir ikilensin/boliinsiin (Sekil 2.1). Boylece ikilenme siiresi (jenerasyon siiresi) tq su

sekilde yazilir: tg = 3 saat [39].

—
- W -
lr- 5 = il
; - - I
- - ate.
o -
- - -
- -
—y -
- i
oh
- = 3
- =& h
- =0 Rk
k= L]

Sekil 2.1. Tek bir hiicre ile baslayan hiicre biiylimesinin 6rnegi [39]

Hiicrelerin zamanla sayisinin artistni  tanimlamak icin (biiylime egrisi), zamanin

fonksiyonu olarak hiicre sayisini ifade eden esitligi bulmamiz gerekir.

Yani bir degisken zaman (bagimsiz degisken) ve diger bir degisken ise hiicre sayisi

(bagimli degisken) [39].

Tanimlanan denklem; N = 2" heniiz diger degiskenleri igermiyor. Denklemde yer alan n
boliinme olayinin sayisini baska bir deyisle “kardes” jenerasyonun sira sayisini gosteriyor.
Baslangigta bir boliinme yani “kardes” jenerasyon olmadigi i¢cin n=0’dir. 3 saat sonra bir
boliime ve 1 kardes jenerasyon goriiliir ve n=1 olur. Boliinme sayis1 zamanla artar. tq’ nin t

icinde kag kez gectigine bakilarak n bulunabilir [39].

N = 2t/ta (2.2)
Eger biiyiime herhangi bir hiicre sayis1 N, ile baglarsa [39];

N = N,2t/ta (2.3)
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Boliinme hizi (ikilenme hizi) v [39];

9=1/ (2.4)
N = N,2%? (2.5)
2 = ean (26)

Es. 2.6 ve Es. 2.4, Es. 2.5’te yerine kondugunda;

N = Ny(e'm?)t/ta 2.7

In2 =0,6931 ... (2.8)

1 ,

==y 2.9)
d d

u spesifik biiyiime hiz1 ya da daha sik tireme hiz1 olarak tanimlanir. Denklem su sekli alir

[391;

N = Nyeht (2.10)

Biiyiime egrisi grafigi (N-t) icin kiiltiirdeki baslangictaki ve farkli zaman aralarinda hiicre
sayist belirlenmeli. Ciinkii tiim hacimdeki hiicre sayis1 N hesaplanamaz. Vmex hacmi alinir
hesaplama yontemiyle Ngmex hesaplanir. Nime/Vemek = N/V’dir. Bu oran hacim bagina

hiicre sayisidir ve hiicre yogunlugunu tanimlamais olur [39].

% = W = Hiicre yogunlugu (0D) (2.11)
ornek

Nt g (2.12)

Nornek ~ op (2.13)

Virnek

Es. 2.13, Es. 2.10°da yerine kondugunda;

OD = ODye*t (2.14)

Veri hesabi i¢cin, OD’yi log skalada c¢izersek eksponansiyel egriyi diiz bir cizgi ile
gorebiliriz (Sekil 2.2.) [39].
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oD —= oD
(linear _= {log __|
scale) = scale) =
S oD, «-emm---- 0D,
_‘II TTT II|III||I I| TTT TT |- TTTTT I|| TTT TT TT TT II|
0 0

Time (linear scale) Time (linear scale)

Sekil 2.2. Skala degisiminin grafige etkisi [39]

Diger yandan kiiltiir sonsuza dek biiyiimeyecek ciinkii ortamdaki besin sinirlilig1 ve kiiltiir

hacmi kisithdir. Aslinda kiiltiirde dogal fazlar gézlenir (Sekil 2.3) [39].

Log Biokiitle
h
4 Du:akla:narFazt
: .. | Duragan (sabit)| Faz

Otiim Faz
Logaritmik Faz

Hizlanma Fazn1

»Faman

Sekil 2.3. Bakterinin yasam evreleri [39]

Grafikte OD, =2 OD, oldugunda gecen siire tq’dir [39].

AN . dN

At dt (2.15)
dN

= uN (2.16)
to= 0 ve Ni=p = N, denirse,

InN =InNy + tu (2.17)
InN—-InN, =tu (2.18)
Es. 2.13’te yer alan OD-N iligkisinden;

InOD, —In0OD; = tyu (2.19)

InOD; —In0D, = tyu (2.20)
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Es. 2.20 ile Es. 2.19’un farki alindiginda;

__2,303(log0D,—log OD4)
B ta—ts

2.21)

N hiicre sayis1 hesaplanmasi zor oldugundan X hiicre konsantrasyonu da kullanilabilir.

Spesifik iireme hizinin yiiksek olmasi zamandan ve harcanacak enerjden tasarruf
saglayarak gereksiz kayiplar1 onler. Ozellikle biiyiik olcekli sistemlerde saglanan

tasarruflar ekonomik yiikiin hafiflemesini de beraberinde getirir.

Kiiltiirdeki gozlenen fazlara bakilacak olursa;

Lag (latent) fazi: Bu fazda yeni ortama ekilen bakterilerde tireme gerceklesmemektedir.
Bakteriler ortama adapte olmaya c¢alismaktadir. Bu amagla enzim dretimi ve
metabolizmalar1 artmaktadir. Ortama adapte olamayan bakterilerinin Oliimii nedeniyle
bakteri sayisinda azalma goriilebilmektedir. Lag fazinin uzunlugu ya da kisalig
mikroorganizma tiiriine, ¢cevre kosullarina ve besiyerinin bilesimine baglidir. Yapilan bazi
calismalarda ortama eklenen Mg+2 iyonunun lag fazi kisaltabilecegi goriilmiistiir. Cesitli
kimyasallar, ilaclar, sicaklik, pH gibi cevresel kosullar lag siiresini (tp) etkileyebilir. Lag

stiresi mikroorganizma yasi ile de ilintilidir [40, 41].

Hizlanma fazi: Bu asamada ortama adapte olan ve yeterli enzim, organik ve inorganik
maddeleri hazirlayan bakteriler iiremeye baglar ancak yavastir, artis iissel degildir. A ve B
evreleri benzer oldugundan beraber de degerlendirilip lag fazi adini alabilir [22, 40].

Biiylime hiz1 [41];

dx
T kX (2.22)

k; spesifik iireme hiz1 (h™)

Logaritmik faz: Yeterli oranda gereken maddeleri biyosentezleyen ve temin eden bakteri

belirli jenerasyon siiresinde, belli araliklarla cogalmaya baglar. Biiylime hiz1 sabit kabul
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edilir. DNA sentezlenmesi RNA sentezlenmesinden ¢ok daha fazladir. Hiicre boyutu diger

fazlara gore daha kiiciiktiir [22, 40]. Biiyiime hiz1 [41];

ax
= = ux (2.23)

@ su 3 parametrenin fonksiyonudur: S (sinirlayici substurat konsantrasyonu), Hmax

(maksimum biiyiime hiz1) ve Ks (substrat spesifik sabiti).
e s
Monod Esitligi: u = Hmax %5 (2.24)

Monod esitliginde ortamda bol miktarda substrat varsa g = p,q, olacaktir ki logaritmik

evrede maksimum biiylime hiz1 gozlenir [41].

Duraklama (yavaslama) fazi: Hiicrelerinin ¢cogalma hizi azalsa da hiicre sayisinda artis

yine de gozlenir [40].

Duragan (sabit) faz: Bakterilerin iiredigi baslangi¢ sartlarinin degismesi, ortamdaki enerji
ve besinlerin azalmasi, toksik metabolik artiklarin artis1 sonucu dlen hiicre sayis1 ¢ogalan
hiicre sayisi ile denge halindedir. Toplamda kiiltiirdeki hiicre sayisi sabittir ve degismez

[40]. Biiyiime hiz1 [41];

dx
P 0 (2.25)

Oliim fazi: Duragan fazda gozlenen besinlerin azalmasi, metabolizmalarin yavaslamasi
gibi sartlar degismedigi siirece bakteriler 6lmeye baslar. Ancak popiilasyon hi¢bir zaman
sifir olmaz c¢iinkii bazi bakteriler yeni sartlara, ortama adapte olabilir ve yasamsal
faaliyetlerini siirdiirebilir. Oliim faz1 da logaritmik olarak gerceklesir. Olen hiicreleri sayis1

yeni olusanlardan daha fazladir [22, 40]. Biiylime hiz1 [40];

ax
= kX (2.26)

k; spesifik 6liim hiz1 (h™")
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Mevel ve Prieur asir1 termofil izole Bacillus MS30 bakterisinin standart ortamda optimum
sicaklikta biiylimenin 30 saat siirdiigiinii, ilk 3 saatinde ise biiyiimenin olmadigini
gozlemlemisler. Biiyiime donemi 12 saat siirerken maksimum biiyiime hiznin 6-9 saatleri
(logaritmik evre) arasinda oldugunu ve duragan fazin 15. saatte basladigini tespit

etmiglerdir [36].

Liu, Huang, Zhang ve Xu, Bacillus shackletonii K5 ile yaptig1 calismada PHB birikiminin
biiylimenin log fazi ile basladigin1 ve maksimum kuru hiicre agirliginin (2,16 g/I) 28 saat

sonra meydana geldigini bildirmistir [42].

Choma, Clavel, Dominguez, Razafindramboa, Soumille ve Nguyen zenginlestirilmis J
ortaminda ve kabak suyunda B. cereus TZA15 biiyiimesi {izerine yaptiklar1 ¢alismada
20°C’de kabak suyunda diisiik tireme hiz1 (0,102 h) ve 26 saat gibi uzun bir lag faz1 tespit
etmiglerdi [43].

Valik, Gorner ve Laukova, B. cereus’un pastorize siitteki biiyiimesini incelemisler ve farkli
sicakliklardaki lag fazlarinin ty siiresinin en kisa 13°C’de, en uzun ise 5°C’de oldugunu
bildirmislerdir. t; siiresinin yiiksek olmasi pastorize siitiin raf Omrii i¢in istenilen bir
durumdur. Buradan 5 ve 7°C’lerde siitiin raf émriiniin daha uzun oldugu tespit edilmistir

[44].

Valicente, Tuelher, Leite, Freire ve Vieira, B. thuringiensis (B. thuringiensis sv tolworthi
344) biiyiimek i¢in farkli C, N ve giibre kaynaklarini test etmis ve bu ortamlardan ticari ve
sentik olan ortamlarin yani sira dogal kaynak olan giibre ortaminin da biiylimede etkili

oldugunun tespit etmislerdir [45].

Sarrafzadeh ve Hossein, B. thuringiensis H14 ile farkli kaynaklarin (glikoz, gliserol,
sodyum asetat, (NH4)>SO,4, misir sivisi, maya ekstrakti, hidrolize kazein) ve bazi eser
elementlerin (Ca**, Mg?*, Fe** ve Mn*?) biiyiime iizerine etkilerini arastirmuslar ve sodyum
asetat, musir likorii, MnSOy4 ve Fe* 2 iyonun biiyiimede etkili oldugunu tespit etmislerdir

[46].

Giiltekin, Cd(II) ve Cu(Il) iyonlarin1 ayr1 ayri iceren iireme ortaminda PHB {iretebilen

Pseudomonas putida’nin liremesine metal iyonlarinin etkisi incelemisler ve iireme
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ortaminda metal iyon konsantrasyonu arttikca 0zgiil iireme hiz1 azaldigini, metal iyonlarini

varliginda farkli glikoz konsantrasyonlarinda glikoz miktar1 arttikca 6zgiil tireme hizinin

arttig1 belirtmislerdir [47].
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3. BIYOBOZUNUR PLASTIK VE BiYOPLASTIK

American Society for Testing Materials (ASTM) tarafinda yapilan tanimina gore,
biyobozunur polimerler, dogadaki bakteri, mantar, alg, maya ve diger mikroorganizmalarin

etkisi ile bozunabilen polimerlerdir [5].

Biyolojik olarak bozunan, biyobozunur plastikler 3 ana sinifa ayrilabilirler [9];

a) Kimyasal olarak sentezlenenler: Bu simifa 6rnek olarak PGA (poliglikolik asit), PLA
(polilaktik asit), PVA (polivinil alkol) verilebilir. Enzimatik ya da mikrobiyal etkilere

kars1 duyarli olan bu siif plastiklerin tiim 6zelliklerini tasimazlar.

b) Nisasta bazli olanlar: Polimere nisasta dolgu maddesinin ilavesi ile olusan siniftir.
Nisasta biyolojik olarak pargalandigindan polimer matriks de pargalanabilir ve

parcalanma siiresinde bir azalma gozlenir.

c) Polihidroksialkonatlar (PHA/Biyoplastik/Mikrobiyal Plastik): Yalnizca bu sinifta yer
alan biyocoziiniir plastikler dogada tamamen c¢oziiniirler. Cesitli mikroorganizmalar

tarafindan iretilirler.

PHA’lar 3-, 4-, 5- ve 6- hidroksialkonik asitlerin poliesteridir. PHA depo materyali olup
karbon ve yiiksek enerji kaynagi olmasi nedeniyle insandaki yaga ve bitkideki nisastaya
benzetilebilir. PHA mikroorganizmalar tarafindan uygun olmayan iireme sarlarinda yani,
ortamdaki azot, fosfor, oksijenin ve/ve ya mikroelement sinirli oldugu durumda canlilig
devam ettirmek adina graniiller halinde depo edilir. Bu polimer linear, uzun, 3-hidroksi yag
asidi monomerlerinden ibaret, aktif mikrobiyal polyesterlerdir. Hidroksialkanoatlarin
poliesteri olan PHA’in formiilii Sekil 3.1.°de gosterilmistir [6, 48, 49]. B-karbonu
tizerindeki yan zincir uzunlugu arttikca PHA nin fiziksel ve mekanik 6zellikleri kristalin
ve sert yapidan yumusak ve yapiskan yapiya dogru degismektedir [50]. Bakteriyel
PHA ’larin ortalama molekiil agirliklar 4 x 10° Da kadar cikar [10].
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n=1 R = hidrojen ise poli-3-hidroksipropiyonat
metil ise poli-3-hidroksibiitirat
etil ise poli-3-hidroksivalerat
propil ise poli-3-hidroksiheksanoat
pentil ise poli-3-hidroksioktanoat
nonil ise poli-3-hidroksidodekanoat

Sekil 3.1. Bakteriyel PHA genel formiilii ve yapis1 [48]

Polihidroksialkonatlar kendi i¢inde cesitli kriterlere gore siniflara ayrilabilir [52];

a) Kokene gore: c) Poliesterde bulunan monomere gore:
- Dogallar - Homopolimerik

- Yarn sentetikler - Heteropolimerik

- Sentetikler

b) Monomerlerin kimyasal yapisina gore:  d) Monomer biiyiikliigiine gore:

- Alifatik yag asidi icerenler - Kisa zincirliler

- Aromatik yag asidi icerenler - Orta zincirliler

- Alifatik ve aromatik yag asidi icerenler

- Degisik bilesikler icerenler

Bakteriyel PHA siklikla monomer boyutuna gore siniflandirilir. 2 ana grup vardir. Kisa
zincirli (SCL) PHA 3-hidroksi monomerde 3-5 arasi karbon atomu ve orta zincir uzunluklu
(MCL) PHA monomerde 6-14 arast karbon atomu igeren. PHAgcp icin poli(3-
hiroksibiitirat), PHAycL i¢in poli(3-hidroksioktanoik asit) ornek gosterilebilir [53, 54].

Farkl1 bakteri tiirlerinden izole edilmis, molekiil agirliklar1 50 000-1 000 000 Da arasinda
degisen yaklasik 150 farkli PHA cesidi vardir [49, 55].
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Sekil 3.2. En yaygin bilinin PHA yapilarindan bazilar1 [56]

PHA ilk calismalarda bakteri hiicrelerinde gozlenen kiiciik yag damlaciklari olarak
tanimlanmis ancak ilk gercek tanimlamasi 1923 yilinda Maurice Lemoigne tarafindan B.

subtilis ile yaptig1 calismasinda olmustur [6].

Endiistride PHA {iiretimi Ralsonia eutropha, Pseudomonas oleoverans gibi saf bakteri
kiiltiirlerinden gergeklestirilir. Proses genellikle 2 adimda gerceklesir: ilk adim besin
kisitlamast olmaksizin hiicrenin ¢ogaltilmasi, ikinci adim besin kisitlamasi ile PHA

birikimidir [57].
3.1. Poli-g-hidroksibiitirat (PHB)

Cok farkli tiirleri olmasina ragmen PHA cesitleri arasinda en yaygin, en iyi bilinen ve
izerinde en ¢ok c¢alisilan1 PHB (poli-B-hidroksibiitirat)tir (Sekil 3.3) [6]. Oldukga aktif bir
bilesik olan hidroksibiitirik asitten olusan PHB polimerinin zincirinde metil yan-grubu
bulunmaktadir. Biyopol ticari adiyla bilinen PHB’ nin kapali formiilii (C4H¢O,), olmakla
birlikte n’nin alabilecegi sayisal deger 35 000’e kadar da ulasabilir. Polimerin molekiil
agirhigr bakteri tiirii, bakterinin biiylime sartlari, hiicrenin yasam dongiisii, izolasyon
yontemi, sus, inkiibasyon siiresi, substrat tipi ve cevresel faktorlere bagli olarak
degiskenlik gosterir. Ancak molekiiliin agirliginin 6x10* -200x10* Da araliginda degistigi
tespit edilmistir [51, 58].
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Sekil 3.3. PHB'in genel formiilii [37]

PHB mikrobiyal plastigin temelini olusturmaktadir. PHB karbon kaynaginin derisiminin
yiiksek oldugu ortamda azot, oksijen ve mikroelement gibi biiyiimek i¢in gerekli olan
cesitli maddelerin eksikliginde, hiicre kuru agirliginin %90’lara varan seviyelerine kadar
olusturulabilinen depo materyalleri olarak biriktirilir. Graniiller 2-4 nm kalinliginda zarla
cevrili, 100-800 nm capli ve %98 PHB-%?2 proteinden olusur. PHB binlerce hidroksibiitirat
molekiiliiniin ard1 ardina zincir gibi eklenmesiyle meydana gelen bir termoplastiktir. Ayni
zamanda PHB nin soldan saga donen siki sarmal formlu, ¢ift doniis eksenli ve 0,596 nm’de
bir ipliklerin tekrarlandigi, hiicre icinde de oldukca fazla bir hacim tutar halde oldugu
caligmalarla tespit edilistir. PHB hiicre i¢inde s1vi ve amorf formda atmosferde ise kristal
katt formda bulunur ve organik c¢oziicli ile hiicreden ekstrakte edildiginde kristalize

olmaktadir [9, 51, 58, 59].

Depo maddesi PHB karbon ve enerji kaynagi, rediikleyici ekivalentlere elektron havuzu ve

lokal oksijen diizenleyici olarak gorev yapar [5].

PHB ozellikleri acisindan petrol tiirevli plastiklerden polietilen (PE) ve polipropilene (PP)
benzemekte olup bu 6zelliginden dolayr endiistrinin dikkatini ¢cekmistir. PP ve PHB nin
farkli kimyasal formlarina karsin kristallik dereceleri ve cams1 gecis sicakliklart birbiri ile
benzerlik gostermektedir. PP’nin genisleme o6zelligi %400 iken PHB’nin genisleme
ozelligi yalmzca %6’ dir. PP’ ne gore daha sert ve kirilgan yapili olan PHB buna kargin UV
15121na karsi ¢ok daha fazla direnclidir. Polietilen (PE) ile kiyaslandiginda PHB nin sertligi
ve kirilganligr termoplastik ozellik tagimasina karsin yaklasik 4 kat daha yiiksektir.
Biyopolimerle calisilirken bilinmesi gereken en onemli nokta termal bozulmadir. 2006’da
yapilan 6rnek bir calismada PHB (Biopol)'nin ayrigsmasinin 246,3°C’de basladigini, PHBV
(%20 3-hidrokivalerat monomeri icerir) (Biopol) bu degerin 260,4°C’ye yiikseldigini
bulmustur. Zincirde valerat varlifi polimer stabilitesinin; bunun yaninda esnekliginin

arttirdigin1 gostermistir [6, 10, 59-61].
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Cizelge 3.1. PHB o6zelliklerinin PP ile karsilastirilmasi [10]

Parametre PHB PP |
Erime sicakligi (°C) 177 176
Camsi gegis sicakligi (°C) 2 -10
Kristallik (%) 60 50-70
Cekme mukavemeti (MPa) 43 38
Esneme (%) 5 400

Cizelge 3.2. PHB’1n 6zellikleri [57]

Suda ¢oziinmez

Neme direngli

Oksijene kars1 dayanikl - Asit ve baz uygulamalarina kars1 zayif
Biyobozunur

UV isinlarina direncli - Petrol tiirevlerine gore maliyetli
Biyouyumlu

Kati - kirilgan

+ + 4+ + 4+ + + o+

Sertligi ve dayaniklilig

polipropilene benzer

Biiylime ve PHB biriktirimi arasinda yakin iligki tespit edilmistir. Buna gore, biiyiimenin
eksp onansiyel fazinda PHB biriktirimi minimal, ge¢ logaritmik donemde ise maksimum
diizeye ulagmaktadir. Biiylime sirasinda boliinme olmayan hiicrelerde de PHB miktarinin
yilksek oranda arttigi bilinmektedir. B. cereus T iizerinde yapilan bir calisma polimer
sentezinin biiylimenin kesilmesinden sonra basladigi ve maksimum birikiminin
sporlanmadan hemen Once oldugu, sporlagsma siiresi boyunca bozundugunu gosterdi [6,

61].

Bakterilerde depolanan PHB’ler faz kontrast ya da elektron mikroskobu ile
gozlemlenebilir. PHB depolayan mikroorganizmalar tespit edilmesi i¢in kullanilan
metotlardan biri Nile Blue A, Sudan Black B ve Sudan III gibi lipofilik florasan boyalarla
boyamadir (Resim 3.1) [6].
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Atomik giic mikroskobu ve konfokal Raman spektroskopisi su anda polihidroksialkanoat
PHA-graniil analizi i¢in kullanilan tekniklerdir. Biyoplastikler santrifiijleme ile (hiicre
icermeyen Oziitler) ya da kloroform, trifloroetanol, dikloroetan, propilen karbonat, metilen
kloriir veya dikloroasetik asit gibi bir ¢oziicii ile ekstre edilerek izole edilebilir. Bunlarin
molekiil agirliklar 151k sacilimi, jel gecirim kromatografisiyle, sedimantasyon analizi ve
gercek viskozite Ol¢iimii ile tespit edilir. Bunlarin monomer yapisi, gaz kromatografi (GC),
kiitle spektroskopisi (MS) ve niikleer manyetik rezonans (NMR) analizleri ile tespit edilir.
Kristal yapi, polidispersite, erime sicakligi, fiizyon entalpisi, cam gegis sicaklig gibi diger
fiziksel oOzellikleri ve mekanik Ozellikleri belirlemek i¢in farkli prosediirler hazirlanmigtir

[62].

Resim 3.1. PHB graniillerinin (a) Sudan Black B (b) Nile Blue yontemiyle goriiniimii
[63, 64]

Bakterilerde lipofilik graniiller cok daha 6nceden tanimlanmasina karsin Fransiz bilim
adami Maurice Lemoigne tarafindan Bacillus subtilis bakterisinde B-hidroksibiitirik aside
benzer bir asit olusumu gozlemistir 1923 yilinda teshis edilmistir [6, 58]. Ayn1 bilim adami
1925 yilinda Bacillus megaterium ile ¢alisirken PHB’yi ilk kez tanimlamistir. O zamandan
beri, aralarinda arkeakteriler, gram pozitif ve gram-negatif bakteri ve siyanobakteriler dahil
fotosentetik bakteri olan cesitli bakteri tiirlerinin PHB biriktirme tespit edilmistir. 1958
yilinda Macrae ve Wilkinson Bacillus hiicresi icinde PHB sentezi ve parcalanmasini
yonlendiren hiicre i¢i sartlar1 ve mekanizmasimi arastirmiglardir [7]. Macrae ve Wilkinson
B. megaterium’un Xkiiltiir ortaminda glikoz/azot oran1 yiiksekken PHB homopolimerini
biriktigini ve karbon ve enerji kaynaginin yoklugunda PHB’nin hiicre i¢inde kullanilmaya
basladigimi fark etmistir [53]. PHB’1n nisasta ve glikojen benzeri bakteriyel bir depo
polimeri olarak roliiniin anlagilmasi ve kabulii 1973 yilinda olmustur. PHB'1n petrol bazl
plastiklere alternatif olarak ticari iiretimi {izerine calismalar1 19601 yillarda baslamus,

ancak 1970'lerde ortaya ¢ikan petrol sikintisi ile petroliin varil fiyatindaki artis, ticari
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tretimin yollar1 aranmasina ivme katmustir. 1976’da Imperial Kimya Endiistrisi (ICI)
(Ingiltere), ilgili arastirmalara baslamis ve farkli bakteri tiirlerinin PHB iiretimi inceleyen
ICI endiistride Alcaligenes eutrophus kullanmaya baslamistir. Patenti alinip ilk endiistriyel

iretimi gerceklesmis ticari iirlin BIOPOL olmustur [7, 65].

Daha sonraki yillarda PHB ile ilgili calismalar Pseudomonas, Azotobacter,

Hydrogenomonas, Chromatium, Bacillus vb. bakteri cinsleriyle devam etmistir [7].

Benoit, Wilson ve Baugh, B. thuringiensis iizerinde yaptiklar1 ¢calismada, B. thuringiensis
HD-1 susunun glikoz-tripton mineral tuz karisiminda gelistirildiginde laktat, piruvat,
asetat, aseton ve PHB iirettigi, durgun fazdaki sporulasyon sirasinda PHB'1n tiiketilmeye
basladigim1 ve PHB'In spor sekillenmesi sirasinda enerji kaynagi olarak kullanildigini
bildirmislerdir [66]. Liu ve digerleri Bacillus shackletonii K5 karbon kaynag: glikoz (20
g/l)-mineral tuz ortaminda (MSM) PHB birikiminin K5 gelisimi ile iligkili biiylimenin log
faz1 ile basladigini, biiylimeden 48 saat sonra glikoz tiiketildigi zaman hiicre kuru agirlig
ve PHB iceriginde 6nemli bir azalma gozlenmistir [42]. Bu calismalarin da 1s1ginda

PHB’nin primer metabolit iiriinii oldugu sdylenebilir.

PHB ve kopolimerleri 1982’den bu yana ulusal ve uluslararas: sirketler tarafindan ticari

olarak iiretilmektedir [7]. Baslica iiretici firmalar ve iiriinleri Cizelge 3.3’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Baslica PHB iireticileri [20, 67]

Uriin Sirket ‘
Biogreen Mitsubishi Gas Chemical Company Inc. (Japonya)
Mirel Telles-Metabolix Inc. Ortaklig1 (Ingiltere)
Biocycle PHB Industrial Company (Brezilya)
Biomer Biomer Inc. (Almanya)
Enmat Tianan Biologic, Ningbo (Cin)
Nodax Lianyi Biotech (Cin)
Nodax P&G (Ingiltere)
Kaneka PHBH Kaneka Corporation (Japonya)
Green Bio Tianjin Gree Bio-Science Co/DSM(Cin)
Meredian Meredian (Ingiltere)
Minerv Bio-On S.p.A (italya)
Biopol Metabolix (Ingiltere)
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3.2. PHB’1n Biyokiitleden Kazamlmasi

Antibiyotikler, organik asitler ve teknik enzimler vb biyoteknolojik iiriinler hiicre disinda
tiretilebilirken PHB ise hiicre icinde iiretilirler. Bunun getirisi olarak yiiksek hiicre
yogunlugu yetistirilmesi gerekir ciinkii sitoplazmik alaninin kullanilabilirligi PHB miktar1
ile smmirhidir. Hiicre disi proseslerde ya da hiicreden bagimsiz enzimatik katalize baglh
proseslerde bu smirlama gecerli degildir. Diger bir sonug ise hiicre i¢i iiriin, hiicre dis1
tiretilen iiriiniin aksine iirliniin kazanimi i¢in ek bir proses basamaginin mutlaka gerekli
olmasidir. Dahasi, bu PHB’nin hiicreden kazanilirken ayrica diger hiicre bilesenleri de
serbest kalacak ve saflagtirma asamasi i¢in daha az homojen bir materyal elde edilecektir.

Bu diger bilesenlerin de ek olarak malzemeden ayrilmasi gerekir (Sekil 3.4) [54].

PHB icin, hiicre ici iirlin prosesleri kadar iyi, ekonomik olarak miimkiin hiicre dis1 {iriin
prosesleri heniiz yoktur. Hiicre ici PHB’in hiicre disi1 iiretimine doniistiiriilmesi icin

calisilsa da heniiz sonug¢ alinamamuistir [54].

enzimatik
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Sekil 3.4. Bakteri hiicresinden PHB kazaniminin sematik gosterimi [54]
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PHB’1n kazanimi genelde hiicrelerin prosesten sonra biiylime ortamindan ayrilmasi ile

baslar [54].

Basarili kazanim prosesinin temeli hiicre kilifinin etkin parcalanmasidir. Bircok farkli
onislem cesidi vardir. Bu islemler hiicre duvar ve kilifini, sertligini zayiflatir ve boylece
sonraki ana islem icin PHB’in daha kolay ve daha etkin kazamimmm saglar. Onislem

zorunlu olmayip ana yontemin etkinligini arttirmak amacli uygulanmasi onerilir [54].

Bacillus cinsi bakterilerin hiicre duvart yapilarinin  kalin  olusu nedeniyle PHB
ekstraksiyonunun zor oldugu bildirilmistir. Bu nedenle PHB kazanimi onislem yapilmasini

gerektirir [7].

Isitma islemi dis membranin karasizlastirilmasi ve hiicre proteinlerinin denatiirasyonu ile
sertligi, dayaniklili§i azaltmaya yoneliktir. Isitma Onislemi PHB yikici depolimeraz

enzimini de denatiire edebilir.

Alkali kullanimi, Alcaligenes latus hiicrelerinin Onisleminde NaOH kullanimi ile rapor

edilmistir.

X M NaCl ¢ozeltisi (1 saat, 60°C) kullanimi metodunun endiistride kullanimi rapor

edilmemistir.

Dondur/¢coz dongiisii 6nislem olarak ya da ana islem olarak bile kullanilan bir yontemdir.
Buradaki etki donma sirasinda buz kristallerinin olusumuyla hiicrelerin mekanik

parcalanmasi nedeniyle olmaktadir.

PHB’1n ¢ikarilmas: icin su zamana kadar 9 farkli yontem bildirilmistir. Tiim kazanim

yontemleri ¢oziicii ile ekstraksiyona alternatif olarak dogmustur [10, 54].

Coziicii ekstraksiyonu kullanilan en eski metottur (1920’lerden). Organik c¢oziicii
ekstraksiyonuna dayanir. Tiim coziicii ile ekstraksiyon yontemleri su temele dayanir: PHBr
suda ¢oziinmez fakat sinirli sayida organik c¢oziiciide ¢oziiniir. Kloroform, 1,2 dikloretan ve
metil klorid gibi baz1 klorlu hidrokarbonlarda ya da bazi halkali karbonatlarda (propilen,

etilen) ve ayrica halkali karbonikester ¢oziicii olarak basariyla uygulanmistir. Coziicii
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karisimlart da kullanilabilir. Daha sonra c¢oziicii ortamdan muhakkak uzaklastirilmalidir.
Bir yol basit¢e ¢oziicliniin buharlastirilmasidir. Bir diger yontem PHB soliisyonu PHB nin
¢Oziinmedigi bir antisolvet ile muameledir. Yiiksek oranda antisolvent kullanilir. PHB
coktiirilerek santrifiij ya da filtrasyonla ayrilir. Medikal uygulamalar icin ¢oziicii ile

ekstraksiyonun daha iyi oldugu ciinkii yiiksek saflik sagladig: bildirilmistir [10, 54].

Kimyasal parcalamada yiizeyaktifler ve sodyum hipoklorit gibi bazi kimyasallarla
mikrobiyal hiicreler parcalanabilir. Hipoklorit oksitleyici reaktif olarak davranir. PHA
sodyum hipokloritte erimez fakat PHB olmayan yapilar indirgenir. PHB santrifiij ya da
filtrasyonla ayrlir. Yiizeyaktiflerle ekstraksiyonda sodyum dedosil siilfat (SDS) gibi
yiizeyaktifler hiicre duvarindaki sitoplazmik membranin ikili lipid tabakasi igine girip
birleserek hiicreyi parcalar. Ornegin PHB kazanimu igin uygundur. Bunlarin yaninda selat-

hidrojen peroksit ve asit/alkali kimyasallarla da parcalanma uygulanir [54].

Enzimatik hiicre parcalanmasi proteaz, niikleaz ve lipaz gibi bazi enzimlerin bakteriyel
hiicre kiiltiiriindeki proteinler ve diger polimerler iizerinde yiiksek hidrolitik etkileri vardir
ve hiicre parcalanmasini baglatirlar. Bunun yaninda PHB’a zarar vermezler. Enzimlerin

kimyasallarla kombinasyonu da kullanilir [54].

Mekanik parcalanma en yaygin ve en bilinen yontemlerdendir. Kiigiik skalada kullanilir
ancak endiistri icin uygun degildir. Degirmende 6giitme sonunda boyutlar mikrometre
boyutuna gelir. Yiiksek basing ile parcalama biiyiik skalada kullanilir. Ultrasonikasyon

diger ekstraksiyon yontemleri ile kombin edildiginde yiiksek iiriin saflig1 verir [54].

Siiperkritik akigkanlar, CO, yiliksek yogunluklu, diisiik viskoziteli bir siiperkritik
akiskandir ve ekstraksiyonda c¢oziicii olarak kullanmak i¢in ¢ok uygundur [54].

Hiicre kirtlganligr hiicrenin kendi kendini par¢alamasinm faj (bakteriofaj; bakterileri enfekte
eden bir viriis) parcalanmasi olusturur. Faj parcalanmasi endiistriyel oOlcekte hig

kullanilmamustir [54].

Hava ile siniflandirma icin 6nce mekanik parcalanma uygulanir. Elde edilen siispansiyon
kurutulup degirmenle un formuna getirilir. Sonra hava ile farkli partikiil boyutlar1 ayrilir.

Cokme polimeri olugturur [54].
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Havayla yiizdiirme enzimatik parcalanma basamagimi takip eder. Sonra graniiller

kiimelenip yiizdiiriiliir [54].

PHA graniillerinin kendiliginden birakini genetik olarak islenmis iiretim suslar1 gerektirir.

PHB santrifiij ve distile su ile yikamayla bu dogal olay saflagtirma icin kullanilabilir [54].

PHB kazinim yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 3.4 te verilmistir.

Cizelge 3.4. PHB kazanim metotlarinin avantaj ve dezavantajlari [54]

Yontem Avantajlar Dezavantajlar
Kiiciik olgekte ¢ok ¢oziicii
kullanilir, siklikla kuru hiicre
Coziicii Yiiksek iiriin safligi, polimerin
gerekir, ekonomik degil, insan ve
ekstraksiyonu bozulmamasi
cevre icin tehlikeli, laboratuar
calismalar1 i¢in uygundur.
Yiiksek iirtin safligi, hiicrenin
Hiicrenin  sindirimi  oldukga
Sodyum kurutulmasmna  gerek  yok,
ekzotermiktir, polimer de
hipoklorit ile biiyiik olgcekte uygulanabilir,
sindirilebilir boylece molekiil
parcalama cevresel orneklere
agirhigr azalir.
uygulanabilir.
Polimer Kkiiltir ~ ortamindan
Yiizeyaktiflerle Yiiksek maliyet, SDS  geri
dogrudan kazanilabilir, . o
parcalama . kazanmak ve izole edilmis
polimerde simirli  bozulma,

Onisleme gerek yoktur.

polimerden ¢ikarmak zordur.

Selat-hidrojen
peroksit
uygulamasi ile

parcalama

Yiiksek iiriin saflig1

Kosullara  baglidir,  polimer

bozunmasiyla molekiil agirlig

azalabilir.

Asitle PHA dis1
hiicre kiitlesinin

parcalanmasi

Ucuz ve cevre dostu, yiiksek

verim ve {irlin saflig1

Asitler PHB’ye zarar verebilir,
diisik molekiil agirhgina yol

acar.

Enzimatik hiicre

parcalanmasi

Yiiksek kazamim oram1 ve

saflik, kolay isletim sartlari

Yiiksek enzim maliyeti
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Cizelge 3.4. (devam) PHB kazanim metotlarinin avantaj ve dezavantajlari [54]

Yontem Avantajlar Dezavantajlar
Bilyeli . .
Etkin sogutma gerekir,
degirmenle Kimyasala gerek yoktur.
biiyiitiilmesi zordur.
parcalama
Yiiksek biyokiitle .
Yiiksek basing ~ Disiik biyokiitle
konsantrasyonunda iyi
homojenizasyonu konsantrasyonunda kotii  sonug
. performans, biiyiikk  Olcekte ‘
ile parcalama Verir.
uygulanabilir.
Hava Polimer kurtarmak i¢in sayisiz
Yiiksek iiriin saflig1
siniflandirmasi adim
Havaile Ardisik kesikli flotasyon adimlari
Kimyasal gerekez .
yiizdiirme gerekli
PHA
graniillerinin Genetik olarak islenmis iiretim
L Kimyasal gerekmez .
kendiliginden suslar1 gerekli
birakimi

PHB’1n saflastirilmas: i¢in bircok yontem bulunur. Kullanilacak yontem PHB’nin ne
sekilde biyokiitleden kazanildigina, organizmaya ve nasil bir son islem uygulanacagina
gore degisir. Saflastirma, enzimatik par¢alanma ya da ajanlar ile kombinasyonlarda sik sik
hidrojen peroksit ile islem icerir. Hidrojen peroksitin dezavantaj1 yiiksek calisma sicakligi,
hiicresel biyokiitlenin yiiksek konsantrasyonda PHB’nin kararsizligi kadar saflastirilan
PHB’nin molekiiler agirliginda azalma oldugundan bu islem siklikla bagka yontemlerle yer
degistirir. Ozon islemi artik sik sik, ozonun agartma ve de koku uzaklastirma etkisi,
yabanct maddeleri ¢ozdiirmek avantajlarimi da kullanmak icin tercih edilir. Bu islem
yabanci maddeleri uzaklagtirmasini arttirir. Biiyiik 6l¢ekli bir polimer iiretimi durumunda,
iretilen polimer lateksle karigsarak peptoglikan, kurtarma siiresini etkiler. Olusan PHB
lateks ilave bir ¢oziicli ekstraksiyonu ile yliksek saflik saglanir. Bunun icin, daha diisiik

tilketimi nedeniyle kloroform tercih edilir [54].



3.3. PHB Ureten Bakteriler

PHB sentezleyebilen bakteriler 2 ana gruba ayrilir. Ilk grup; N, P, Mg, ve oksijen vb

kisithlik ve karbon kaynagi fazlaliginda duraganken PHB biriktirir. Ralstonia eutropha ve

Bacillus thuringiensis bu grupta yer alir. lkinci grup, bilyiime fazi boyunca ve smirh

olmayan sartlar altinda polimer biriktirebilir. Alcaligenes latus ve A. eutrophus ikinci grup

icinde yer alir [55,68].

PHB iireten baslica bakteriler: Cupriavidus necator, Bacillus sp., Alcaligenes sp.,

Pseudomonas sp., Aeromonas hydrophila, Rhodopseudomonas palustris, Escherichia coli,

Clostridium spp., Corynebacterium sp., Nocardia sp., Burkholderia sacchari, Rhodococcus

tiirleri, Streptomyces sp., Staphylococcus sp., Halomonas boliviensis (Cizelge 3.5) [10, 61].

Cizelge 3.5. PHB iireten mikroorganizmalar ve kaynaklar [10]

Bakteri Karbon kaynagi

Alcaligenes latus

Malt, soya atiklari, atik siit, sirke atiklari, susam

yagi

Bacillus cereus

Glikoz, e-kaprolakton, seker pancart melasi

Bacillus spp.

Nutrient broth, glikoz, alkanoatlar, soya melasi

Burkholderia sacchari sp. nov.

Adonitol, arabinoz, arabitol, selobiyoz, fruktoz,
fukoz, laktoz, maltoz, melibiyoz, rafinoz,

ramnoz, sorbitol, sukroz, trehaloz, ksilitol

Burkholderia cepacia

Palm olein, palm stearin, ham hurma yagi, hurma
cekirdegi yagi, oleik asit, ksiloz, levulinik asit,

seker pancar1 melasi

Caulobacter crescentus

Caulobacter ortami, glikoz

Legionella pneumophila

Nutrient broth

Methylocystis sp.

Metan

Microlunatus phosphovorus

Glikoz, asetat
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Cizelge 3.5. (devam) PHB iireten mikroorganizmalar ve kaynaklar [10]
Bakteri Karbon kaynagi

Glikoz, siikroz, galaktoz, mannitol, trehaloz,

Rhizobium meliloti, R. viciae, ksiloz, rafinoz, maltoz, dekstroz, laktoz, piruvat,

Bradyrhizobium japonicum seker pancar1 pekmezi, peynir alt1 suyu

. Asetat, malat, fumarat, siiksinat, propionat,
Rhodopseudomonas palustris . ‘ .
malonat, glukonat, butirat, gliserol, sitrat

Spirulina platensis Karbondioksit

(cyanobacterium)

Malt, soya atiklari, atik siit, sirke atiklari, susam
Staphylococcus epidermidis

yagi
Glukoz, siikroz, fruktoz, valerat, oktanoat, laktik

Cupriavidus necator ] oL
asit, soya fasulyesi yagi

Cupriavidus necator H16 Hidrojen, karbondioksit

Sathiyanarayanana, Kiran, Selvin ve Saibabad [64] ve Rodriguez-Contreras, Koller,
Miranda-de Sousa Dias, Calafell-Monfort, Braunegg ve Marqués-Calvo [69] Bacillus
tirlerinin %9-70 oraninda PHB biriktirebildigini bildirmislerdir.

Giintimiizdeki calismalarda &-endotoksini biyoinsektisit olarak bilinen B. thuringiensis’in
maksimum %64,1 PHB biriktirebildigi rapor edilmistir [70]. Buna karsin Pal, Prabhu,
Kumar, Rajagopal, Dadhe, Ponnamma ve Shivakumar, B. thuringiensis 1AM 12077
susunun genel besiortaminda 48 saatlik inkiibasyon sonucu %10-15 oraminda PHB

depolayabildigini belirtmislerdir [68].

Saadettin, Mercan, Mumcu ve Beyatli, farkli Bacillus sp. suslarinda PHB verimi {izeribe
yaptiklart ¢alismada glisin ve proteaz peptonun PHB verimini arttirdigini belitmislerdir
[71]. Wu, Huang, Hu, Chen ve Ho, melash besiyerinde Bacillus sp. JmaS susunun, PHB
verimini %25-35 olarak tespit etmislerdir [72]. Rodriguez-Contreras ve digerleri B. cereus
tiiriiniin nisastali ortamda kuru hiicre agirhiginin %48’i kadar PHB biriktirdigini ifade

etmistir [69].
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Aslim, Yiiksekdag ve Beyath icin glikozlu ortamda B. thuringiensis D1, D2, D3 suslarinin
% 8- 29,41 arasinda PHB birikitirebildiklerini bildirmislerdir [73].

3.4. PHB Uretiminde Sartlar ve Kullamlan Kaynaklar

Aslinda biyopolimer depolama, genellikle biiylimeye daha baskin bir prosestir (%70
depolama-%30 biiylime). Ancak C dis1 substratin ortamda uzun siire var oldugu “rahat”
sartlarda, canlida psikolojik bir uyum geliserek biiyiimeye yonelir. Yani Bacillus cinsi i¢in
ve benzer polimer iiretim sekline sahip mikroorganizmalar i¢in C kaynaginin bulundugu ve
yeterli besin sartlar1 boliinme, biyokiitle olusumu bir siire sonunda PHB iiretimini kisitlar
yani baskilar [9]. PHB’nin bircok mikroorganizma tarafindan, uygun olmayan {ireme
kosullarinda, fazlaca karbon ve nitrojen, oksijen ve esansiyel elementler (N, P, S, Mg, K,

Fe vb.) gibi maddelerin eksikliginde gerceklesmektedir (Selik 3.5).

PHB olusumuna neden olan baz1 besin maddeleri;

Azot kaynag azlig
Karbon kaynag fazlaligi
Demir azlig1
Magnezyum azlig1
Manganez azligi
Oksijen azlig1

Fosfat azlig1

Potasyum azligi

AN N N N N D N NN

Agir metal fazlalhig
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Glikoz
{K.arbon ve eneri l-:a!.'nagn ormal kngullar

Diizenli biyiime

Oksijen ___ ™ ~, Mormal hikcresel bilesikler
o - Milkleik asitler
MN'kayna g — o Proteinler

Lipitler

Anormal kosullar
Oksijen stnirlamas B g S
N smramasi_ . Diizensiz bliylime

POu smu]a.mau e i
504 smuriamas
C/M wilksek gram ——

Mormal iﬁl:rmnl hilesikler FHV

Sekil 3.5. Hiicrelerde PHB sentezi mekanizmasi [74]

Wu ve digerleri, melash besiyerindeki oksijen sartlarin1 degistirerek yaptiklari ¢alismada,
oksijen miktarindaki azalmanin sporulasyona neden oldugunu ve PHB iiretiminin
diistiigiinii; nitrojen ve fosforun oraninin karbona gore diisiik oldugu besiyerlerinde ise
PHB iiretiminin arttigin1 bildirmislerdir. Bacillus sp. Jma$ susunun, PHB verimini %25-35

olarak tespit etmislerdir [72].

Vaishnavi ve Shivakumar, limitli besin ortaminda B. thuringiensis IAM 12077 nin PHA
tiretimi incelenmislerdir. Aktiflestirilen kiiltiir sinirli besiortamina ekilmislerdir. pH 7,
37°C’de 120 rpm’de 48 saat inkiibe edilmis. Azot sinirli ortam kuru hiicre agirligi 2,93
g/I’ye kadar ulasmis, PHB 1,866 g/l ve birikim %64,16 olmustur. Kiikiirt sinirli ortamda
kuru hiicre agirligr 2,53 g/I’ye kadar ulasmis, PHB 1,66 g/1 ve birikim %65,9 olmustur.
Potasyum sinirli ortamda kuru hiicre agirhigi 2,73 g/I’ye kadar ulasmis, PHB 1,66 g/l ve
birikim %60,93 olmustur. Fosfor sinirli ortamda kuru hiicre agirlign 2,46 g/I’ye kadar
ulagmis, PHB 1,7 g/l ve birikim %68,93 olmustur. Tiim sinirli ortamlarda yiiksek verim

elde edilmis ama PHB miktar1 i¢in azot sinirli ortamin daha etkili oldugu goriilmiistiir [49].

Pal ve digerleri izole Bacillus thuringiensis IAM 12077 susunu azot-sinirli besiortamina
(diger bilesenleri: %1 glikoz, %0,25 pepton, %0,25 maya ekstrakti ve mikroelementler)
eklenmis, nutrient broth ve azot-kisith besiortaminin verileri karsilastirildiginda
maksimum PHB birikimi azot-kisitli ortamda gozlenmistir. Sonug olarak azot kisithiliginin

PHB birikimini destekledigi gozlemlenmistir [68].
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C ve N kaynaklari: Mikroorganizmalar basit karbonhidratlardan oldugu gibi ucuz,
kompleks atiklar, yaglar, yag asitleri, alkanlar arasinda degisen cesitli karbon
kaynaklarindan da PHB iiretebilir [64]. Pal ve digerleri B. thuringiensis IAM 12077 nin
pentozlar ve heksozlar gibi basit sekerler ve nisasta gibi polisakkaritler kullandiginda PHB
tiretebilecegini ve besin cok yonliiliigii hemiseliillozlar, nisasta ve peyniralti suyu

kullanilarak ekonomik PHB iiretimi icin kullanilabilir oldugunu belietmistir [68].

Karbon kaynagi olarak nisasta, galaktoz, glikoz, siikroz, mannoz, D-mannitol, arabinoz,
yag asitleri, alkanlar, kloroalkanoik asitler gibi kimyasal bilesenler; ayrica, biitirik ve
pentatonik asit, propiyonik asit, 4-hidroksi hegzanoik asit, L-laktat gibi kaynaklar
denenmistir (Cizelge 3.6) [7, 68, 75]. Mannitol yiiksek fiyati nedeniyle endiistriyel
proseslerde ¢okca tercih edilen bir karbon kaynagi degildir [75].

Cizelge 3.6. Bacillus sp. kullanldig1 substrata gére PHB biriktirme oranlari [61]

Bakteri PHA doniisiimii Monomerik Karbon Kavnas
(Bacillus spp.) (% KHA) birim ynag
Asetat ve 3-
43,7 3HB
B. circulans DSM 1529 hidroksibiitirat
6,80 3HB, 3HV Propiyonat
B. sphaericus 30,2 3HB Siikroz
B. sphaericus DSM 28 4,50 3HB, 3HV Valerat
B. brevis 32,1 3HB Siikroz
Asetat ve 3-
B. licheniformis 25,8 3HB
hidroksibiitirat
DSM394
6,20 3HB, 3HV Propiyonat
Asetat ve 3-
B. amyloliquefaciens 17 3HB ‘ o
hidroksibiitirat
DSM7
5,10 3HB, 3HV Propiyonat
Asetat ve 3-
o 33,5 3HB
B. subtilis DSM10 hidroksibiitirat
6,60 3HB, 3HV Valerat
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Cizelge 3.6. (devam) Bacillus sp. kullanldig1 substrata gore PHB biriktirme oranlar1 [61]

Bakteri PHA doniisiimii Monomerik

(Bacillus spp.) (% KHA) birim Karbon Kaynag
o Asetat ve 3-
B. thuringiensis 47,6 3HB
DSM2046 hidroksibiitirat
7,20 3HB,3HV Propiyonat
Asetat ve 3-
B. mycoides DSM 2048 447 3HB
hidroksibiitirat
B. mycoides RLIB-107 69,4 3HB Siikroz
Asetat ve 3-
: 47,2 3HB
B. megaterium DSM90 hidroksibiitirat
8,20 3HB,3HV Propiyonat
Asetat ve 3-
41,4 3HB
B. cereus DSM31 hidroksibiitirat
7,30 3HB, 3HV Propiyonat
B. cereus UWS5 8.90 3HB, 3HV, e-kaprolakton ve
6HHx Glukoz
18,8 3HB, 3HV Valerat
Hekzanoat veya
32,9 3HB, 3HHx
Bacillus sp. INT005 Glukoz
3HB, 4HB,
96,5 4-hydroxybutyrate
3HHx
97,3 3HB, 3HHx, e-kaprolakton
B. cereus ATCC14579 2,20 3HB, 3HHx Hekzanoat
Asetat ve 3-
29,5 3HB
B. laterosporus DSM335 hidroksibiitirat
5 3HB, 3HV Propiyonat
Asetat ve 3-
40,5 3HB
B. macerans DSM7068 hidroksibiitirat
4,70 3HB, 3HV Propiyonat
Bacillus sp. JMa5 35 3HB Melas
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Azot biyokiitledeki PHB birikiminin en Onemli faktorlerindendir. Azot elementi
biyokiitlenin insasinda, olusumunda gorevlidir ve hiicreninin temeli olan proteinlerin,
niikleik asitlerin, hormon ve ezimlerin yapisina katilir. Azot kaynagi olarak pepton, L-
glisin, L-sistin, potasyum nitrat, et ekstresi, iire, asparagin, amonyum siilfat,-amonyum
nitrat,-amonyum oksalat-amonyum molybidate-amonyum kloriir gibi amonyum tuzlari,
tripton, maya ekstrakti, kasein, malt ekstrakt gibi kaynaklar denenmistir [7, 9, 27, 68, 75,
76]. Literatiir aragtirmalarinda degisik mikroorganizmalarla yapilan ¢alismalarda amonyum

stilfatin iyi bir azot kaynagi oldugu goriilmiistiir [26].

Karbon- azot kaynaklari ile ilgili yapilan bazi calismalar asagida verilmistir;

Aslim ve arkadaslan tarafindan B. subtilis 25 ve B. megaterium 12 kullanilmis ve protaz

peptonu en yiiksek PHB birikimi saglayan azot kaynagi olarak bulunmustur [73].

Tamdogan ve Sidal, Bacillus subtilis ATCC 6633 ile farkli sartlarda PHB {iretimini
incelemisler ve karbon kaynagi olarak glikoz, siikroz, D-mannitol, arabinoz; azot kaynagi
olarak proteaz pepton, L-glisin, L-sistin, amonyum siilfat, potasyum nitrat kullanmislardir.

Maksimum PHB sentezi mannitol ve glisinli ortamda bulmuslardir [75].

Saadettin ve digerleri yapmis olduklar1 ¢alismada Bacillus sp. bakterilerinin farkli karbon
ve azot kaynaklarinda PHB iiretimleri incelemislerdir. En yiiksek PHB verimi glisin,

siikroz ve proteaz pepton iceren besiortamlarinda tespit edilmistir [71].

Pal ve digerleri, Bacillus thuringiensis 1AM 12077 susuyla farkli azot-karbon
kaynaklarinda PHB {iiretimini arastirmislar ve en yiiksek PHB iiretimini ksilozlu (1,2 g/1)

ve NaNOs’l1 ortamda (0,983 g/1) bulmuslardir [68].

Gomaa, Bacillus subtilis AJ-3 ile PHB iiretiminde seker kamisi pekmezinin farkli
konsantrasyonlarint  denemis ve maksimum PHB verimini %6’lik  melas
konsantrasyounuda elde etmislerdir. Farkli azot katynaklar1 olarak amonyum kloriir, maya
ekstresi, pepton, malt ekstresi, et ekstresi, kazein proteaz pepton, soya fasulyesi unu, misir
coOzeltisi, iire, amonyum siilfat, amonyum nitrat, amonyum oksalat, diamonyum hidrojen

fosfat, amonyum molybidate, sodyum nitrat, potasyum nitrat, asparagin, sistein ve glisin
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kullanmistir. Amonyum siilfatin biiylime ve PHB iiretimi (36,98 g/1) i¢in en iyi destekei
oldugu bildirilmistir [27].

Zhang, Sun, Wang ve Geng Bacillus megaterium R11 susu ile PHB iiretiminde dogal
karbon kaynagi olarak palmiye demeti hidrolizati kullanmiglardir. Ortama fakli azot
kaynagi olarak da (NH4),SO4, tripton, pepton, maya ekstrakti, NH4Cl eklemislerdir. Bu
diizenege gcre tiim azot kaynaklarinda %40-46 arasinda PHB birikimi tespit etmislerdir

[76].

Rohini, Phadnis ve Rawal, Bacillus thuringiensis R1 ile en yliksek PHB verimini gliserollii
ortamda (1,4 g/l ve %34,18), en diisiik etanol ve laktik asitte gozlemlemislerdir [70]. Liu
ve digerleri Bacillus shackletonii K5 ile gliserolun tek karbon kaynagi olarak kullanildig

ortamda PHB veriminin %52,3 oraninda oldugunu tespit etmislerdir [42].

Raza, Yang, Faheem ve Yousaf, B.subtilis ATCC 6633 ile PHB veriminde C-N kaynaklari
ve agir metal etkisi incelenmiglerdir. En etkili karbon kaynagi D-mannitol; azot kaynagi
glisin olarak tespit edilmistir. PHB veriminde metal iyonlarimin etkisini aragtirmak i¢in
mannitol-glisin besiortamima Zn"" iyonu i¢in ZnSO,, Mn™" iyonu i¢in MnSO, ve Ni*"
iyonu igin NiCls ilave etmislerdir. PHB veriminde en etkili metalin Ni** iyonu oldugunu

bildirmislerdir [65].

Glingdrmedi, Bacillus megaterium XyC6’da PHB verimini artirmak amaciyla farkli karbon
kaynaklarim (glikoz, fruktoz, mannitol, gliserol, nisasta ve maltoz) kullanmis ve PHB
verimlerini glikoz %38,38; maltoz %12,9; siikroz %44,94; nisasta %28,99; gliserol
9%36,04; fruktoz %?27,09; mannitol %36,31 olarak tespit etmistir [60].

Singh ve digerleri, 6 farkli Bacillus sp. susu ile farkli karbon kaynaklarinda (glikoz, laktoz,
siikroz, maltoz, fruktoz) PHB iiretimini incelemisler ve B. thuringiensis EGU45 susunun

glikozlu ortamda en yiiksek PHB {irettigini (%50) bildirmislerdir [24].

C/N orami: C/N oram1 PHB birikimi i¢in baglica kriterlerdendir. Sinirlanan azot
konsantrasyonu mikroorganizmalarin biyolojik aktivitelerini yavaslatmakta ve azalan
mikrobiyal biiyiime katsayilar1 ile mikroorganizma konsantrasyonunun azalmasina yol

acmaktadir. Azot smirlamast PHB iretimi icin iyi bir strateji olabilir fakat
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mikroorganizmalarin ihtiya¢ duydugu minimum azot kaynaginin sisteme verilmesi
onemlidir. Maksimum verimde PHB iretimi icin makrobesinlerden olan azotun
mikroorganizmalarin yasamlarini devam ettirecek kadar minimum seviyede kullanilmasi
iyi bir stratejidir. Azot sinirlanabilecegdi gibi fosfor, siilfiir, potasyum gibi elementler de

siirlanabilir [9, 49].

Aydogmus kesikli biyoreaktor sitsemi kullanarak farkli karbon/azot oranlarinda aktif
camurun PHB verimini incelemistir ve ortama amonyum eklenmediginde PHB miktariniin
azaldigim bildirmistir. Polimer depolama veriminin amonyum arttik¢a tersine azaldigini,
biiylime veriminin arttigin1 vurgulasmislardir. C/N oranin ise 100 (mg-C/mg-N) oldugu

kosullarda PHB veriminin (%34,6) maksimum oldugunu tespit etmislerdir [9].

Tamdogan ve Sidal Bacillus subtilis ATCC 6633 ile farkli C/N oranlarim1 (0,5-2,5)
incelemis ve 2,5 C/N (glikoz/glisin)’nin maksimum PHB sentezi i¢in uygun oldugunu

tespit etmislerdir [75].

Zhang ve digerleri ise Bacillus megaterium R11 ile maksimum PHB veriminde C/N

oranini 15:1 (palmiye demeti: tripton) olarak tespit etmisleridir [76].

Diger sartlar ( inkiibasyon siiresi, pH ve inkiibasyon sicakligi): Kiiltiirasyon sicakligin PHB
iretimini etkileyen 6nemli kosullardan biridir. Cok diisiik ve yiiksek sicakliklarda istenilen
verimler elde edilememektedir. Bunun en Onemli nedeni yiiksek/diisiik sicakliklarin
enzimlerin ¢alismasi i¢in gerekli optimum sicakliklarin asilmasidir. Ayn1 durum pH i¢in de
gecerlidir, her enzimin calisabilcegi bir pH araligi ve optimum pH’1 vardir. Iyi bir verim
icin optimum pH’a yakin ¢alisilmalidir. Bir diger 6nemli sart ise inkiibasyon siiresidir.
Bakterinin yas1 boliinme hizi iizerinde dogrudan etkilidir. Belirli siire inkiibe edilme,

boliinmek i¢in gerekli enzim vb. sartlarin olusmasi i¢in gereklidir.

Hamieh, Olama, ve Holail yiiksek PHB veren B. thuringiensis susunun pH 5,5 iken

maksimum PHB verdigini bildirmistir [77].

Gomaa, Bacillus subtilis AJ-3’nin maksimum PHB iiretimi i¢in optimum sicakligi 35°C
bulmustur. Asilama konsantrasyonu %8 ¢iktiginda %82,99; pH 7°de %83,56 PHB verimini
bildirmislerdir [27].
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Tamdogan calismasinda Bacillus subtilis ATCC 6633 susu i¢in optimum sicakligi 30°C,
inkiibasyon siiresini 24 saat ve pH’17 (10,4981 ng/ml) tespit etmislerdir [31].

Shalin, Sindhu, Binod, Soccol ve Pandey, B. firmus NII 0830-L. delbrueckii NII 0925
karigik kiiltiirii icin glikozlu ortamda maksimum PHB iiretimini 42. inkiibasyon saatinde
(%48 PHB) tespit etmistir. Asilama oraninin etkisi i¢cin maksimum PHB verimi (%56), B.
Sfirmus MSE 0830: L. delbrueckii NII 0925 oran1 1:1 oldugunda gozlenmistir [78].

Glingdormedi, Bacillus megaterium XyC6 melas ortaminda maksimum PHB iiretimi %
75,62 PHB verim ile pH 6 ve 35°C’de gozlenmis. belirlemistir. Inkiibasyon siiresi
denemelerinde 48. saatte % 72,19 ve 60. saatte % 78,63 PHB verimi tespit etmis; 48.
saatten sonra PHB {iiretimindeki artis diisiik, zaman kayib1 fazla oldugundan en uygun

sirenin 48. saat oldugunu bildirmistir [60].

Bhuwal ve digerleri, Bacillus sp. NA10 ile C/N oraninin yiiksek olan karton endiistrisi
atik suyunun degerlendirilmesinde ¢alismistir. Optimum kosullar1 35°C, 72 saat ve 7,5

(4,56 g/1 PHB) bulmustur [28].

Raza ve digreleri, B. subtilis ATCC 6633 ile optimum sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi
incelemistir. Bu sus i¢in optimum inkiibasyon siiresi, 30°C’de 48 saat (50,4 mg/l PHB ve
%7,52) , inkiibasyon sicaklig1 (48 saat inkiibasyon ile) 30°C, optimum pH 7°de (51,9 mg/I-
9%7,75) bulunmustur [65].

Liu ve digerleri, Bacillus shackletonii K5 hiicre kiiltiirii ve PHB {iiretimi i¢in en uygun pH

degerini 7 olarak bildirmislerdir [42].

3.4.1. PHB iiretimi icin ucuz kaynaklar

PHB petrol tiirevleri plastiklere gore maliyetli olmasi sebebiyle genis kullanim alanina

ulasamamistir. Bunun sonucu olusan fiyat dagilimi Cizelge 3.7 de goriildiigii gibidir.
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Cizelge 3.7. Sentetik (petrol tiirevli) ve biyobozunur plastiklerin fiyat karsilastirmasi [79]

Tiir Fiyat ‘
Sentetik plastikler <1€/kg
Polilaktik asit (PLA) 2-4 €/kg
Polihidroksialkonatlar >5 €/kg

Bu fiyatin diisiiriilmesi icin cesitli alternatifler mevcuttur. Bunlardan ikisi eldeki kiiltiiriin
gelistirilmesi ve proses sisteminin iyilestirilmesidir. Bu iki alternatif de yatirnm ve Ar-Ge
isteyen yontemlerdir. Bir diger yontemse saf kiiltiir yerine karisik kiiltiir kullanimidir. Bu
yontem kolay uygulanabilir ve maliyeti diisiiriir ancak, diisik PHB verimine neden olur
[79]. En maliyetsiz ve basit yontem ise ucuz hammaddelere yonelmektir. Ciinkii PHB
tiretiminde oOzellikle kullanilan pahali hammaddelerle %?20-50 arasinda toplam {iriin
fiyatinin iistiine maliyet eklenmektedir. Bu maliyeti diisiirmek icin substrat olarak dogal
iiriinler, endiistri ve tarim atiklar alternatif kaynaklardir [64]. Her y1l biiyiik miktarda tarim
ve gida isleme sanayisinden gelen bu atiklar PHB iiretimi i¢in potansiyel yenilenebilir
hammaddeyi temsil eder. Bu degerlendirme substrat maliyetini diisiirdiigii gibi atik bertaraf

maliyetini de diistiriir [53].

Bitkisel kaynaklar

Soya fasulyesi yagi, hurma yagi, palmiye yagi, bugday/pirin¢ kepegi ve misir yagi gibi
bitki yaglart PHB iiretimi i¢in arzu edilen karbon kaynaklaridir. Bunlar cogu sekere gore
nispeten daha ucuzdurlar. Sekerlere kiyasla agirlik basina daha yiiksek C igerigine sahip
bitkisel yaglar hem hiicre biyokiitlesinde hem de PHB iiretiminde daha yiiksek verim

saglamak iizere ongoriilmislerdir [53, 80].

Giineydogu asyada en bol bulunan ekin yag palmiyesidir. Bu ekin %50 oraninda seliiloz,
%20 oraninda hemiseliiloz igerir. Seliilloz ve hemiseliiloz, glikoz ve ksiloz gibi sekerlere
kadar hidroliz edilebilir. Zhang ve digerleri Bacillus megaterium R11 ile hidrolize palmiye
demetinden PHB iiretmistir. Eklenen farkli azot kaynaklar1 (tripton, pepton, maya
ekstrakti, NH4Cl) ile tiim ortamlarda PHB iiretilebilindigi ve verimin %40-46 arasinda
oldugu bildirilmistir [76].
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Gouda, Swellam ve Omar; Misir’da yaygin olan seker kamisi melast (SKM) ve misir
kocani surubunu (MKS) kullanarak Bacillus megaterium ile PHB iiretmeyi denemislerdir.
C kaynagi olarak %2’lik SKM’1n %46,5 PHB ile en iyi verimi verdigini tespit etmisleridir.
Ortamda %2 SKM varken ilave edilen N kaynaklari (amonyum kloriir, bugday kepegi ve
MKS) icinde amonyum Kkloriiriin, PHB birikimi i¢in en iyi (%40) kaynak oldugu ve
MKS’da verimin %33 olarak tespit edildigi bildirilmistir. Bunun yaninda bugday
kepeginin timit verici sonuclar verdigine de deginilmistir. %2 SKM ile farkli yiizdeli MKS
denemesinde maksimum PHB verimi %3’lik MKS’da, en iyi hiicre biiylimesi ise %1’lik
SKM’inda goriilmiis ve MKS bu calismada ucuz ve iyi bir karbon kaynagi olarak
adlandirilmistir [80].

Gliserol

Gliserol biyodizel iiretimi sirasinda ortaya ¢ikan ve palmiye yagi rafine siirecinin bir yan
iriindiir. Bir nemlendirici olarak kullanildigi gibi agiz bakim {iriinleri, tiitiin, kozmetik,
gida ve icecek gibi bazi uygulamalarda da plastiklestirici olarak da kullanilir. Bazi
mikroorganizmalar tarafindan PHA {iiretimi i¢in cazip bir karbon kaynag: olarak biiyiik bir

potansiyele sahiptir [42, 52].
Rohini ve digerleri Bacillus thuringiensis R1 ile PHB birikimini incelemislerdir. i¢inde
maya eksrtakti, pepton, Na,HPO, ve MgSO, olan ortama gliserol ilave edildiginde

gliserollii ortamda maksimum PHB birikimi (1,4 g/l ve %34,18) gozlemlenmistir [70].

Diger dikkat cekici yenilenebilir kaynaklar

Peynir alt1 suyu, ksiloz, pancar melasi, seker kamist melasi, etanol ve hurma surubu diger
karbon kaynaklan iizerinde yapilan ¢alismalar, farkli bakteri kullanilarak yapilmistir [53,
80]. Kavun atig1, elma artig1, bezelye kabugu ve domates artig1 gibi kaynklarin kullanimi1

da mevcuttur [24, 59].

Farkli konsantrasyonlarda etanol gibi diisiik alkol ilavesinin etkisi de arastirilmis. Melas
ortami etanol ile takviye edildiginde, biiylime ve PHA iiretimi {izerinde uyarici bir etkisi
olmus. PHA iiretiminde etanol uyarici etkisi etanol ucuz ilave karbon kaynagi olarak PHA

tiretimi i¢in kullanilabilir oldugunu gostermis. Etanol biiyiik dlgiide ¢ok hiicre biiylimesi
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icin gerekli olan manganez, demir ve ¢inko tolerans diizeylerini artirir ve besin dengesini
saglar. Etanol konsantrasyonuna de fazla artis ile biiyiime ve PHA iiretiminde bir azalma
meydana gelmistir. Bunun nedeni bu ortamda yiiksek etanol konsantrasyonda bakteriyel

metabolizmay1 rahatsiz etmesinden kaynaklaniyor olabilecegini bildirmislerdir [27].

Melas ve misir kocani surubu vitamin ve diger bilesenleri de biinyesinde bulunduruyor.
Seker kamis1 melas1 C kaynagi; misir kocani surubu N kaynagi agisindan daha zengindir

[80].

Melas ucuz PHB iiretimi i¢in kullanilabilen bir karbon kaynagi olmasinin yan sira icerdigi
vitaminler ve mineraller ile biiyiime faktorii kaynagi olarak da kullanilmaktadir. Melas %4-
11 arasinda inorganik bilesikler (potasyum, sodyum, demir, siilfat, magnezyum, kalsiyum,
kloriir ve fosfat) icermektedir. Pancar melasinda genellikle potasyum orani yiiksektir.
Melasta B grubu vitaminler de vardir. Bacillus sp.’lerin melas gibi ucuz substratlarda hizli

bir sekilde biiyiidiikleri tespit edilmistir [6, 7].

Bacillus'larin amilaz ve proteinaz enzimlerinin varlifi nedeniyle gida atik sularindan
faydalanabilecegini bildiren Law, Leung, Lawford, Chua, Lo ve Yu aktif camurdan izole
ettikleri Bacillus sp. suslarim1 arpa ve soya atik suyunda gelistirerek PHB verimlerini
arastirmiglar ve susglardan HF-1'in atiklar kullamildiginda %19,22 HF-2'nin ise %10,18
PHB verimine ulastigini bildirmislerdir [82].

Bhuwal ve digerleri, karbonhidratlarca zengin ama azot acisindan fakir olan karton
endiistrisi atik suyunu degerlendirmek i¢in Bacillus sp. NA10 ile PHB iiretimini
arastirmislardir. Bu su C/N oranmnin yiiksek olmasi sebebiyle PHB iiretimi i¢in uygun bir
ortam saglayarak %100 atik konsantrasyonu maksimum PHB birikimi vermis (34 g/l PHB
ve 7,4 g/l biyokiitle). Arastirmacilar seyreltmenin PHB’yi olumsuz etkiledigini

bildirmislerdir [28].

Sathiyanarayanan, Kiran, Selvin ve Saibabad; Hindistan’daki atik sorunlarindan olan
tapyoka (tropik bolgelere 6zgii manyok bitkisinin nisastali koklerinden hazirlanan yiyecek
maddesidir ve puding ve ¢orba yapiminda kullanilir) sanayi atiklari, palmiye sekeri, hourse
gram unu (yem ve gida i¢i Hindistan’da yetisen bir tropikal baklagil), bugday kepegi,

piring kepegi, mandira, bira fabrikasi ve mango kiispesi gibi endiistriyel atiklart PHB
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tiretimi icin kullanmislardir. Tapyoka sanayi atigim Bacillus megaterium MSBNO4 icin
%52 PHB birikimi ile en uygun kaynak olarak belirtmislerdir. Tapyoka atig1 ile iiretimin
optimizasyonu icin palmiye sekeri, bugday kepegi, pirin¢ kepegi gibi karbon kaynaklarinin
bu sartlardaki etkileri arastirilmistir. Palmiye sekerinin PHB iiretimini arttirdigi ve en iyi
ek C kaynagi oldugu gozlenmistir. Cesitli endiistriyel atiklara palmiye sekerinin
eklenmesiyle tapyoka sanayi atifi %3535, nisasta sanayi atikg1 %52 PHB verimi vermistir. N
kaynagi olan hourse gram unu ve tapyoka sanayi atiklari beraber kullanildiginda PHB

miktrarinda artig oldugu bildirilmistir (%55) [64].

Tatlican, calismasinda halofilik arke izolatlarinin PHB iiretimini ucuz karbon kaynagi
olarak ¢oOziinebilir saf nigasta, misir nisastasi, sakaroz, peynir alti suyu, domates artigi,
elma artif1 ve kavun artif1 olan ortamda incelemistir. Karbon kaynagina gore maksimum
PHB verimlerinin sirasiyla sakkarozda % 4,11; peynir alti suyunda %47,69; kavun
artiginda %21,19; elma artiginda %15,25; domates artiginda %31,17; misir nisastasinda
%53,14 oldugu bildirmistir [59].

Singh ve digerleri, yaptig1 calismada Bacillus EGU45 susu ile Hindistan icin biiyiik bir atik
olan bezelye kabugunun karbon kayag oldugu besiortamida PHB iiretimini
incelemislerdir. Maya ekstrakti-mikroelement igceren ortam (azotlu ortam) ve maya
ekstrakti-mikroelement-kasein (kaseinli ortam) iceren otama bezelye kabugu bulamaci
ilave edildiginde azotlu ortam kaseinsiz ortamda B. thuringiensis EGU45 510 mg/l ve %25
PHB ile en iyiyken; kaseinli ortamda 1205 mg/1 ve %55 PHB en iyi olmus [24].

Gilingormedi, ¢alismasinda, Bacillus megaterium XyC6 tiiriinde PHB {iiretiminde karbon
kaynagi olarak melas, vinas, zeytin kara suyu ve peynir alti suyunu denemistir. Denenen
karbon kaynaklarina gore iiretilen PHB miktarlart; melas %48,7, zeytin kara suyu %0,61,
peyniralti suyu %0,76 ve vinas %1,03 olarak bildirilmistir [60].

Hamieh ve digerleri, B. thuringiensis ile PHB {iretiminde sanayi yan {iriinlerini
kullanilmistir. Calismada 5 farkli ortami kullanilmis: 1. ortam (peyniralti suyu-pepton-
maya ekstrakti), 2. ortam (peynir alti suyu-pepton-siikroz), 3. ortam (peyniralti suyu-
pepton-maya ekstrakti-glikoz), 4. ortam (hurma pekmezi-nutrient brotht) ve 5. ortam
(hurma pekmezi-glikoz -nutrient brotht). En yiiksek PHB miktar1 (50 ml’de 0,367g) 4.
ortamda tespit edilmistir [77].
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Singh ve digerleri, B. subtilis NG220 bakterisinin seker endiistri atik suyundaki PHB
tiretimi incelemislerdir. %100 (seyreltmesiz) seker endiistrisi atik suyunda maksimum
4,928 g/l PHB elde etmislerdir. PHB optimizasyonu i¢in ekstra karbon (dektroz, ksiloz,
siikroz, ramnoz, manitol, maltoz, laktoz, mannoz, galaktoz, nisasta, rafinoz) ve azot
kaynag (iire, tripton, peptone, (NH4)>SO4, NH4Cl, (NH4)H,PO4, (NH4);HPO4, NH4S,03)
eklenerek deneyi tekrarldiklarinda maltoz ve (NH4),SO4’1n en iyi PHB birikimini veren

ilave oldugunu tespit etmislerdir [26].

Hamid, talas atigindan seliiloz ekstrakte edilip B. cereus tiirii tarafindan karbon kaynagi
olarak kullanimi ile PHB iiretimi incelenmistir. Calismada %1,29-3,42 arasinda PHB
birikimi tespit edilmis ve odun talasindan diisiik verimli olsa da PHB iiretimin miimkiin

oldugunu bildirmistir [83].

Cesitli bitkisel yag ve atiklardan PHB iiretimi i¢in kullanilan bakteriler Cizelge 3.8’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.8. Bitkisel yag ve atiklardan PHB tiretimi i¢in kullanilan bakteriler [53]

Tiirler Substrat % PHA icerigi
Alcaligenes latus Soya atig1, malt atig1
DSM 1124 7
Bacillus megaterium Pancar atig1, hurma surubu ~50
Burkholderia sp. Palmiye yagi tiirevleri, yag asitleri, gliserol .70

USM (JCM 15050)

Hint yag, hindistan cevizi yagi, hardal yagi,

Comamonas ]

pamuk tohumu yagi, yer fistig1 yagi, zeytin 79-88
testosteroni

yagi, susam yagi
Cupriavidus necator Kiispe hidrolisatlar 54

Ham hurma c¢ekirdegi yagi, zeytinyag,

aycicegi yagi, hurma c¢ekirdegi yagi,
Cupriavidus necator

H16 kizartma yagi, hurma oleini, ham hurma 65-90

yagi, hindistan cevizi yag + sodyum

propionat
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Cizelge 3.8. (devam) Bitkisel yag ve atiklardan PHB iiretimi i¢in kullanilan bakteriler [53]

Tiirler Substrat % PHA icerigi
Cupriavidus necator Atik gliserol
DSM 545 %0
Rekombinant Hurma c¢ekirdegi yagi, hurma oleini,
Cupriavidus necator ham hurma yag1, palmiye asit yagi 10-50
Recombinant Soya yagi 6

Escherichia coli

Pseudomonas aeruginosa Palmiye yag1

39
IFO 3924
Pseudomonas aeruginosa Atk kizartma yagi -
NCIB 40045
Pseudomonas guezennei  Hindistancevizi yagi
biovar. tikehau .
Thermus thermophilus Peynir alt1 suyu
HBS 3

3.5. PHB Biyosentezi ve Biyobozunmasi

Bakteriler ii¢ biyosentetik enzim ile PHB’ye doniistiiriilen asetil-koenzim-A iiretir [10].
PhaCBA kiimesi iiclii protein kodlar: asetil-CoA dan asetoasetil-CoA sentezini katalize
eden PhaA (b-ketotiyolaz), asetoasetil CoA’y1 (R)-3-hidroksibutiril-CoA'ya stereospesifik
olarak azaltan PhaB (NADPH-oksidorediiktazi) ve biiyiiyen polimer i¢inde (R)-3-
hidroksibutiril-CoA'dan enantiomerlerinin katiliminmi tesvik eden PhaC (PHB polimeraz)

[62].

IIk asamada, 3-ketotiyolaz (PhaA) asetoasetil-CoA olusturmak igin 2 asetil-CoA
molekiiliinii birlestirir. Asetoasetil-CoA rediiktaz (PhaB), NADH tarafindan asetoasetil-
CoA 3-hidroksibutiril-CoA’ya indirilmesini saglar. Son olarak, PHB sintaz (PhaC) 3-
hidroksibutiril-CoA’y1 PHB’ye polimerize eder, Koenzim-A aciga c¢ikar. Enzim

polimerizasyonu i¢in sadece (R) izomerleri substratlar olarak kabul edilir [10].
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Hiicre icinde PHB birikiminin artmasi i¢in, yiiksek NAD(P)H, yiiksek asetil-CoA ve diisiik
serbest CoA diizeyinin olmas1 gerekmektedir [10].

Normal bakteri iiremesi sirasinda, 3-ketotiyolaz (PhaA) Krebs dongiisiiyle cikan serbest
koenzim-A tarafindan inhibe edilir. Ancak Krebs dongiisiine, asetil-CoA girisi sinirl
oldugunda (karbon olmayan besin smirlamast sirasinda), fazla asetil-CoA PHB

biyosentezine kanalize olur [10].

Iki ilave protein, PhaZ ve PhaP (phaZ ve PhaP gen iiriinleri), ayrica PHB graniillerinin ya
katabolizmasina (PhaZ) ya da stabilizasyona (PhaP) katilirlar. PhaZ bir depolimeraz olup
(R) polimerden (ya da dimerlerden daha uzun oligomerlerden) R-3-hidroksibiitirat
birakiminmi katalizler. PhaP (phasin) graniillere baglanarak PHB iiretimini arttiran diisiik
molekiil agirlikli bir proteindir [62]. PHB fazla karbon icin bir depolama bilesigi
oldugundan, bu mikroorganizmalarin saklanan karbon kurtarmak i¢in bir depolimerizasyon
sistemi ile donatilmistir dogaldir. PHB nin cesitli arastirma gruplar tarafindan incelenmis
ve detayli gozden gecirilmis dongiisel metabolizmasi i¢in genel bir sema Sekil 3.6’da

gosterilmektedir [84].

Asetik asit §ekerler Yaﬁ asitleri Bitirik asit
Krebs ’ 1,
Cevrimi g Aceryl-CoA Butyryl-CoA

Acetoacetyl-CoA ...‘7- (5)-3-Hydroxybutyryl-CoA

-6

(R)-3-Hydroxybutyryl-CoA
Ph;ﬂ[_f Acetoacetic acid

I- (R)-3-Hydroxybutyric acid
Phuz

Sekil 3.6. Bakterilerde PHB biyosentez ve bozunmanin dongiisel metabolik dogas1 [84]
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PHB’larin  Onemli bir 0zelligi biyolojik olarak  bozunabilirligidir. Dogadaki
mikroorganizmalarin PHA hidrolazlar ve PHA depolimerazlar kullanarak PHA’lari
parcalayabilmesi miimkiindiir. Bu enzimlerin aktiviteleri polimer kompozisyonu ve ¢evre
kosullarina baghdir ve degisebilir. PHB nin bir par¢asinin bozunma hizi katki maddesine
gore tipik olarak birka¢ ayla (anaerobik kanalizasyon) yillar (deniz suyunda) arasindadir.
UV 15181 bozulmayi hizlandirabilir [10]. PHB malzemelerin biyolojik olarak bozunma hizi
bircok faktore ozellikle de ¢evre ile ilgili (sicaklik, nem seviyesi, pH ve besin kaynagi) ve
bu PHB malzemelerinin kendileri ile ilgili (bilesim, kristal, katki maddeleri ve yiizey alani)
faktorlere baghdir. Bozunmanin enzimatik hidroliz (ylizey erozyonu) tarafindan yiizeyde

meydana geldigi ortaya konulmustur [84].

Bir¢ok hiicre dis1t PHB depolymeraz farklt mikroorganizma saflastirilmis ve karakterize
edilmistir [84]. PHB depolimeraz tarafindan PHB i¢in kristal bolgenin enzimatik bozunma
mekanizmasi aydinlatmak i¢in, bakteri ve mantar izole PHB depolimeraz ile PHB tek

kristal enzimatik olarak parcalanmasi incelenmistir (Sekil 3.7).

e e P e Y

F{3HB) singl= crystal

Linker

region

M orplicn & 3 Hydrolysi= of single crysial
Catalytic Binding by binding domain by catalytic domain
domain domain

PHE depolymeraese

Sekil 3.7. P(3HB) tek kristal morfolojisi; (b) P(3HB) tek kristalinin tiim yiizeyi iizerine
depolimeraz PHB baglanmasi ve (c) P(3HB) kristal kenarimin enzimatik
hidrolizi [84]

PHA’larin biyouyumlu olusu yani canli organizmalar iizerinde toksik etkileri olmadigi
kanitlanmistir. PHA sentezi ve biyolojik ayrisma karbon dongiisii tamamen uyumludur

(Sekil 3.8) [10].

PHB’nin aerobik ortamda bozunma iirunleri karbondioksit ve su iken anaerobik ortamda

1se metandir [10].
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Karbon kaynaklar Giines 1181

(sekerler, lipidler)
o \ /
CO=z

Sistemi

Ekstraksiyon

Kompozlastirma
Saflastirma

PHA Biyoplastik
liriinler

‘-—-—_—/

Geridoniisim

Sekil 3.8. PHB'nin biyodongiisii [10]

PHB’in bozunmasinda topraktaki bazi gram negatif mikroorganizmalar, gram pozitif
basiller, steptomycetler ve kiif mantarlar1 gorev alir. Alcaligenes faecalis, Pseudomonas
lemoignei, Pseudomonas stutzeri, Comamonas sp., C. acidovorans, C. teststeroni ve

Streptomyces exfoliatus 6rnek olarak sayilabilir [10].

Memeliler icinde, polimer yavas hidrolize edilir. Farelere uygulanan implant
uygulamasindan 6 ay sonra, implattaki kiitle kayb1 %1,6 (% w/w)’dan daha az olmustur
[10].

Shalin ve digerleri, PHB ’nin biyobozunmasi iizerine ¢alismislardir. 6 farkli polimerlerden
hazirlanan karistm kullanilmis: PHB film, PHB-PLA, PHB-TS (termoplastik nisasta),
PHB-PLA-TS, PHB-PEG-TS. Termoplastik nisasta (TS) 50:50 PHB ile karistirilmistir.
PHB-PLA-TS i¢in PHB ve PLA 50:50 ¢oziilmistir. TS oram1 50:50 karnistirilip elde
edilmistir. PHB-PEG-TS icin PHB ve polietilen glikol (PEG) 50:50 kloroform icinde
¢oziilmiis. TS 50:50 karistirilip elde edilmistir. Asgari ortam elde edilmis, L. delbrueckii
MSE 0925 saf kiiltiirleri ve % 2 siit endiistrisi camurundan konsorsiyum asilanmistir. Steril
filmler ortama konulmus ve 30°C'de 7 giin siireyle inkiibe edilmistir. 7 giin sonra, PHB-
PEG-TS en c¢ok bozulmay1 gostermis, onu PHB-PLA-TS izlemistir. Saf PHB filmi hig
bozulma gostermemistir. PHB karisimlari, saf PHB filmden daha iyi ve daha fazla bozulma

gostermigtir. Ayrica organizmalarin bir konsorsiyumunun tek bir organizmadan daha hizli
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bozulumla sagladig: tespit edilmistir. PHB karisimlarinda biyolojik bozunmasi ¢alismalari

%87 bozulmasina gostermistir [78].

Resim 3.2. Elektron mikroskobu ile karisik kiiltiirdeki PHB-PEG-TS taramas1 A)Kontrol
B) 5 giin sonra C) 10 giin sonra D) 15 giin sonra E) 20 giin sonra [78]

3.6. Kullanim Alanlar1

Biyoplastikler yeni olarak goriilse de aslinda 19. yy baslarinda sadece sekerleme ambalaji

olarak kullanilmig ama ek maliyet getirdiginden ¢ok da onemsenmemistir [8].

Biyoplastik iiretimi, %30’luk yillik biiylime oran1 %5 olan geleneksel plastiklerden daha
hizl1 bir biiyiime oranina sahiptir. Aragtirmalar iiretim miktarinin 2020’de 3,45 milyon tona
erisebilecegi yoniindedir ve yillik ortalama biiylime oram1 2013’den 2020 yilina kadar %6
olarak belirlenmistir. Uretim ve tiiketim miktarlar1 karsilastirildiginda iiretimin talebi
karsilayamadig soylenebilir. Ayrica biyoplastik endiistrisinin 2020 yilina kadar 20 milyar

dolar degerinde olabilecegi tahminler arasinda yer almaktadir [8].

Cizelge 3.9°da 2011 yili itibariyle biyoplastiklerin kullanildigi sektorler paylan ile

gosterilmektedir.
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Cizelge 3.9. 2011 yil1 itibariyle biyoplastiklerin kullanildig: sektorler [8]

Diger; %3,00
Tarim sanayisi; .
%13,00 Amballa.j
‘ sanayisi;
%17,70
Teknik
uygulamalar;

%14,40 e
Tuketici
tirtinleri;

Tagima %17,90
¢antalari;
%4,10
Yiyecek-icecek Sise sanayisi;
sektorii; %6,90 v %15,00
In;fat-yaplwgazun tik -eczacilik;
%3,20 torbalar; %3,10 %1,70

Sekilden de goriilecegi iizere en yaygin kullanim ambalaj sanayi ve kozmetik, oyuncak

gibi sanayilerin yer aldig tiiketici iiriinleri segmentidir.

ICI tarafindan tiretilen PHB baslangicta boyle Wella -Almanya tarafindan sampuan siseleri
ve ambalaj malzemeleri gibi giinliik esyalar1 yapmak icin kullanildi. O zamandan beri, esas
olarak, aligveris posetler, kaplar ve kagit kaplama ambalaj filmleri olarak gelistirilmistir.
Jilet, mutfak esyalari, cocuk bezleri ve ambalajlari, kadin hijyen {iriinleri, kozmetik kaplar
ve bardak gibi biyolojik olarak pargalanabilir tek kullanimlik iiriinlerde siklikla kullanilir.
PHB yazdirma wuygulamalari icin tonerlerde ve yapistirict uygulamalarinda da
kullanilmigtir. PHB giiniimiizde P & G, BioMers, Metabolix ve Wella gibi uluslararasi
sirketler tarafindan cesitli bakteriler kullanilarak ticari olgekte iiretilebilmektedir [8, 10,

56].

Yavas salinim icin giibre kapsiillenmesi, tohum kapsiilleme, ekin korumasi olarak biyo-
bozunur plastik filmler ve sera tesisleri i¢in biyolojik olarak parcalanabilir kaplar1 iceren

potansiyel tarim uygulamalaridir [10].

Cok sayida da tibbi uygulamalar vardir. Tip alaninda en 6nemli avantaji, bir biyobozunur
plastik insan viicudunun igine yerlestirilebilir olmasi ve yeniden cikarilmasina gerek
olmamasidir. PHB’nin ¢esitli kompozitleri 6zel fizyolojik kosullar altinda arzu edilen

zaman dilimlerinde i¢cinde olumlu mekanik 6zellikleri, biyouyumluluk ve bozulma siireleri
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saglar [56]. PHA ideal bir biyouyumlulugu vardir ciinkii hiicre metabolizmasinin bir
triintidiir ve ayrica, 3-hidroksi butirik asit (bozunma iiriinii) 0,3-1,3 mmol/l arasindaki
konsantrasyonlarda kanda normal olarak mevcut bulunmaktadir [10]. Gram (-) bakterilerin
izole edilen polimerler dis zar lipopolisakarit (LPS) endotoksinleri igerir. LPS varligi
kuvvetli bagisiklik reaksiyonu neden olur ve bu nedenle, PHA’larin biyomedikal
uygulamalar i¢in istenmeyen bir durumdur. Gram (+) bakteriler LPS’ten yoksundur
dolayisiyla biyomedikal uygulamalar icin kullanilmak iizere potansiyel olarak daha iyi

kaynaklaridir [61].

PHB dikis ve dikis elemenlari, yamalar, ortopedik pimleri, yapisma bariyerleri, stentler,
adezyon bariyerleri, kemik kaplama sistemleri, eklem kikirdak onarim cihazlari, sinir
rehberleri ve kemik iligi, iskele malzemesi, cerrahi kafes, kardiyovaskiiler yamalar, olarak
kullanilir. PHA iskelelerinin ilging yonii ise, doku miihendisligi yardimiyla diizenlenmis
hiicreler destekleyici iskeleler ile implante edilebilir olusudur. Arastirma PHA
malzemelerinin kemik iyilesme islemlerinde yararli olabilecegini gostermektedir. PHB nin
cesitli kompozitleri 6zel fizyolojik kosullar altinda arzu edilen zaman dilimlerinde icinde

olumlu mekanik 6zellikleri, biyouyumluluk ve bozulma siireleri saglar [10, 56, 61].

FDA (Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan implant biyomalzeme olarak basarili
onay1 alan PHB ile yakinda daha fazla PHA-tabanli biyomalzemelerin klinik ¢alismalarina
yonelinmesi beklenmektedir [56]. Hedefli ila¢ salinimi i¢in simdiye kadar, sadece PHB ve

PHBYV incelenmistir [85].

PHA nanopartikiilleri (PhbP proteini) ¢ogunlukla hidrofobik ilaclar paketlemek igin
kullanilmigtir. Ligand PHAP-PHA 6zel ilag verme sistemi, in vitro ve in vivo olarak etkin

bir kanitlanmustir [85].

(R)-(-)-hidroksi karboksilik asitler, biiyiik oranda antibiyotikler, vitaminler, aromatikler ve
feromonlar gibi ince kimyasallarin sentezi i¢in kiral yap1 bloklar1 olarak kullanilabilirler.
Bir¢ok ilag, sadece bir kiral formda aktiftir ve bunlarin organik sentezinde bir ¢imento
blogu gibi kullanilir. Organik kimyada asimetrik sentez islemi i¢in enantiomerik saf
bilesikler revactadir. Bu gruptaki D-(-)-3 -hidroksibiitirik asit oldugundan saf maddelerin

eldesinde PHB'nin kullanilmasi 6nem kazanmaktadir [7].
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Bunun yaninda dosemelerde, halilarda da uygulanmaktadir. Biyoplastik kompozitler zaten

cep telefonlar: gibi elektronik iiriinlerde kullanilmaktadir [10, 56].
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4. DENEYSEL KISIM

4.1. Materyal ve Metod

4.1.1. Materyal

Bakteri
Yapilan calismalarda basil formlu Bacillus thuringiensis RSKK 381 susu kullanilmistir. Bu
sus T.C. Saghk Bakanhigi Tirk Halk Sagligt Merkezi’nden (Eski Refik Saydam

Hifzissihha) liyofilize formda temin edilmistir.

Kullanilan besiverleri

Temel minimal besiyeri olarak Merck marka nutrient broth (NB) ve yine Merck marka
nutrient agar hazir besi yerleri kullanilmistir. Kullanilan bu besi yerleri istenilen sarta ve
Olciiye bagh olarak iizerlerinde yazan oranlarda deiyonize su ile hazirlanmig ve 121°C 15

dakika otoklavda (HMC Hirayama HV-85L) steril edildikten sonra kullanilmistir.

Nutrient broth (Merck) igerigi; Nutrient agar (Merck) icerigi;
= 3 g/l beef ekstrakt = 3 g/l beef ekstrakt
= 5 g/l pepton = 5 g/l pepton

= 12 g/l agar-agar

Kullanilan kimyasallar

Gram boyamada kullanilan kimyasallar asagidaki sekilde hazirlanmistir [86];

Kristal violet: Kristal viyolet ve fenol kristali lizerine etil alkol yavasca eklenmistir.
- 1 gram kristal viyolet

- 2 gram asit — fenik kristali (fenol kristali)

- 10 ml etil alkol (% 96)

- 100 ml distile su
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Lugol: Tyot ile Kl iyice ezilip deiyonize su ile iyice karistiriimistir.
- 1 gram iyot

- 2 gram KI

- 300 cc distile su

%95 lik etil alkol

Safranin: Safranin deiyonize su icinde ¢ozdiiriilmiistiir.
- 0,25 gram safranin

- 90 ml distile su

Nile Blue yontemi i¢in Sigma marka Nile Blue Siilfat 0,01 g/ml olarak hazirlanmis, kati

besiortamina %1 oraninda ilave edilmistir.

PHB standart grafiginin cizilmesinde Sigma-Aldrich marka kimyasal PHB ve kloroform

kullanilmastir.

Farkli C kaynaklarinin incelenmesi icin Sigma gliserol, Merck glikoz, Carlo Erba ksiloz,
Sigma mannoz, Sigma D-mannitol eklenerek besiortamlar1 hazirlanmistir. Farkli N
kaynaklarinin etkisini incelemek i¢in Merck malt ekstrakt, Merck amonyum siilfat, Fluka
maya ekstrakti, Merck amonyum nitrat ve Fluka glisin eklenerek besiortamlari

hazirlanmastir.

Metal iyonlarinin etkisinin incelenmesinde Merck ZnSOs, Merck MgSO,, Surechem

Products NiCl; ve Sigma H3;BO; kullanilmustir.

Dogal hammadde olarak Gazi Universitesi Biyoloji Boliimii’'nden temin edilen Superdoll
marka organik giibre; Havsa Ziraat Odasi’ndan temin edilen Toros marka 20.20.0 kompoze

kimyasal giibre ve hayvan giibresi (koyun) kullanilmistir.
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4.1.2. Metod

Bakterilerin kimliklendirilmesi

Bakterilerin kimliklendirme islemi gram boyama yontemi ile Gazi Universitesi Biyoloji
boliimiinde yapilmistir. Gram boyama islemi i¢in 5 ml sivi besiortaminda 30°C‘de 24 saat
inkiibatorde (The NuAire DH AutoFlow NU-5500 CO,) inkiibe edilmis pH 7’deki kiiltiir
kullanilmigtir. Kimliklendirmenin yapilis yontemi Sekil 4.1°de gosterilmistir. Lamin
ortasina 1 damla su konup siv1 besiortamini ve bakteriyi iceren tiipten numune alinmistir.
Oze lame siiriiliip lam tutacakla bek alevine fazla yaklastirilmadan alevden gegirilerek lam
kuruyuncaya kadar beklenmis, gram boyamaya hazirlanmistir. Lamlar once 1 dakika
violette kalmig sonra ¢esme suyunda fazlasi yikanmigtir. Arkasindan lamlar 1 dakika
lugolde bekletilip tekrar ¢esme suyunda fazlast yikanmistir. Lamlarin iizerine alkol
damlatilip 10-15 saniye bekletilip yikanmistir. Bu islemden sonra lam {izerine safranin
dokiilerek 30 saniye beklenmis lamlar yikanmistir. Bir damla immersiyon yagi

damlatilarak lamlar mikroskopla incelenmistir.
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Sekil 4.1. Gram boyama yontemi (temsili) [86]

Bakterinin optimum bilyiime sartlarinin belirlenmesi

0,8 gram nutrient broth hassas terazide (Denver Instruments TP-214) tartilip pH 7°de 100
ml deiyonize suda ¢oziilerek sivi besiyeri hazirlanmistir. 1 giin inkiibatorde inkiibasyona
birakilan Bacillus thuringiensis RSKK 381 kiiltiirlinden alinan 30°C’deki aktif kiiltiir

hacimce %1 olacak sekilde steril edilen sivi besiortamina ekilmis sifir anindan baslamak
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lizere zamana karsi numune alinarak spektrofotometre cihazinda (PG Instruments Ltd -

T80+ UV/VIS) 600 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur.

Uygun pH i¢in erlenlere 100’er ml s1vi besiortam1 hazirlanmis ve erlenlerin pH degerleri
3-5-7-11 olacak sekilde 1M HCI, 1M NaOH ve pH metre (Hach EC30) ile ayarlanmistir.
Sterilizasyon i¢in erlenlerin agzi pamukla tikanip daha sonra folyoyla sarilmig ve 121°C’de
otoklavda (mode: agar) sterilize edilmistir. Aktif kiiltiirden ekilen bakterinin biiylime egrisi

cizilmistir.

Uygun inkiibasyon siiresi i¢cin pH 7°de 1-2-3 giinliik inkiibasyon siireleri denenerek

bakterinin biiylime egrileri cizilmisir.

Uygun inkiibasyon sicakligi i¢in pH 7’de 30 ve 37°C inkiibasyon sicakliklar1 denenerek

bakterinin biiylime egrileri ¢izilmistir.

Karistirma hizinin etkisinin incelenmesi i¢in 150 ml nutrient broth ortamina 30°C’de 2 giin
inkiibe edilmis aktif kiiltirden pH 7°de % 4’liik ¢ozelti hazirlanmis, karistiricilt 1siticida
(Ika C-mag HS7) 350 rpm ve 650 rpm karistirma hizlarinda 30°C biiyiime egrileri

cizilmistir.

PHB liretiminin tespiti ve boyanmasi

Bakterinin PHB iiretiminin tespiti Verma, Sindhu, Suneja ve Goyal [87]in ¢alismasi baz
alinarak Nile Blue A boyama yontemi ile yapilmistir. Nile Blue Siilfat 0,01 g/ml olarak
hazirlanmig, kati besi ortamina %1 oraninda ilave edilmistir. Hazirlanan besiortamina
sterilizasyon sonras1 onaktiflestirilmis kiiltiir ekilmistir. 30°C’de bekletilen petriler UV
kabin (Ultraviolet Viewer UV1 kabin) ile gézlenmistir.

PHB ekstraksiyonu icin sonikasyon siiresinin tespiti

5 ml steril besiyerine, kati1 agardan alinan 1 6ze bakteri ekilmis ve 30°C’de 2 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda 10 ml’lik s1v1 besiyeri olan steril sonikasyon tiipiine
%1 oraninda aktif kiiltiir ilave edilmistir. Logaritmik faz sonunda ultrasonikator (Bandalin

Sonoplus UW 2070) %94-95 giicte iken sonikasyon tiipii 5-7-10-12-15-20-25-30 dakika
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sonike edilmistir. Tiiplerden alinan ornekler petrilere ekilerek 1 giin 30°C inkiibe edilmis,

koloni sayimui ile bakterinin hiicre duvarinin parcalanma siiresi tespit edilmistir.

PHB ekstraksiyonu icin PHB standart grafiginin cizilmesi

10-30-60-80-100-150-200 pg/ml’lik PHB standartlari, Sigma-Aldrich marka kimyasal
PHB ve kloroform kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan bu standart drneklerinin 60°C’lik
etiivde (Niive FN 300) kloroformlar1 ugurulmustur. Kuruyan 6rneklere 5 ml saf siilfiirik
asit ilave edilmistir. PHB 1n krotonik aside doniigmesini saglamak icin 6rnekler 95°C’lik
calkalamali su banyosunda (Memmert WB 14 SV 1422) yarim saat bekletilmis, su
banyosundan alinan 6rneklerin oda sicakligina sogumasi beklenmis ve spektrofotometre

cihazinda 235 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur.

Dalga boyu, Pal ve digerlerinin c¢aligmasindan yola cikarak PHB’nin absorbans
taramasindaki en yiiksek adsorbans degeri bu dalga boyunda oldugundan sec¢ilmistir (Sekil

4.2) [68].
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Sekil 4.2. Konsantre siilfiirik asit i¢inde izole PHB'in UV absorpsiyon spektrumu [68]

PHB graniillerinin ekstraksivonu ve miktar 6lciimii

Ekstraksiyon iglemi icin Bonartseva ve Myskina’ya ait yontem baz alinmistir [88]. Bacillus
steril 5 ml’lik s1v1 besiortamina aktiflestirilmis 30°C inkiibasyon sicakliginda 2 giin inkiibe

edilmistir. Bu aktif kiiltiirden alinan numune daha onceden steril edilen 150 ml’lik sivi
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besiyerine hacimce %4 olacak sekilde tekrar aktiflestirilmistir. Logaritmik fazinin sonu,
duragan faza gecis aninda numune alinmig 6nce 6000 rpm’de 15 dakika, sonra yetersiz
goriildiigtinden 8000 rpm 15 dakika daha santrifijde (Biobase TG16-WS)
santrifiijlenmistir. Santrifiij tiipiinde kalan pellet kurutulmak iizere 12 saat 45°C’lik etiivde
birakilmistir. Kuru kat1 tartilarak kuru hiicre agirligi bulunmustur. Kati1 5 ml deiyonize suda
homojen olarak c¢oOzdiriilmiis ve tespit edilen sonikasyon siiresi kadar (12 dakika)
sonikasyon uygulanmistir. Kalan kiiltiire hacimce bire bir oraninda olacak sekilde 2 M HCl
eklenmis 95°C’lik su banyosunda 2,5 saat isitilmigtir. Karigtm tekrar 8000 rpm’de 15
dakika santrifiijlenmis ve kati kisstm alinmistir. Kati kisma 5 ml kloroform konarak agzi
sikica kapatilmis ve 28°C’lik calkalamali su banyosunda PHB’nin kloroformda iyice
¢Oziinebilmesi icin 12 saat birakilmistir. Siirenin sonunda énce 6000 rpm 15 dakika, sonra
8000 rpm 15 dakika santrifiijlenmis ve PHB dis1 maddelerin ¢okmesi saglanmistir. Sivi
kisimdan 100 pl alinarak 60°C’lik etiivde kloroform ugurulmus ve PHB’nin kalmasi
saglanmigtir. Kuru ornek iizerine 5 ml saf siilfiirik asit ilave edilmis, 95°C’lik su
banyosunda yarim saat bekletilerek PHB’nin krotonik aside doniismesi saglanmis ve
orneklerin UV’de 235 nm’de absorbans degerleri Ol¢iilmiistiir. Sonuglara gore standart

grafiginden PHB nin miktar tespit edilmigtir.

Farkli karbon ve azot kaynaklarinin bakterinin biiyiimesine ve PHB iiretimine etkisi

Farkli C kaynaklar1 i¢in 100’er ml 5 adet deiyonize suya N kaynagi olarak 0,5 g (%0,5)
peptonun varliginda hacimce ya da kiitlece %0,3 olacak sekilde gliserol, glikoz, ksiloz,
mannoz, D-mannitol eklenerek besiortamlart hazirlanmistir. Farkli N kaynaklar igin
100’er ml 5 adet deiyonize suya C kaynagi olarak 0,3 g (%0,3) meat ekstraktin varliginda
hacimce ya da kiitlece %0,5 olacak sekilde malt ekstrakt, amonyum siilfat, maya ekstrakti,
amonyum nitrat ve glisin eklenerek besiortamlar1 hazirlanmistir. Tiim besiortamlar1 121°C
15 dakika otoklavda steril edildikten sonra kullanilmistir. 30°C’de 2 giin inkiibe edilmis
aktif kiiltirden pH 7°de %4’liikk bakteri c¢ozeltisi besiortamlarina eklenmis, karistiricili

1siticida 650 rpm karistirma hizlarinda 30°C biiyiime egrileri ¢izilmistir.
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Giibrelerin bakterinin biiyiimesine ve PHB iiretimine etkisi

Dogal hammadde olarak Gazi Universitesi Biyoloji Boliimii’nden temin edilen Superdoll
marka organik giibre; Havsa Ziraat Odasi’ndan temin edilen Toros marka 20.20.0 kompoze

kimyasal giibre ve hayvan giibresi (koyun) kullanilmistir.

Kompoze giibre iiriin icerigi: %20 azot (N), %20 amonyum azotu (NH4-N),%20 fosfor
(P,0Os)’dur. Ulkemizde iki besin iceren kompoze giibreler icinde en ¢ok kullanilan giibre
cesididir. Icerdigi azotun tamamu ve fosforun tamamina yakini suda ¢6ziindiigii icin bitkiler
tarafindan kolaylikla alinir. Biinyesindeki azot, amonyum ve iire formunda oldugu i¢in
yagis veya sulamayla topraktan kolay kolay yikanmaz. Ayrica 20.20.0 kompoze giibrede
azot kaynagi olan amonyum siilfattan dolay1 kiikiirt de bulunmakta olup, bu giibre ile
bitkilerin kiikiirt ihtiyac1 da karsilanabilmektedir. 20.20.0 giibresi potasyum bakimindan
zengin ancak fosfor ve azot bakimindan fakir, her cins toprakta rahatlikla kullanilabilir

[89].
Hayvan giibresinde ortalama %75 su, %17 organik madde, %6 inorganik madde
bulunmaktadir [90]. Bazi hayvansal giibrelerin kimyasal yapilar1t Cizelge 4.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Baz1 hayvansal giibrelerin kimyasal yapilari [90]

Kuru Madde N P,0s5

(%) (%) (%)
Si18ir 83,2 16,2 0,29 0,17 0,10 0,34
At 75,7 243 0,44 0,35 0,35 0,15
Koyun 65,5 34,8 0,55 0,31 0,15 0,46
Kaz-Ordek 75 25 0,80 1 0,80 1,30
Giivercin-Tavuk 62,5 38 1,70 1,60 0,90 2,00

Superdoll organik giibre icerigi; %20 yosun (Ascophyllum nodosum), %10 aminoasit, %4
K,0, %2 organik azot %2,5 alginik asit ve kalani sudan olusmaktadir. Ascophyllum
nodosum kahverengi bir deniz yosunudur. Alginik asit, kahverengi alglerin hiicre

duvarlarindan ekstre edilen bir karbonhidrattir. Deniz yosunlarindan elde edilen {iiriinlerin,
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topragin yapisini diizenledigi ve topragin su tutma kapasitesini arttirdigi bilinmektedir. Bu
durum, biiyiik oranda deniz yosunlariin icerdigi alginik asitlerin topraktaki metalik tiirler
ile etkilesmesine atfedilmektedir. Topraktaki metallerle etkilesen alginik asit nemli
ortamda siser ve bu sayede topraga daha tanecikli bir yapi1 kazandirir. Kisacasi deniz
yosunlari toprakta iki onemli gorevi yerine getirir: Topragin tanecikli yapisim gelistirme ve
topragin su tutma kapasitesini arttirma. Bu sayede bitkilerin kok sistemleri daha da gelisir,
topraktaki yararli mikroorganizmalarin sayis1 artar ve toprak daha havadar bir yap1 kazanir

[91, 92].

100’er ml kiitlece oranlar1 %0,5-1-5-10-25 olacak sekilde kimyasal giibre ve hayvansal
giibre; hacimce oranlart %0,5-1-5-10-25 olacak sekilde organik giibre c¢o6zeltileri
hazirlanmis, 2 kere siiziilerek siiziintiisti kullanilmistir. 30°C’de 2 giin inkiibe edilmis aktif
kiiltirden %4’liikk bakteri ¢Ozeltisi besiortamlarina eklenmistir. Karistiricili 1sitictda 650

rpm karistirma hizlarinda 30°C biiyiime egrileri cizilmistir.

C/N oranin bakterinin biiyiime egrisine ve PHB iiretimine etkisi

100’er ml 4 adet deiyonize su ortamina en yiiksek verimi veren N ve C kaynagi ile C/N
orami 0,5-1-1,5 olacak sekilde makrobesinler konmus ve 121°C 20 dakika otoklavda steril
edildikten sonra kullanilmistir. 30°C’de 2 giin inkiibe edilmis aktif kiiltirden pH 7°de
9%4’lik bakteri ¢ozeltisi besi ortamlarina eklenmistir. Karistiricili 1siticidda 650 rpm
karistirma hizlarinda 30°C biiylime egrileri ¢izilmistir. Karbon kaynagi olarak mannoz,

azot kaynagi olarak amonyum nitrat kullanilmastir.

Metal ivonlarinin bakterinin biiviime egrisine ve PHB iiretimine etkisi

100’er ml 5 adet Nutriet Broth ortaminda 5’er ppm Zn*, Mg**, Ni*’, B** olacak sekilde
ayarlanmistir. Bunun i¢in ZnSO4, MgSO,, NiCls ve H3BO; kullanilmistir. 30°C’de 2 giin
inkiibe edilmis aktif Kkiiltirden pH 7’de %4’liik bakteri ¢ozeltisi besi ortamlarina
eklenmistir. Karistiricili 1sitictda 650 rpm karistirma hizlarinda 30°C biiyiime egrileri

cizilmistir.
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4.2. Bulgular ve Tartisma

4.2.1. Bakterinin morfolojik olarak tanimlanmasi

Gram boyama ile morfolojik kimliklendirme isleminde Resim 4.1°deki goriintii elde

edilmistir. B. thuringiensis RSKK 381 susunun gram pozitif (mor renk) ve cubuk basil

oldugu Resim 4.1°de acik sekilde goriilmektedir.

Resim 4.1. Gram boyama goriintiisii

4.2.2. Biiyiime ve iireme hizi

Kalibrasyon grafigi

pH 7’de nutrient broth (NB) ortaminda maksimum absorbans-kuru hiicre agirligr grafigi

cizilerek kalibrasyon grafigi olusturulmustur (Sekil 4.3).

0,8 -
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Sekil 4.3. Maksimum absorbans-kuru agirlik kalibrasyon grafigi
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Maksimum absorbans ve kuru hiicre agirligr arasindaki iliskinin tespiti i¢in bir kalibrasyon

grafigi olusturuldugunda aradaki iliskinin dogru orantili oldugu bulunmustur.

pH tespiti

Calisilacak pH’1 tespiti i¢in 30°C ve 24 saat inkiibe edilmis aktif kiiltiir farkli pH dereceli
Nutient broth ortamina asilanmis, karistirmasiz ortamda zamana kars1 absorbans degerleri

okunmustur (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. 600 nm dalga boyunda 24 saat ve 30°C sicaklikta inkiibasyon sonucunda
karistirmasiz ortamda farkli pH degerlerinde B. thuringiensis RSKK 381 susu
icin biiylime egrisi grafigi

Farkli pH ortamlarinda B. thuringiensis RSKK 381 susunun spesifik iireme hizlar1 da
arastirilmistir. Hizlar ve ikilenme siireleri Sekil 4.5°teki In (absorbans)-zaman grafiginin
egimi kullanilarak hesaplanmistir. Sonuclar Widdel’1n ¢alismasi baz alinarak Es. 2.9 ve Es.
2.21 ile hesaplanmistir [39].
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Sekil 4.5. Farkli pH degerleri i¢in In (absorbans)-zaman grafigi

Tiim hesaplanabilir pH’lar i¢in t;, siiresi ayn1 ve 2,5 saat olarak bulunmustur. Logaritmik

evre ise pH 7 i¢in 2-5,5 saat, pH 5 ve pH 11 i¢in 2,5-9 saatleri arasinda goriilmiistiir.
pH 5 icin;

_In0D,—In0OD; —1,1117 — (—1,8579)
B t, —t; h 9-25

0,693
u=

=0,115h7t

u

- tg = 6,03 saat
tq

pH 7 i¢in p = 0,283 h™1 — t4 = 2,45 saat
pH 11 igin p = 0,122 h™1 — t4 = 5,68 saat

Farkli pH’larda spesifik tireme hizlar1 Sekil 4.6’da karsilastirmali sekilde gosterilmistir.

Farkl1 pH ortamlarinda elde edilen tiim veriler Cizelge 4.2’de verilmistir.

0,3
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Spesifi
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Sekil 4.6. Spesifik hizlarin pH ile degisimi
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Cizelge 4.2. 1 giinliik ve 30°C sicakliktaki inkiibasyonda, karistirmasiz ortamda farkli
pH’larda elde edilen sonuglar

Durum Ortam Absorbans Kuru hiicre Spesifik iireme hizi, Ikilenme
(600 nm) agirhg, g/l M=max siiresi, tq

PH 3 NB 0,098 - - -
PH 5 NB 0,344 0,008 0,115 6,03 saat
PH7 NB 0,664 0,174 0,283 2,45 saat
PH 11 NB 0,201 - 0,122 5,68 saat

Yapilan calisma sonucunda, 24 saatlik inkiibasyonda B. thuringiensis RSKK 381 susu icin
en yiiksek biyokiitle ve iireme hizi pH 7’de tespit edilmis ve optimum pH 7 olarak

belirlenmistir.

Diisiik pH’l1 ortamda (pH 3) bakteri ortama adapte olamamis ve iireme gozlenmemistir.
Notr ortamda bakteri ortama uyum saglayarak “normal” biiylime gostermis ve yiiksek bir
absorbans degeri vermistir. Ancak yogun bazik sartlarda (pH 11), pH 5 ile ayn1 etkinin
olustugu goriilmiistiir. Asidik ve bazik ortamin biiyiime i¢in uygun olmamasinin sebebi
enzim aktivitesinin pH ile dogrudan etkilenmesi ve bu pH’larin iiremede etkili enzimin
optimum c¢alisma pH’ina uzak olmasi ile enzimin diizgiin/yeterli ¢alisamamasindir. Elde

edilen sonug literatiir ile uyumludur.

Kalayli ve Beyath, ¢alismalarinda Bacillus sp. icin opimum pH’1 7 olarak bildirmektedir
[11]. Keshavarzi ve digerleri de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki ile yaptiklari
calismada en yiiksek biyokiitle iiretimini pH 7’de tespit etmislerdir [35].

Calismalarin devaminda pH 7 kullanilmistir.

Inkiibasyon siiresi tespiti

Farkl1 inkiibasyon siirelerinin iiremeye olan etkisi arastirilirken pH 7°de 30°C’de 1-3 giin
arasinda degisen inkiibasyon siireleri denenmistir. Deneme ile elde edilen sonuclar Sekil

4.7’ deki grafikte verilmistir.
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Sekil 4.7. 600 nm dalga boyunda pH 7’de 30°C inkiibasyon sicakliginda farkli inkiibasyon
stirelerinde B. thuringiensis RSKK 381 susu i¢in biiyiime egrisi grafigi

Farkli inkiibasyon siirelerinde B. thuringiensis RSKK 381 susunun spesifik iireme hizlari
da arastinlmistir. Hizlar ve ikilenme siireleri Sekil 4.8’deki In (absorbans)-zaman
grafiginin egimi kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar Widdel’1n calismasi baz alinarak Es.

2.9 ve Es. 2.21 ile hesaplanmustir [39].
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Sekil 4.8. Farkli inkiibasyon siireleri i¢in In (absorbans)-zaman grafigi

Inkiibasyon siireleri karsilastirildiginda gozlenen lag donemi (t;) en kisa 2 giinliik
inkiibasyonda ve 2 saattir. 1 giinliik ve 3 giinliik inkiibasyon siirelerinde lag donemi (t.)
daha uzundur (sirasyla 2,5 saat ve 4 saat). 2 giinliik inkiibasyon sonrasi bir miktar bakteri

olimii gerceklesse de en yiiksek absorbans degeri gozlenmistir.
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1 giinliik inkiibasyon igin p = 0,271 h™! — t4 = 2,56 saat
2 giinliik inkiibasyon i¢cin u = 0,376 h™! — t4 = 1,84 saat
3 giinliik inkiibasyon icin p = 0,254 h™! — t4 = 2,73 saat

Farkl inkiibasyon siirelerindeki spesifik tireme hizlar1 Sekil 4.9’da karsilastirmali sekilde
verilmistir. Farkli inkiibasyon siirelerinde elde edilen tiim veriler Cizelge 4.3’te

gosterilmistir.

0,4 0,376
Spesifik hiz, h!

0,3 0,271 0,254
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Spesifik hiz

0,1

1gln . 2giln 3giln
Inkiibasyon siiresi

Sekil 4.9. Spesifik hizlarin inkiibasyon siiresi ile degisimi

Cizelge 4.3. pH 7'de, 30°C sicakliktaki inkiibasyonda, karigtirmasiz ortamda farkl
inkiibasyon siirelerinden elde edilen sonuglar

Absorbans Kuru hiicre Spesifik iireme ikilenme

Ortam

(600 nm) agirhg, g/l hiz1, p=pmax siiresi, tg
1 giin NB 0,631 0,157 0,271 2,56 saat
2 giin NB 1,01 0,354 0,376 1,84 saat
3 giin NB 0,896 0,295 0,254 2,73 saat

Sonuglara bakildiginda inkiibasyon siiresinin biiyiime ve ¢ogalma iizerine oldukga etkili
oldugu goriilmiistiir. B. thuringiensis RSKK 381 susu icin en uygun inkiibasyon siiresi 2
giin olarak tespit edilmistir. Inkiibasyon siiresinin etkinligini gosteren calismalardan biri
Baysak’in Rhizobium suslarinin farkli inkiibasyon siirelerindeki (24, 48, 72, 96 saat) kuru
hiicre agirliklarim karsilastirdigi calismasidir. Arastirmact her siirede farkli sonuglar elde

etmis, 96 saat sonunda ise en yiiksek hiicre kuru agirligini elde ettigini bildirmistir [37].
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1 giinliik inkiibasyonun bakteri adaptasyonu ve c¢ogalmasi i¢in yeterli bir siire olmadigi
goriilmiistiir. 3 giinliik inkiibasyonun hizinin bu denli diisiik olmasi ise zamanla hiicrelerin

hiicre duvarinin kalinlasmasi ile ilintilidir.

Inkiibasyon sicakliginin tespiti

Cesitli Bacillus sp. tiirleri lizerinde calisan Pichhardt, Tamdogan, Thiele ve Gomaa gibi
aragtirmacilar ¢alismalarinda optimum iireme sicakligi olarak 30° C’yi bildirmislerdir [27,
30-32]. Uygun inkiibasyon sicakligi i¢in denenen sicakliklar bu caligmalar baz alinarak

se¢ilmis, 30 ve 37°C kullanilmustir. Bulgular Sekil 4.10°daki gibidir.
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Sekil 4.10. 600 nm dalga boyunda pH 7’de 2 giinliik inkiibasyon siiresinde farkli
inkiibasyon sicakliginda B. thuringiensis RSKK 381 susu i¢in biiylime egrisi
grafigi

Farkli inkiibasyon sicakliklarinda B. thuringiensis RSKK 381 susunun spesifik iireme
hizlar1 da arastirilmustir. Hizlar ve ikilenme siireleri Sekil 4.11°deki In (absorbans)-zaman
grafiginin egimi kullanilarak hesaplanmistir. Sonug¢lar Widdel’in ¢alismasi baz alinarak Es.

2.9 ve Es. 2.21 ile hesaplanmistir [39].
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Sekil 4.11. Farkli inkiibasyon sicakliklari i¢in In (absorbans)-zaman grafigi

Iki sicaklikta da yapilan deneme sonucunda t; siireleri esit ve 2 saat olarak bulunmustur.
30°C’de bir miktar bakteri oliimii gergeklemis, logaritmik evre daha uzun olmus ve

eksponansiyel donem 2-8 saatleri arasinda bulunmustur. 37°C’de esponansiyel dénem 2-6

saatleri arasinda tespit edilmistir.

30°C inkiibasyon igin p = 0,376 h™! — t4 = 1,84 saat
37°C inkiibasyon igin pu = 0,531 h™! — t4 = 1,30 saat

Farkli inkiibasyon sicakliklarinda spesifik iireme hizlart Sekil 4.12°de karsilastirmali

sekilde gosterilmistir. Elde edilen tiim veriler Cizelge 4.4’de gosterilmistir.

0.6 0.531
05 B Spesifik hiz, h'!

0.4 0,376
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Sekil 4.12. Spesifik hizlarin inkiibasyon sicakligi ile degisimi
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Cizelge 4.4. pH 7'de, 2 giinliik inkiibasyonda, karigtirmasiz ortamda farkli inkiibasyon
sicakliklarinda elde edilen sonuglar

Durum Ortam Absorbans Kuru hiicre  Spesifik iireme ikilenme
(600 nm) agirhg, g/l h1z1, p=plmax siiresi, tq

30°C NB 1,01 0,355 0,376 1,84 saat
37°C NB 0,712 0,200 0,531 1,30 saat

Spesifik hizlara bakildiginda 37°C inkiibasyonda bakterinin hizli iireme gosterdigi ancak
kuru hiicre agirliginin diisiik oldugu goriilmiistiir. Sicakliklar arasinda hiz agisindan fark
oldugu goriilmiis ancak 54 dakikalik siire uzamasina karsin %77,5°lik biyokiitle artisi

nedeni ile inkiibasyon sicakligi 30°C segilmistir.

Karistirma hizinin etkisi

pH 7, 48 saatlik ve 30°C inkiibasyon kosullarinda karistirma hizinin etkisi incelenmistir.
Bunun i¢in karigtirmasiz ortam ve 2 farkli karistirma hizi kullanmilmistir. Elde edilen

bulgular Sekil 4.13’de goriildiigii gibidir.
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Sekil 4.13. 600 nm dalga boyunda pH 7’de 30°C ve 2 giinliik inkiibasyonda farkli
karigtirma hizlarinda B. thuringiensis RSKK 381 susu i¢in biiylime egrisi
grafigi
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Farkli karistirma hizlarinda B. thuringiensis RSKK 381 susunun spesifik iireme hizlar1 da
arastirilmistir. Hizlar ve ikilenme siireleri Sekil 4.14’teki In (absorbans)-zaman grafiginin
egimi kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar Widdel’1in calismasi baz alinarak Es. 2.9 ve Es.

2.21 ile hesaplanmistir [39].
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Sekil 4.14. Farkli karistirma hizlari icin In (absorbans)-zaman grafigi

Karistirmasiz ortamda t;, 2, logaritmik evre 6 saattir. Mervel ve Prieur [36], Bacillus
MS30’un standart ortamda (15 mM asetat ve 2,5 mM (NH4),SO4) optimum sicaklikta t;.
stiresini 3 saat, iistel fazim 12 saat; Liu ve digerleri [42], Bacillus shackletonii K5’in glikoz
ve mineral tuz ¢ozeltisi ortaminda t;, siiresini 4 saat, iistel fazim 28 saat bulmuslardir.
Karistirmasiz ortamda t;, siiresi 2 saat iken 350 rpm karistirma hizinda bu deger aym
kalmis ancak absorbans degerinde artis gozlenmistir. 650 rpm’de ise tp siiresi
gozlenmemesinin yaninda en yiiksek absorbasn degerine ulagilmistir. Karistirmasiz
ortamda logaritmik evre 2-8 saat; 350 rpm hizinda 2-4,5 saat; 650 rpm’de 0-5,5 saatleri

arasinda tespit edilmistir.

Karistirmasiz ortam ic¢in daha once p= 0,376 h' ve tq=1,84 saat olarak bulunmustur.
350 rpmigin p = 0,394 h™! — t4 = 1,76 saat
650 rppm igin p = 0,419 h™! —t4 = 1,65 saat

Farkli karistirma hizlarinda spesifik iireme hizlar1 Sekil 4.15°te karsilastirmali sekilde
gosterilmistir.  Farkli karistirma hizlarinda elde edilen tiim veriler Cizelge 4.5°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.15. Spesifik hizlarin karistirma hizlari ile degisimi

Cizelge 4.5. pH 7'de, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkli karistirma hizlarinda elde
edilen sonuclar

Absorbans K"uru .. Spesifik ikilenme
Durum Ortam hiicre iireme hiz, .
(600 nm) . siiresi, tq
agirhg, g/l M=Lmax
Karistirmasiz NB 1,01 0,355 0,376 1,84 saat
350 rpm NB 1,18 0,443 0,394 1,76 saat
650 rpm NB 1,648 0,685 0,419 1,65 saat

Karistirma ile besiortamindaki ¢oziinmiis oksijen miktarinin, bakteri-substrat etkilesiminin
ve bakteri-oksijen etkilesiminin artmasinin yani sira mekanik etki ile substrat par¢alanmasi

da gerceklesmektedir.

Karistirma iireme iizerine olumlu etkide bulunsa da eger cok hizli veya sert olursa

mikroorganizmalarda 6liimler de meydana gelebilmektedir.

Karistirma hizindaki artisin biiylime egrisindeki logaritmik evreyi hizlandirdigt; bunun da
stireyl kisalttig1 goriilmiistiir. Sekil 4.14’teki logaritmik evredeki egimine bakildiginda;
karistirma hizinin artisina paralel olarak biyokiitlenin arttigi tespit edilmistir. Bunun
yaninda 650 rpm Kkaristirmanin oldugu ortam diger ortamlarla karsilastirildiginda; tp
stiresinin 2 saat kadar kisaldig1 belirlenmis, bdylece enerji ve zaman tasarrufu saglandigi
tespit edilmistir. Adaptasyon siiresinin azalarak bakteri sayisinin artmasinin nedeni olarak
ortamdaki homojenizasyonun saglanmasidir. Artan ¢oziinmiis oksijen, substrat-bakteri

etkilesimi ve oksijen-bakteri etkilesimi biiyiime iizerinde olumlu bir etki yapmaktadir.



74

Hizlara ve biyokiitleye bakilarak en 1yi biiylime sirasiyla 650 rpm>350 rpm>karistirmasiz
ortamda tespit edilmistir. Baysak, Rhizobium suslarinin karistirma hizlarindaki artisa
paralel olarak hiicre kuru agirliklarinda da arttigini bildirmistir [37]. Liu ve digerleri de
Phaffia rhodozyma mayasi ile ¢alisirken 200 rpm’de 8 g kuru hiicre/l, 250 rpm’de 10 g
kuru hiicre/l biyokiitle iirettigini tespit etmis ve biyokiitlenin karistirmanin artmasiyla

arttigini bildirmigstir [38]. Sonuglar literatiir aragtirmasi ile uyumludur.

Farkli azot ve karbon kaynaklarinin incelenmesi

650 rpm karistirma hizinda, pH 7°de, 30°C inkiibasyon sicakliginda ve 48 saat inkiibasyon

siiresinde farkli azot ve karbon kaynaklarinda bakterinin biiylime egrisi incelenmistir.

Pepton azot kaynaginin varliginda karbon kaynagi olarak gliserol, glikoz, ksiloz, mannoz,
D-mannitol kullanilmig; bulunan sonuglar kontrol grubu olarak kabul edilen aym
sartlardaki nutrient broth (NB) ile karsilastirllmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.16°da
goriildiigii gibidir.
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Sekil 4.16. 600 nm dalga boyunda pH 7’de, 650 rpm karigtirma hizinda, 30°C ve 2 giinliik
inkiibasyonda farkli karbon kaynaklarinda B. thuringiensis RSKK 381 susu
icin biiylime egrisi grafigi

Farkli karbon kaynaklarinin varliginda B.thuringiensis RSKK 381 susunun spesifik iireme

hizlar1 da arastirlmistir. Hizlar ve ikilenme siireleri Sekil 4.17°deki In (absorbans)-zaman
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grafiginin egimi kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar Widdel’in calismasi baz alinarak Es.

2.9 ve Es. 2.21 ile hesaplanmistir [39].
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Sekil 4.17. Farkl1 karbon kaynaklari icin In (absorbans)-zaman grafigi

Glikoz ortami hari¢ diger tiim sartlarda ty siireleri yaklagik ayn1 ve 1,5 saat civarindadir.

Tiim ortamlarin absorbans degerleri farklilik gostermektedir.

Nurtient broth icin u = 0,419 h™! — t4 = 1,65 saat
Gliserol icin p = 0,854 h™1— t4 = 0,81 saat
Glikoz icin p = 0,416 h™! — t4 = 1,67 saat

Ksiloz i¢in p = 0,446 h™1 — t4 = 1,55 saat
Mannoz i¢in p = 0,594 h™'—t4 = 1,17 saat
Mannitol i¢in p = 0,436 h™! — t4 = 1,59 saat

Farkli karbon kaynaklarinda spesifik tireme hizlar1 Sekil 4.18’de karsilastirmali sekilde

gosterilmistir. Farkli karbon kaynaklarinda elde edilen tiim veriler Cizelge 4.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.18. Spesifik hizlarin karbon kaynagi ile degisimi

Cizelge 4.6. pH 7'de, 650 rpm karigtirma hizinda, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkli
karbon kaynaklarinda elde edilen sonuclar (N= Pepton)

Ortam Absorbans Kuru hiicre Spesifik iireme  Ikilenme siiresi,
(600nm) agirhg, g/l hiz1, B=pmax ta

NB 1,648 0,685 0,419 1,65 saat
Gliserol 1,525 0,625 0,854 48,6 dk
Ksiloz 0,883 0,300 0,446 1,55 saat
Mannitol 0,821 0,258 0,436 1,59 saat
Glikoz 0,913 0,305 0,416 1,67 saat
Mannoz 0,680 0,183 0,594 1,17 saat

Kontrol grubu ile karsilagtirmalar yapildiginda gliseroliin kullanimi ile biiyiimenin 2 kat
kadar hizli ancak biyokiitlenin bir miktar az oldugu belirlenmistir. Gliserol ortaminda
bliylimenin bu denli verimli olmasit dehidrasyonun siddetini azaltarak bakteriyi
korumasindan ve biiylime ic¢in elverisli ortam saglamasindan kaynaklanmaktadir [93].
Zaten gliserol siklikla biiyiime ortami olarak kullanilmaktadir. Ornegin Oh, Kim, ve Park;
B. subtilis DB104 spollG’in biiylimesini incelemek icin gliserol stok c¢ozeltisinde inkiibe
edip bu kiiltiirden fermantor ortamina transfer etmistir [94]. Gliserol (gliserin) biyodizel
tiretimi sirasinda ortaya ¢ikan ve palmiye yag rafine siirecinin bir yan iirtintidiir [42, 52].
Bu nedenle yan iiriinlerin degerlendirilmesinde ve wucuz bakteri {iiretiminde

basvurulabilecek uygun bir karbon kaynagidir.
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Calismada kullanilan C kaynaklar icin elde edilen sonuclara gore glikozda, mannozda,
ksilozda ve mannitolde benzer sonuglarin goriilmesinin nedeni; mannoz, glikoz ve ksiloziin
monosakkarit, karbonhidrat alkolii olan mannitoliin de ve genellikle glikozdan elde
edilmesidir. Bu kaynaklar biiyiime ortaminda biribirinin yerine kullanilabilir ancak
mannitol yiiksek fiyati nedeniyle endiistriyel proseslerde tercih edilen bir karbon kaynagi
degildir. Biiylime ortami olarak en diisiik biyokiitle mannoz ortaminda bulunmustur. Shing
ve digerleri 37°C’de 48 saat inkiibe edimis B. thuringienis EUG45 ile farkli seker
ortamlarin1 (glikoz, siikroz, laktoz) calistiklarinda, susun en fazla %1 glikoz-%1 maya
ekstrakti iceren ortamda biiyiidiigiinii bildirmislerdir [24]. Rohini ve digerleri, B.
thuringiensis R1 i¢in besiortamina (%1 maya ekstrakti; %1 pepton; %0,1 Na,HPO4; %0,02
MgSOy4) %1 farkli C kaynaklar (gliserol, glikoz, melas, sofra sekeri, maltoz, laktoz,
fruktoz, asetk asit, laktik asit, etanol, B-hidroksibiitirik asit) koydugunda maksimum kuru

hiicre agirhiginu (3,90 g/1) gliserolde tespit etmislerdir [70].

Bir¢ok calismada; Bacillus sp.’nin organik asit, alkol, seker karbon kaynaklarini iceren
ortamlarda iyi gelisitigi bildirilmistir [11]. B. cepacia ATCC 17759, Bacillus sp. WNI11 ve
B. megaterium susunun ksilozda; B. thuringiensis HD-1, B. thuringiensis D1 ve D2’nin
glikozlu ortamda maksimum biiylime tespit edilmistir [23, 53, 58, 68]. Literatiir,

calismanin sonuclarini desteklemektedir.

Bu calismada; azot kaynagi olarak malt ekstrakt, amonyum siilfat, maya (yeast) ekstrakti,
amonyum nitrat ve glisin kullanilmistir. Bulunan sonuglar kontrol grubu olarak kabul

edilen ayni sartlardaki nutrient broth ile karsilastirilmis ve Sekil 4.19°da verilmistir.
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1,80
e —o— malt eks.

1,60

1,40 /
——amonyum siilfat
1,00 M /M( —*= maya eks.

0,80 .
/ amonyum nitrat

0,60

0,40 - / —#—glisin

0,20 /

0,00 T T T T T 1
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 Zaman,saat

Absorbans

—8—NB- Pepton

Sekil 4.19. 600 nm dalga boyunda pH 7’de, 650 rpm karistirma hizinda, 30°C ve 2 giinliik
inkiibasyonda farkli azot kaynaklarinda B. thuringiensis icin biliylime egrisi
grafigi

Farkli azot kaynaklarinin varliginda B. thuringiensis RSKK 381’in spesifik tireme hizlar
da arastirillmistir. Hizlar ve ikilenme siireleri Sekil 4.20°deki In (absorbans)-zaman
grafiginin egimi kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar Widdel’1n ¢alismasi baz alinarak Es.

2.9 ve Es. 2.21 ile hesaplanmistir [39].

1
05 N ——NB
- 0 . /ﬁ —#—malt ekstrakt
£
< ( 2 6
)
§ B 4 maya ekstrakti
E .15 ,%
4>W / / —¥—amonyum nitrat
-2
55 T, x —e—glisin
’ Zaman, saat

Sekil 4.20. Farkli azot kaynaklari i¢in In (absorbans)-zaman grafigi

Amonyum siilfat ve amonyum nitratta 1 ve glisinde 3 saatlik t;, siiresi gdzlenmistir. Maya

ekstrakti ve malt ekstraktta ise t. siiresi gozlememistir.
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Nutrient broth icin p = 0,419 h™! — t; = 1,65 saat
Malt ekstrakt1 icin p = 0,451 h™! — t4 = 1,54 saat
Amonyum siilfat icin p = 0,659 h™! — t4 = 1,05 saat
Maya ekstrakti icin p = 0,389h™! — t4 = 1,78 saat
Amonyum nitrat igin p = 0,579 h™ — t4 = 1,2 saat
Glisin icin p = 0,639h™! — t4 = 1,09 saat

Farkli azot kaynaklarinda spesifik lireme hizlar1 Sekil 4.21°de karsilastirmali sekilde
gosterilmistir.  Farkli azot kaynaklarinda elde edilen tiim veriler Cizelge 4.7°de

gosterilmistir.

0,7 0,659 0,639
0.6 Spesifik hiz, h! 0,579

0,451
205 0,389
= 0,4
=
203
% 0,2
01
0

0,419

malt eks. amonyum siilfat  maya eks. amonyum nitrat glisin NB-pepton
Azot kaynag

Sekil 4.21. Spesifik hizlarin azot kaynag ile degisimi

Cizelge 4.7. pH 7'de, 650 rpm karistirma hizinda, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkli
azot kaynaklarinda elde edilen sonuglar (C= Et ekstrakt1)

Absorbans Kuru hiicre iirSell)ﬁ Seif::{n Ikilenme

(600 nm) agirhgy, g/l U=l ’ siiresi, tq
Nutrient broth 1,648 0,685 0,419 1,65 saat
Malt ekstrakt1 1,141 0,423 0,451 1,54 saat
Maya ekstrakti 1,511 0,615 0,389 1,78 saat
Amonyum siilfat 1,580 0,65 0,659 1,05 saat
Amonyum nitrat 1,544 0,633 0,579 1,2 saat
Glisin 1,138 0,421 0,639 1,09 saat
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Azot elementi hiicreninin temeli olan proteinlerin, niikleik asitlerin, hormon ve ezimlerin
yapisina katilir [9]. Smirlanan azot konsantrasyonu mikroorganizmalarin biyolojik
aktivitelerini yavaglatmakta ve azalan mikrobiyal biiyiime katsayilar1 ile mikroorganizma
konsantrasyonunun azalmasina yol a¢gmaktadir [9, 49]. Oh, Kimand ve Park; B. subtilis
DB104 spolIG’in glikoz-pepton ortaminda (pH 6,8 ve 37°C) biiyiimesini incelemislerdir.
Ortamda azot kaynagi olmadiginda biiylimenin yavas, ortama pepton eklendikce hiicre

konsantrasyonunun da arttigini bildirmislerdir [93].

Kullanilan tiim azot kaynaklarinda bakteri biiyiime evreler boyunca yiiksek absorbans
degerleri gosterirken glisin ortaminda biiyiime evreleri boyunca diisiik absorbans degerleri
elde edilmistir. Ozelikle yilksek B vitamini, aminoasit, peptid, vitamin, karbonhidrat ve
mineral madde icerigi ile mikroorganizmalarin gelisimini tesvik edici 6zelligi olan maya
ekstrakti ve amonyum tuzlar1 olam amonyul siilfat ve amonyum nitratin biyokiitle degerleri
kontrol ortamina (nutrienth btorh) olduk¢a yakindir. Bu 3 kaynak icinde amonyum
tuzlarinin oldukca yiiksek iireme hizlarina ulastig1 goriilmiistiir. Ozellikle amonyum siilfat,
topraktaki azotun da genellikle siilfat formlu olmasindan dolay: bir toprak bakteri olan bu
tiir icin en iyi biiylime ortamini saglamistir. Artan iireme hizi ile zamandan ve enerjiden
tasarruf saglanabilir. Malt ekstrakt ve glisin olan ortamlarda diisiik absorbans degerleri
gozlenmis ve her ikisi de kontrol grubunun altinda kalmistir. Ancak amonyum siilfat ve
glisin hemen hemen ayn1 hizlar1 vermis, en yavas ve en az iireme malt eksrakt ortaminda

gerceklesmistir.

Literatiir calismasinda Bacillus sp.’nin azot kaynagi olarak amonyum iceren ortamlarda iyi
gelistikleri goriilmistiir [11]. Bircok calismada Bacillus sp. ig¢in azot kaynagi olarak
kullanilan inorganik kimyasallarin (amonyan ya da amonyum tuzlar1 gibi) biiylime fazinda
biyokiitleyi arttirmak icin gerekliligi rapor edilmistir [27]. Gomaa, Bacillus subtilis AJ-3
icin amonyum siilfatin (36,98 g/l KHA) en iyi azot kaynagi oldugunu bildirmistir [27].
Mamo ve Gessesse, bazal ortamda farkli azot kaynaklarinin (pepton, trypton, maya
ekstrakt1) Bacillus sp. WN11’in biiyiime egrisine etkisini incelemisler ve en uygun azot
kaynaginin pepton oldugunu ve maya ekstraktinin biiyiimede yeterli azot destegini

saglayamadigin tespit etmislerdir [23].
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Giibrelerin biiyiime egrisine etkisi

Cesitli metabolitlerin eldesi i¢in mikroorganizmalarin izole edildigi ortamlar da endiistriyel
proseslerde onemlidir. PHB gibi primer bir metabolite yonelik PHB {ireticisi Bacillus
sp.’lerin de izolasyonu i¢in en uygun ortam topraktir. Bu c¢alismada kullanilan B.
thuringiensis RSKK 381 susu da bir toprak izolatidir. Bu susun tarimsal uygulamalarin
yapildig1 topraklardaki biiyiime ve PHB {iiretme kapasitesini belirlenmesi amag¢lanmistir.
Bu amaca yonelik cesitli giibrelerin (hayvansal, kimyasal ve organik giibre) farklh
konsantrasyonlar1 denenmistir (pH=7, 650 rpm karigtirma ve 30°C 48 saat inkiibasyon

sartinda).

Hayvansal giibre icerisinde (H.G.-koyun giibresi) firma beyanina yonelik su, organik
madde (azot vb.)ve inorganik madde (fosfot, kalsiyum, potasyum vb.) bulunmaktadir

Calismada koyun giibresi kullanilmigtir.

Havyan giibresi denemeleri icin %0,5-1-5-10-25 konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Veriler

Sekil 4.22°de gosterilmistir.

1,8

1,6 /’

1,4 /

1,2 ——%0,5'lik Hayvan giibresi
§ 1 / ——%]1'lik Hayvan giibresi
§ 0.8 / =% 5 hayvan giibresi
2 ' / % 10 hayvan giibresi

0.6 / —#=% 25 hayvan giibresi

0'4 ﬁ— —o—NB

0,2 %

O I T T T 1
0 2 4 6 8
Zaman, saat

Sekil 4.22. 600 nm dalga boyunda pH 7’de, 650 rpm karigtirma hizinda, 30°C ve 2 giinliik
inkiibasyonda farkli hayvan giibresi derisimlerinde B. thuringiensis RSKK 381
susu i¢in biiylime egrisi grafigi
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Bu sartlara B. thuringiensis RSKK 381 susunun spesifik iireme hizlart da arastirilmistir.
Hizlar ve ikilenme siireleri Sekil 4.23’teki In (absorbans)-zaman grafiginin egimi
kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar Widdel’1in ¢alismasi baz alinarak Es. 2.9 ve Es. 2.21

ile hesaplanmustir. Veriler kontrol grubu ile karsilagtirilmistir [39].

Zaman,saat
0 T T T 1
0 2 4 6 8
-0,5
B X
g -1 ——%0,5'lik Hayvan giibresi
I~
)
2 %1'lik Hayvan giibresi
& -1,5
=
= 4 % 5 hayvan giibresi
2 YK —#=% 25 hayvan giibresi
2,5 % 10 hayvan giibresi

Sekil 4.23. Farkli hayvan giibresi derisimleri i¢in In (absorbans)-zaman grafigi

9%0,5’1ik hayvan giibresi iceren besiyerinde t siiresi gozlenmemis ve logaritmik evre 0-3,5
saat arasinda goriilmiistiir. %1’lik hayvan giibresi iceren besiyerinde t; 2 saat bulunmus,
logaritmik evrenin 2-3,5 saat arasinda oldugu tespit edilmistir. %5’lik hayvan giibresi
iceren besiyerinde t;, 1 saate inmistir. Logaritmik evrenin 1-5 saat oldugu bulunmustur.
9%10’lik hayvan giibresi iceren besiyerinde ise t; tespit edilememistir ve logaritmik evrenin
0-5 saat arasinda oldugu tespit edilmistir. %25’lik hayvan giibresi iceren besiyerinde de t;.
belirlenmemis ve logaritmik evre 0-4 saat arasinda bulunmustur. Bu veriler 1s181inda %5°lik

hayvan giibresi iceren besiyeri en uygun olarak belirlenmistir.

Nutrient broth icin p = 0,419 h™! — t4 = 1,65 saat

%0,5’lik hayvan giibresi icin p = 0,219 h™! — t4 = 3,16 saat
%1°lik hayvan giibresi icin p = 0,312 h™1 — ty = 2,22 saat
%5’lik hayvan giibresi icin p = 0,315 h™! — t4 = 2,2 saat
%10’luk hayvan giibresi icin p = 0,247 h™! — ty = 2,81 saat
%25’lik hayvan giibresi icin p = 0,242 h™! — t4 = 2,86 saat
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Farkli derisimlerdeki hayvan giibrelerinde spesifik tireme hizlart Sekil 4.24°de
karsilastirmali sekilde gosterilmistir. Farkli derisimlerdeki hayvan giibrelerinde elde edilen

tiim veriler Cizelge 4.8’ de gosterilmistir.

0,45 0,419
0,4

0,35 0,312 0,315
0,3

0,25 0,219
0,2

0,15
0,1

0,05

Spesifik hiz, ht

0,247 0,242

Spesifik hiz

NB % 0,5 H.G. % 1 H.G. % 5 H.G. % 10 H.G. % 25 H.G.
Hayvan giibresi derisimleri

Sekil 4.24. Spesifik hizlarin farkli hayvan giibresi derisimleri ile degisimi

Cizelge 4.8. Farkli hayvan giibresi derisimlerinden elde edilen sonuglar

Kuru Spesifik

Bilesimi Hi;flilm’ pH A(z(s)(())l;?;l;s agirhk, iireme hiz, le{ll:::ljlij
gl H=Hmax

NB 100 7 1,648 0,685 0,419 1,65 saat

% 0,5 (W/v) 90 6,9 0,366 0,0298 0,219 3,16 saat

E % 1 (Wlv) 92 7 0,426 0,05 0,312 2,22 saat
=

;" % 5 (Wlv) 80 7,0 0,444 0,068 0,315 2,2 saat

% % 10 (W/v) 75 7,2 0,434 0,055 0,247 2,81 saat

- % 25 (W/v) 68 7,3 0,417 0,046 0,242 2,86 saat

Derisimle absorbans dogru orantili goziikse de %5’lik derisimden yiiksek derisime

gecilince absrobansin ve spesifik hizin azaldig1 Cizelge 4.8’de goriilmektedir.

Kimyasal giibre olarak Toros marka 20.20.0 kompoze kimyasal giibre icerisinde; %20 azot
(amonyum azotu ve iire azotu), %20 fosfor (P,Os) bulunmaktadir. 20.20.0 giibresi fosfor

ve azot bakimindan zengin ancak potasyum bakimindan fakirdir [89].
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Kimyasal giibre (K.G.) konsantrasyonlart  %0,5-1-5-10-25 degisen oranlarda

hazirlanmigtir. Veriler Sekil 4.25°de verilmistir. %1°lik konsantrasyondan sonra biiyiime

gozlenmemistir.

1,2
/ B

——%0,5 K.G.

0,8
/ %1 K.G.
0,6
// %5 K.G.
0,4 -

Absorbans
=
N

0 1 2 3 4 5 6 7
Zaman, saat

Sekil 4.25. 600 nm dalga boyunda pH 7’de, 650 rpm karistirma hizinda, 30°C ve 2 giinliik
inkiibasyonda farkli kimyasal giibre derisimlerinde B. thuringiensis RSKK 381

susu i¢in biiyiime egrisi grafigi

Farkli derisimlerdeki kimyasal giibrelerde B. thuringiensis RSKK 381 susunun spesifik
iireme hizlar1 da arastirtmistir. Hizlar ve ikilenme siireleri Sekil 4.26’daki In (absorbans)-
zaman grafiginin egimi kullanilarak hesaplanmistir. Sonug¢lar Widdel’in calismasi baz

aliarak Es. 2.9 ve Es. 2.21 ile hesaplanmistir [39].

Zaman, saat

O T T T 1
0 2 4 6 8
0,5

Z 1 :
[+
£ /
z -1,5 ——%0,5'lik
& K.G.
=

_2 / /
s ——%1'lik

-2,5
K.G.

Sekil 4.26. Farkli kimyasal giibre derisimleri i¢in In (absorbans)-zaman grafigi
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%0,5’lik giibre iceren besiyerinde t; siiresi hesaplanamamis, %1’lik giibre igeren

besiyerinde t;, 1 saat olarak gdzlenmistir.

Nutrient broth icin p = 0,419 h™ — t4 = 1,65 saat
%0,5’lik kimyasal giibre i¢in p = 0,355 h™! — t4 = 1,95 saat
%1’lik kimyasal giibre icin p = 0,379 h™! — t4 = 1,83 saat

Farkli derisimlerdeki kimyasal giibrelerde spesifik iireme hizlart Sekil 4.27°de
karsilagtirmali sekilde gosterilmistir. Farkli derisimlerdeki kimyasal giibrelerde elde edilen

tiim veriler veriler Cizelge 4.9’da gosterilmistir.

0,44
0,42

0,4
0,38
0,36
0,34
0,32

0,419

Spesifik hiz, h'!
0,379

0,355

Spesifik hiz

NB % 0,5 (W/v) % 1 (WIv)
Kimyasal giibre derisimleri

Sekil 4.27. Spesifik hizlarin farkli kimyasal giibre derisimleri ile degisimi

Cizelge 4.9. Farkli kimyasal giibre derisimlerinden elde edilen sonuglar

Kuru Spesifik

Giibre Bilesimi S agirhk, ireme hiz, Il.(.llen.me
m 11111 suresi, tg
g/l U=HNmax
NB 100 7 1,648 0,685 0,419 1,65 saat
S o % 0,5 (W/v) 92 7.5 0,377 0,03 0,355 1,95 saat
- £
-E o0 % 1 (W/v) 96 7.5 0,405 0,04 0,379 1,83 saat

Kimyasal giibre derisimindeki artis basta olumlu etki yapsa da %1’den %5’e gecilince

bakteri iizerinde toksik etki gozlenmis ve biiylime gozlenmemistir. Diisiik derisimli
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kimyasal giibrenin varlig1 bakteri biiyiimesi i¢in yeterli goriilmiistiir. Absorbans ve spesifik

tireme hiz gz Oniine alinarak optimum derisim %1 olarak bulunmustur.

Superdoll marka organik giibre icerigi; %20 yosun (Ascophyllum nodosum), %10
aminoasit, %4 K,O, %2 organik azot %2,5 alginik asit ve sudan olugmaktasir. 100'den
fazla yosun tiirii icerdikleri protein, karbonhidrat, vitamin ve minerallerin varligindan
dolayr diinyanin cesitli yerlerinde besin kaynagi olarak kullanilirlar. Deniz yosunlari

degisik oranlarda biyolojik uyaricilar, besleyiciler ve karbonhidratlar igerir [91].

Organik giibreler farkli konsantrasyonlarda (%0,5-1-5-10-25) hazirlandiktan sonra 2 kez

filtreden gecirilmis ve absorbans degerleri okunmustur. Veriler Sekil 4.28”de verilmistir.

%S, %10 ve %25'te bir biiylime tespit edilememistir. Bunun sebebi ise yogun

besiortaminin bakteri lizerinde substrat inhibisyonuna neden olmasindandir.

[any
b
L 4

_/ —_ %0,5 organik
y giibre

—/ — %1 organik
giibre

L/
0,2 I|— NB
0

Zaman,saat

Sekil 4.28. 600 nm dalga boyunda pH 7’de, 650 rpm karistirma hizinda, 30°C ve 2 giinliik
inkiibasyonda farkli organik giibre derisimlerinde B. thuringiensis RSKK 381
susu icin biiylime egrisi grafigi

Farkli derisimlerdeki kimyasal giibrelerde B. thuringiensis RSKK 381’in spesifik iireme
hizlart da arastirtmistir. Hizlar ikilenme siireleri Sekil 4.29°deki In (absorbans)-zaman
grafiginin egimi kullanarak hesaplanmistir. Sonuclar Widdel’in ¢alismasi baz alinarak Es.

2.9 ve Es. 2.21 ile hesaplanmustir. Veriler kontrol grubu ile karsilastirilmistir [39].
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Zamalln, saat

0.1 / %1'lik
0,2 —* organik
/ / giibre

-0,3 / /

o

-0,5 —_ %0,5'lik
/ / organik

-0,6 of e

giibre

In (absorbans)

-0,7

Sekil 4.29. Farkli organik giibre derisimleri i¢in In (absorbans)-zaman grafigi

9%0,5’1ik ortamda t;, siiresi 2 saat olarak bulunmustur. Derisim artis1 ile t;. siiresi artmistir.

%1 derisimli organik giibrede %0,5’lik ortama kiyasla absorbans degerinin daha diisiik

oldugu tespit edilmistir.

Nutrient broth icin u = 0,419 h™! — t4 = 1,65 saat
%0,5’lik organik giibre icin p = 0,154 h™! — t4 = 4,5 saat
%1’lik organik giibre icin u = 0,10 h™! — t4 = 6,93 saat

Farkli derisimlerdeki kimyasal giibrelerde spesifik {ireme hizlar1 Sekil 4.30’da
karsilastirmali sekilde gosterilmistir. Farkli derisimlerdeki kimyasal giibrelerde elde edilen

tiim veriler veriler Cizelge 4.10’da gosterilmistir.

0,5
0,419 Spesifik hiz, ht

04
N
=
203 —
=
go2 0,154
) 0,1

0,1 ————

0 T
NB % 0,5 organik giibre. % 1 organik giibre
Organik giibre derisimleri

Sekil 4.30. Spesifik hizlarin farkli organik giibre derisimleri ile degisimi
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Cizelge 4.10. Farkli organik giibre derisimlerinden elde edilen sonuglar

Kuru Spesifik

Bilesimi Hacim, pH Abs agirhk, ureme hiz, Il.(-llen.me
ml (600nm) siiresi, tq
g/l HW=Kmax

NB 100 7 1,648 0,685 0,419 1,65 saat

= % 0,5(v/v) 97 7,5 0,992 0,345 0,154 4,5 saat
S =
< 9

C%D T %1 (v/v) 89 7,9 0,801 0,288 0,100 6,93 saat

Organik giibrede % 1 {lizerindeki derisimlerde biiyiime tespit edilmemistir. Bunun sebebi

substratin fazlaliginin bakteri iizerinde toksik etki yapmasi olabilir.

Aym sartlardaki giibreler kendi aralarinda karsilastirildiginda Sekil 4.31°de yer alan

sonuclar elde edilmistir.

0.8 5

0,685
<« 07 - 45
= 06 . 4 m— Spesifik
= ’ 3,5 ‘2 tireme hizi,
7] 3 - v
g2 05 0419 - 33 h
4 0,4 5 3 0,355 0,345 2,5 g Kuru hiicre
& _ ] f | ! 2 5 agirhigy, g/l
£t O /s 0,219 - =
’Sh 0.154 1> =
; 0,2 i 1 I ’ i ikilenme
2 0l . R B 05 surest,saat
2 NB %0,5HG. %05K.G. %05 O.G.

Giibreler

Sekil 4.31. Spesifik hizlarin, ikilenme siirelerinin ve kuru hiicre agirliklarinin esit derisimli
farkl giibreler ile degisimi

Ayni derisimli farkli giibreler iginde en hizli biiyiime kimyasal giibrede olmasina karsin en

yiiksek kuru hiicre agirlig1 organik giibrede tespit edilmistir.

Kompoze giibreler bitkiye yonelik tasarlandigindan biinyesinde bolca azot ve fosfor

bulundurur. Belli oranlarda azot ve fosfor; bakteri biiyiimesini desteklemis ve
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hizlandirmistir. Azotga zengin ancak karbonca fakir olan kimyasal giibrede C/N oraninin
azlig1 ve potasyum gibi mikrobesinlerce fakir olmasi hiicre olusumunu kisitlamistir.
Hayvan giibresi, kimyasal giibreye oranla azot¢a daha zengin, mikrobesinlerden olan Ca K,
P’ca da desteklidir. Bu nedenle kimyasal giibreye oranla bir miktar daha fazla tireme tespit

edilmistir.

Organik giibre ise diger giibrelere oranla makro ve mikrobesinler acisindan daha zengindir.

Bu nedenle bakteri biiyiimesini de desteklemistir.
Biiyiime hizi acisinda kullamilan giibreler karsilastirildiginda biiylime hizi en yiiksek
kimyasal giibrede (0,355 h') bulunmustur. Kuru hiicre agirhgn acisindan ise organik

giibrenin (0,345 g/1) daha verimli oldugu tespit edilmistir.

Elde edilen verilere gore organik tarim uygulamali topraklarin bakteri biiylimesi icin daha

elverisli oldugu soylenebilir.

C/N oraninin etkisinin tespiti

Azot ve karbon kaynagi farkli oranlarda denenmistir. Bunun icin amonyum nitrat ve
mannoz ve C/N=0,5-1-1,5 kullamlmistir. Elde edilen egriler Sekil 4.32’deki gibidir.

Veriler kontrol grubu ile karsilagtirilmistir.
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Sekil 4.32. 600 nm dalga boyunda pH 7’de, 650 rpm karigtirma hizinda, 30°C ve 2 giinliik
inkiibasyonda farkli C/N oranlarinda B. thuringiensis RSKK 381 susu i¢in
biiylime egrisi grafigi
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Farkli C/N oranlarinda B. thuringiensis RSKK 381 susunun spesifik iireme hizlart da
arastirlmistir. Hizlar ve ikilenme siireleri Sekil 4.33’deki In (absorbans)-zaman grafiginin
egimi kullanarak hesaplanmistir. Sonuclar Widdel’in ¢alismasi baz alinarak Es. 2.9 ve Es.

2.21 ile hesaplanmistir [39].

Zaman, saat

0 T T 1
0 2 4 6
0,5
2 1 //
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2 C/N=1
s C/N=1,5

Sekil 4.33. Farkli C/N oranlari i¢in In (absorbans)-zaman grafigi

C/N=0,5 icin t;, hesaplanamamistir. Bu oran i¢in logaritmik evre 0-4,5 saat araliginda
belirlenmistir. C/N=1 icin t; siiresi dakikalar boyutunda olmus ve hizla 4 saat siiren
logaritmik doneme girilmistir. C/N=1,5 i¢in de t; siiresi hesaplanamamis olup 4,5 saatlik
bir logaritmik donem tespit edilmistir. En diisiik C/N oraninda en yiiksek kuru hiicre
agirhigr ve spesifik hiz bulunurken bu oranin artmasi ile biiylimenin olumsuz etkilendigi

gbzlenmistir.

Nutrient broth icin p = 0,419 h™! — t4 = 1,65 saat
C/N=0,5icin u = 0,262 h™1 — t4 = 2,65 saat

C/N =1 igin p = 0,245 h™! — t, = 2,83 saat
C/N=1,5icin p=0,231h"! — t4 = 2,77 saat

Farkli C/N oranlarinda spesifik iireme hizlart Sekil 4.34’de karsilastirmali sekilde
gosterilmistir.  Farkli C/N oranlarinda elde edilen tiim veriler Cizelge 4.11°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.34. Spesifik hizlarin C/N ile degisimi

Cizelge 4.11. pH 7'de, 650 rpm karigtirma hizinda, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkl
C/N oranlarindan elde edilen sonuglar

Ortam Absorbans Kuru hiicre Spesifik iireme Ikilenme
(600 nm) agirhg, g/l h1z1, B=llmax siiresi, tg

NB 1,648 0,685 0,419 1,65 saat
C/N=0,5 0,648 0,166 0,262 2,65 saat
C/N=1 0,413 0,045 0,245 2,83 saat
C/N=1,5 0,349 0,012 0,231 2,77 saat

Azot biiyiime adina, karbon ise depolama adina 6nemli birer makroelementtir. Bacillus sp.
karbon disindaki substratin ortamda oldugu ‘“rahat” sartlarda depo yapmak yerine
biiylimeye yonelir. C/N oranindaki azalma yani ortamdaki azotun artisi biiyiimeyi
destekleyici bir unsurdur yani, kuru hiicre agirligit C/N oran ile ters orantilidir. Literatiir
taramas1 da bu c¢ikarimi desteklemektedir. Zhang ve digerleri karbon kaynagi hidrolize
palmiye demeti ve azot kaynag tripton varliginda Bacillus megaterium R11 ile 15:1-15:6
arasindaki C/N oranlarini denemis, en diisiik kuru hiicre agirligint C/N 15:1 oldugunda
bulmuslardir [76]. Yine Aydogmus, aktif camur ile biyoreaktorde 15-50-100-c0 mg-
asetat/mg-amonyum oranlarini incelemis ve amonyum miktar1 azaldik¢a biiyiime veriminin

de azaldigini tespit etmistir [9].

Spesifik hiz ve biyokiitle miktar1 goz oniinde bulundurularak, ¢alismada biiyiime i¢in en

uygun ortam C/N=0,5 tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug literatiirle uyumludur.
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Metal iyvonlarinin biiyiime egrisine etkisi

Metal iyonlarinin biiyiime egrisine olan etkisini incelemek i¢in ¢esitli metal iyonlar1 5 ppm
derisimde nutrient broth ortamina eklenerek kontrol grubu ile karsilastirilmiglardir.
Metallerin se¢iminde, toprakta bulunan ve bir toprak bakterisinin karsilastigi mikrobesinler
ve iz elementler g6z Oniline alinmistir. Tek derisim calisilarak hangi katkinin ne oranda
etkili oldugunu tespit etmek amaclanmistir. Diisiik derisimin kullanilmasinda kullanilacak

ilaveler icinde iz elementlerin olusu etkili olmustur.

Deney boyunca 650 rpm karigtirma hizinda, pH 7’de, 30°C inkiibasyon sicakliginda ve 48

saat inkiibasyon siiresinde calisilmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.35’de verilmistir.

2
1,8
1,6 2K —
1.4 nd
212 /: - ——7n-5ppm
s /
£ { / Mg-5ppm
% 0,8 // 4 B-5ppm
076 // : Ni-5Sppm
0:4 [ —#—NB(katkisiz)
0,2 574/

Zaman,saat

Sekil 4.35. 600 nm dalga boyunda pH 7’de, 650 rpm karistirma hizinda, 30°C ve 2 giinliik
inkiibasyonda farkli metal iyonlarinin B. thuringiensis RSKK 381 susu i¢in
biiylime egrisi grafigi

Farkli metal katkili ortamlarda B. thuringiensis RSKK 381 susunun spesifik iireme hizlari
da arastirlmistir. Hizlar ve ikilenme siireleri Sekil 4.36’daki In (absorbans)-zaman
grafiginin egimi kullarak hesaplanmistir. Sonug¢lar Widdel’in ¢caligmasi baz alinarak Es. 2.9

ve Es. 2.21 ile hesaplanmistir [39].
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Sekil 4.36. Farkli metal iyonlar1 i¢in In (absorbans)-zaman grafigi

Tiim iyonlarin ilavesi ile 1-2 saatlik t siireleri (5 ppm Mg 1 saat, digerleri 2 saat)
bulunmustur. Nikel ilaveli ortamda absorbans degerinin kontrol grubundan yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bunlarin disinda kalan tiim ilave iyonlar absorbansi diisiirlip biiyiimeyi

kotiilestirmistir.

Nutrient broth icin p = 0,419 h™! — t4 = 1,65 saat

NB + 5 pmm ¢inko ilavesi i¢cin u = 0,714 h™! — t4 = 0,97 saat

NB + 5 pmm magnezyum ilavesi i¢in p = 0,501 h™! — t4 = 1,38 saat
NB + 5 pmm bor ilavesi i¢cin p = 0,863 h—t — tq = 0,8 saat

NB + 5 pmm nikel ilavesi i¢cin p = 0,690 h™! — t4 = 1 saat

Farkli metal iyonlar1 varliginda spesifik iireme hizlar1 Sekil 4.37°de karsilastirmali sekilde

gosterilmistir. Farkli metal iyonlar1 varhifinda elde edilen tiim veriler Cizelge 4.12°de

gosterilmistir.
1 0,863
0.8 " Spesifik iz, b 714 0-69
N b ’ 0,67
=
= 0.6 0,419
$ 04 -
)
0’2 E.
0 -
NB NB+5ppm Zn NB+5ppm Mg NB+5ppm Ni NB+5ppm B
Metall iyonu

Sekil 4.37. Spesifik hizlarin metal iyonlar1 ile degisimi
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Cizelge 4.12. pH 7'de, 650 rpm karistirma hizinda, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkli
metal iyonlaridan elde edilen sonuglar

Absorbans  Kuru hiicre iirsel::izlflﬂ{zl Ikilenme siiresi,
(600 nm) agirhg, g/l ’ ta
UW=Mmax
NB 1,648 0,685 0,419 1,65 saat
5 ppm Zn 1,561 0,641 0,714 58,24 dk
Sppm Mg 1,241 0,475 0,501 1,38 saat
NB 5 ppm Ni 1,840 0,787 0,690 1 saat
Sppm B 1,580 0,655 0,863 48 dk

Tiim metal iyonlarinin ilavesinden spesifik hizlar olumlu etkilenmistir. Ortama eklenen
nikel ve bor tireme hizin1 yaklasik 2 kat arttirmistir. Bunun yaninda ¢inko ilavesinin de hiz

tizerinde oldukga etkili oldugu goriilmiistiir.

Metallerden yalnizca nikel absorbans degerinde artis saglamistir, diger tiim metal
ilavelerinin absorbans degerleri kontrol grubunun altinda kalmistir. Magnezyum ve bor
mikrobesinler grubunda yer alir ve genellikle biiyiimeyi destekleyici elementlerdir. Ancak
yapilan calismada B. thuringiensis RSKK 381 susu i¢in bu durumun gegerli olmadigi
saptanmistir. Ozellikle magnezyum ilaveli ortam en diisiik biyokiitleli ve en yavas biiyiime
ortami olmustur. Nikel ve ¢inko iz elementler olup mikroorganizma i¢in eser miktarda
kullanilmalan yeterlidir. Calismada B. thuringiensis RSKK 381 susu icin diisiik derisimin
kullanilmas iz elementlerin olumlu sonuclar vermesini saglamistir. Ozellikle nikel hem

biyokiitleyi hem de hiz1 yiikseltmistir.

Kontrol grubuna kars1 degistirilen tiim sartlar (C ve N kaynaklari, metal iyonlari, giibre

kullanimi, C/N oram) ile elde edilen sonuclar Sekil 4.38’de gOsterilmistir.
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Sekil 4.38. Kontrol grubu ile degistirilen sartlarin karsilastirilmas: (Biiyiime)

Tiim degistirilen ortam sartlar1 g6z oniine alindiginda metal iyonlarinin kullaniminin en iyi
sonuglart verdigi goriilmiistiir. Bor ilavesi ile biyokiitle ayn1 kalsa da hizda biiyiik oranda
gelisme gozlenmistir. Metal iyonlar icinde en yiiksek biyokiitle miktarini veren nikel tiim
degistirilen sartlar icinde de en yiiksek biyokiitleye sahiptir. C kaynagi olarak gliserol ve N
kaynagi olarak amonyum siilfat kullaniminin spesifik iireme hizim yiikselttigi, biyokiitlede
ise bariz bir degisime neden olmadig: tespit edilmistir. Biyokiitle iizerinde ise amonyum
nitrat ve gliserol kullanimi kontrol grubunu yakalamis olsa da en yiiksek biyokiitle kontrol

grubunda gozlenmistir.

4.2.2. PHB iiretimi

PHB’1n tespiti

Bakterinin PHB iiretiminin tespiti florasan ozellikli Nile Blue A boyast ile yapilmistir.
Boyal1 koloniler UV kabin ile incelenmistir. Bakterinin PHB iiretimi, PHB lerin parlamasi

ile nitel olarak gozlenmistir (Sekil 4.2).
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Resim 4.2. B. thuringiensis RSKK 381 susunun PHB iiretimi

Sonikasyon siiresinin tespiti

Sonikasyon siiresinin tespiti i¢in ultrasonikator %94-95 giicte iken sonikasyon tiipii 5-7-10-
12-15-20-25-30 dakika sonike edilmistir. Alinan 6rnekler petrilere ekilerek 1 giin 30°C
inkiibe edilmis ve koloni sayimi ile bakterinin hiicre duvarinin pargalanma siiresi tespit
edilmistir. Inkiibe edilen petrideki kolonilerin durumuna gore sonikasyon siiresi 12 dakika

olarak tespit edilmistir. Calisma sonuglar1 Resim 4.3’te gosterilmistir.

Resim 4.3. Sonikasyon siiresinin tespiti

Rohini ve digerleri Bacillus thuringiensis R1 susunun hiicre duvarimi pargcalamak ig¢in 15

dakika (5’er dakikalik 3 dongii) boyunca sonike etmislerdir [70].
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Tamdogan, Bacillus subtilis ATCC 6633 susu i¢in sonikasyon siiresini 10 dakika olarak
tespit etmigstir [31].

PHB standart grafiginin hazirlanmasi

PHB standart grafigi icin 10-30-60-80-100-150-200 pg/ml’lik PHB standartlarinin
spektrofotometre cihazinda 235 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunmustur.

Okunan tiim degerler zamana kars1 grafige gecirlerek Sekil 4.39°da verilmistir.
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150; 0,945 R2=0,9545
0,8 -
3
2 absorbans
2 0,6 -
2 800,504
04 - 60; 0,418 Dogrusal
(absorbans)
0,2 - 10; 0,198
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
pg/ml PHB

Sekil 4.39. PHB standart grafigi

PHB birikimine karistirma hizinin etkisi

Karigtirma hizinin PHB iiretimine etkisini incelemek amaci ile belirlenen optimum
sartlarda (pH 7, 30°C inkiibasyon sicakligi ve 2 giin inkiibasyon) 650 rpm ve 350 rpm
karistirma hizli ortamlar karsilastirilmistir. Ekstraksiyon islemi 350 rpm i¢in 7,5. saatin,
650 rpm i¢in 6. saatin sonunda yapilmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.13’de

goriilmektedir.
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Cizelge 4.13. pH 7'de, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkli karistirma hizlarinda elde
edilen PHB sonuglari

Kuru hiicre PHB PHB
Durum  Ortam Abs Abs agirhg miktarl, o e %
(600 nm) (235 nm) > (g PHB/g
(KHA), g/l pg/ml KHA)
350 rpm NB 1,18 0,180 0,443 9,1 2,06
650 rpm NB 1,648 0,591 0,685 103,5 15,07

Karistirma ile besiormaindaki ¢oziinmiis oksijen miktarinin, bakteri-substrat etkilesiminin
ve bakteri-oksijen etkilesiminin artmasinin yani sira mekanik etki ile substrat par¢alanmasi
da gerceklesmektedir. Bu durum bakterinin ¢okg¢a iiremesi ile depolama yapabilecek
bakteri sayisinda meydana gelen artis ile ilgilidir. Bakteri sayisindaki artis PHB
miktarindaki artis1 da beraberinde getirmistir. Baysak, Rhizobium suslarinin maya ekstrakt
mannitol (YEM) s1v1 besiyerinde PHB iiretimine karistirma hizinin etkilerini incelemis ve
farkl1 hizlarinda (50-200 rpm) PHB iiretiminin 0,0242-0,0651 g/l arasinda degistigini,

karistirma hizinin kuru hiicre agirligi ile PHB miktarini arttirdigini bildirmistir [37].

650 rpm karistirma hizinda en yiliksek PHB birikimi (103,5 g PHB/g KHA) ve en yiiksek
PHB verimi (%15,07) elde edilmistir. Bu verim literatiir ile uyumlu bir sonugtur. Cesitli
calismalarda B. thuringiensis 1AM 12077 susunun 48 inkiibasyonda nutrient broth
besiortaminda kuru hiicre agirliginin %10-15’1 oraninda PHB depolayabildigi daha
onceden bildirilmistir [68].

Karistirma hizinin etkisi ile hem PHB miktarinda hem de PHB veriminde goézlenen

degisim Sekil 4.40° gosterilmistir.
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Sekil 4.40. Farkli karistirma hizlarinda PHB tiretiminin degisimi

Farkli azot ve karbon kaynaklarinin PHB iizerine etkisinin incelenmesi

650 rpm karistirma hizinda, pH 7°de, 30°C inkiibasyon sicakliginda ve 48 saat inkiibasyon

stiresinde farkli azot ve karbon kaynaklarinda bakterinin PHB iiretimi incelenmistir.

Merck marka pepton azot kaynaginin varliginda karbon kaynagi olarak gliserol, glikoz,
ksiloz, mannoz, D-mannitol kullanilmis; bulunan sonuclar kontrol grubu olarak kabul
edilen aym sartlardaki nutrient broth (NB) ile karsilastirilmistir. Ekstraksiyon islemi
kontrol grubunda ve gliserollii ortamda 6. saatin, ksilozlu ortamda 5. saatin, glikozlu ve
mannitollii ortamlarda 4,5. saatin, mannozlu ortamda 4. saatin sonunda gerceklestirilmistir.

Elde edilen bulgular Cizelge 4.14’te goriilmektedir.

Cizelge 4.14. pH 7'de, 650 rpm karistirma hizinda, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkli
karbon kaynaklarinda elde edilen PHB sonuclar1 (N=Pepton)

Abs Abs Kuru hiicre PHB b1 verimi, %

(600 nm) (235 nm) ag‘r"g‘g/(lKHA)’ “Eg};rl‘ (¢ PHB/g KHA)
NB 1,648 0,591 0,685 103,5 15,07
Gliserol 1,525 0,608 0.625 107.8 173
Ksiloz 0.883 0.430 0,300 63.25 21,08
Mannitol 0,821 0,380 0.258 50,75 1971
Glikoz 0913 0.410 0,305 58,25 19,10
Mannoz 0,680 0,394 0,183 54.25 2973
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Kullanilan tiim C kaynaklarinda PHB birikimi miimkiin olmus ve tiim verimler kontrol
grubunda elde edilenden yiiksek olmustur. Yapilan calimada glikoz, mannitol ve gliserol
ortamlarinin sirasiyilla %19,1; %19,7 ve %17,3 PHB verimi ile yakin degerler verdigi
goriilmiistiir. Glingdormedi, Bacillus megaterium XyC6 ile PHB {iiretimi verimini farkli
karbon kaynaklari (glikoz, mannitol, gliserol) ile ¢calismis, PHB verimlerini glikoz %38,38,
gliserol %36,04, mannitol %36,31) birbirine oldukca yakin bulmustur [60]. Mannitol
yiiksek fiyat1 nedeniyle endiistriyel proseslerde ¢okca tercih edilen bir karbon kaynagi

degildir [93].

Pal ve digerleri, Bacillus thuringiensis 1AM 12077 ile yaptig1 calismada pepton-maya
ektrakt1 iceren besi ortaminda farkli karbon kaynaklarinin (mannoz, ksiloz, glikoz) PHB
iretimine etksini incelemis ve yiiksek PHB miktarini (1,2 g/l) ksilozda tespit etmistir.
Ksilozu mannoz, glikoz igceren ortam takip etmistir [68]. Yapilan deneylerde ksiloz
ortaminda PHB miktar1 0,06325 g/l olmus, mannoz ve glikoz kaynaklarinda yiiksek PHB

miktar1 elde edilmistir.

Gliserol-pepton ortami sahip oldugu yiiksek biyokiitle ile en yiiksek PHB mikratin1 (107,8
ug/ml) vermistir. Rohini ve digerleri da karbon kaynagi olarak gliserol ya da glikoz iceren
besi ortaminda (maya eksrtakti, pepton, Na,HPO, ve MgSO, igerikli) Bacillus
thuringiensis R1’in maksimum PHB miktarini (1,4 g/1) gliserolde verdigini bildirmislerdir
[70]. Cestili proseslerde bir yan iiriin olan gliseroliin ekonomik ve kullanilabilir bir karbon

kaynag1 oldugu goriilmiistiir.
B. thuringiensis RSKK 381 susu i¢in PHB iiretiminde en verimli ortamin mannoz-pepton
ortami (%29,73) oldugu tespit edilmisir. Bu oranin yiisekligi bakterinin mannozu

biiylimede kullanamayip depolamaya yani PHB iiretimine yonelmesi ile agiklanabilir.

Farkli karbon kaynaklari ile elde edilen veriler Sekil 4.41°de gosterilmistir.
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Sekil 4.41. Farkli karbon kaynaklarinda PHB iiretiminin degisimi

Bu calismada; azot kaynagi olarak malt ekstrakt, amonyum siilfat, maya (yeast) ekstrakti,
amonyum nitrat ve glisin kullanilmistir. Bulunan sonuglar kontrol grubu olarak kabul
edilen aynmi sartlardaki nutrient broth ile karsilastirllmis ve Cizelge 4.15°da verilmistir.
Ekstraksiyon islemi kontrol grubunda 6. saatin, malt ekstrakthh ortamda 5,5. saatin,
amonyum siilfatli ortamda 7,5. saatin, amonyum nitratli ve maya ekstrakli ortamlarda 9.

saatin ve glisinli ortamda 9,5. saatin sonunda yapilmistir.

Cizelge 4.15. pH 7'de, 650 rpm karistirma hizinda, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkli
azot kaynaklarinda elde edilen PHB sonuglar1 (C= et ekstrakti)

Absorbans Absorbans Kl:lrgl:rllllgfre mﬁgfn’ VEII’)iII-IIl]i},%
(600 nm) (235 nm) (KHA), g/l ug/ml (gK l;;l?;/g
NB 1,648 0,591 0,685 103,5 15,07
Malt eks. 1,141 0,609 0,423 108 25,56
Maya eks. 1,511 0,436 0,615 64,75 9,96
Amonyum 1,580 0,659 0,65 120,5 18,59
stilfat
Amonyum 1,544 0,867 0,633 172,5 27,3
nitrat
Glisin 1,138 0,527 0,421 87,5 20,8
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Tiim azot kaynaklarinda PHB iiretimi gerceklesmistir. En yiiksek PHB miktar1 ve PHB

verimi (172,5 pg/ml ve %27,3) amonyum nitratl ortamda tespit edilmistir.

Onceki calismalarda malt ekstrakti gibi rafine edilmemis kaynaklarin PHB verimi eldesi
icin iyi ve PHB olusumunu destekleyen kaynaklar oldugu bildirilmistir [95]. Alinan
sonuglar da bu bilgiyi dogrulayan niteliktedir. Malt ekstraktt amonyum tuzlarindan sonra

en yiiksek PHB miktarin1 veren kaynak olmustur.

Gomaa karbon kaynagi seker kamis1 pekmeziyken Bacillus subtilis AJ-3 ile PHB iiretimine
farkli azot kaynaklarinin etkisini incelemistir. Bu amagla amonyum kloriir, maya ektrakti,
malt ekstrakti, pepton, amonyum siilfat, amonyum nitrat ve glisin kullanilmis ve amonyum
stilfat (22,98 g/1) en iyi azot kaynagi bulunmustur [27]. Singh ve digerlerinin B. subtilis
NG 220 bakterisinin seker endiistri atik suyundaki PHB iiretime azot kaynaklarinin
(pepton, (NH4),SO4) etkisini incelemis ve en iyi PHB birikimini (NH4),SO4’ta tespit
etmisglerdir [26]. Yapilan calismada amonyum siilfattin amonyum nitrat disindaki tiim azot

kaynaklarinda daha ¢ok PHB biriktirdigi tespit edilmistir.

Gouda ve digerleri, Bacillus megaterium ile seker kamisi melas1 varken maya ekstrakti,
pepton gibi kompleks kaynaklarin PHB miktarini azalttigini rapor etmislerdir [80].
Deneyler sonucunda maya ekstraktli ortam en diisiik PHB miktarli ve verimli ortam oldugu

tespit edilmistir [80].

Elde edilen deneysel veriler Sekil 4.42°de gosterilmistir.
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Sekil 4.42. Farkli azot kaynaklarinda PHB iiretiminin degisimi

PHB kaynagi olarak giibrelerin incelenmesi

Bu calismada kullanilan B. thuringiensis RSKK 381 susu da bir toprak izolatidir ve
giibrelerle islem gormiis topraklardan izole edilebilmektedir. Bu boliimiiniin amaci gesitli
giibrelerin  (hayvansal, kimyasal ve organik giibre) ve bu giibrelerin farkli
konsantrasyonlarinin bakterinin primer metaboliti olan PHB nin birikimine olan etkisinin
arastirtlmasidir. Bunun yani sira ekonomik ve cevre dostu iiretim i¢in toprakta cok sik
karsilagilan giibrelerin kaynak olma potansiyelleri de konu edilmistir (pH 7, 650 rpm

karistirma ve 30°C, 48 saat inkiibasyon sartinda).

Hayvansal giibre icerisinde (H.G., koyun giibresi) firma beyanina yonelik su, organik
madde (azot vb.) ve inorganik madde (fosfot, kalsiyum, potasyum vb.) bulunmaktadir
Calismada koyun giibresi kullanilmistir. Hayvan giibresi denemeleri icin %0,5-1-5-10-25
konsantrasyonlar1 hazirlanmis ancak %0,5 ve %1’lik derisimlerde ol¢iim yapilamamustir.
Ekstraksyon islemi %0,5’lik derisim i¢in 4. saatin, digerleri icin ise 6. saatin sonunda

yapilmustir. Veriler Cizelge 4.16’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.16. pH 7'de, 650 rpm karistirma hizinda, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkli
derisimlerde hayvan giibrelerinden elde edilen PHB sonuglari

PHB
PHB verimi,
Bilesimi Hacim, PH agirh miktar %

m! (ng/ml) (g PHB

/g KHA)

NB 100 7 1648 0,68 0591  103,5 15,07
I 80 7 0444 0,068 0251 18,5 27,2
EE % 10 75 72 0434 0,055 0223 11,5 20,9
i T 68 73 0417 0046 0235 14,5 31,52

Bu calisma ile hayvan giibresinden %30’lara varan oranlarda PHB elde edilebilecegi
goriilmiistiir. Yiiksek kiitlede yiiksek PHB miktar1 goriilmiis ve en yiiksek PHB miktar1
%5’lik derisimde goriilmiistiir. Bunun yaninda PHB verimi en yiiksek %25’lik hayvan
giibresinde goriilmiistiir. Bunun nedeni baskilanan biiyiime ile PHB depolanmasidir.
Derisim artis1 ile biyokiitlede ve PHB miktarinda artis gozlenmistir. Ancak derisimin
degismesi ile PHB veriminde dalgalanmalar goriilmiistiir. En yiiksek PHB verimi %25
derisimdeki ortamda (%31,52) elde edilse de en yiiksek PHB miktar1 %5 derisime sahip
ortamda (18,5 ug/ml) tespit edilmistir.

Kullanilan hibir derisimde PHB verimi kontrol grubunun altinda kalmamis olsa da PHB

miktarlar biyokiitleye bagl olarak oldukca diisiiktiir.

Elde edilen deneysel veriler Sekil 4.43’de gosterilmistir.
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Sekil 4.43. Farkl1 derisimlerdeki hayvan giibrelerinin PHB iiretiminin degisimi

Kimyasal giibre olarak Toros marka 20.20.0 kompoze kimyasal giibre kullanilmistir.
Giibre icerisinde; %20 azot (amonyum azotu ve iire azotu), %20 fosfor (P,Os)
bulunmaktadir. 20.20.0 giibresi fosfor ve azot bakimindan zengin ancak potasyum
bakimindan fakirdir [89]. Kimyasal giibre (K.G.) konsantrasyonlar1 %0,5-1-5-10-25
degisen oranlarda hazirlanmig ancak %] iizerinde iireme olmadigidan %0,5 ve %l
derisimleri kullanilmistir. Ekstraksyon islemi %0,5’lik derisim icin 5,5. saatin, %1’lik
derisim icin ise 6,5. saatin sonunda yapilmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.17°de

verilmistir.

Cizelge 4.17. pH 7'de, 650 rpm karistirma hizinda, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkli
derisimlerdeki kimyasal giibrelerde elde edilen PHB sonuclari

Bilesimi Hacim, PH Abs Kuru agirhk, PHB miktari,

ml (600nm) g/l pg/ml

NB 100 7 1,648 0,685 103,5
Kimyasal % 0,5 92 7,5 0,353 0,03 -
giibre % 1 96 7,5 0,378 0,04 -

C/N orant PHB birikimi i¢in énemli bir kriterdir. C/N orani ne kadar yiiksek ise PHB
birikimi de o denli yiiksek olmaktadir. Ancak kimyasal giibrede azot miktar1 yiiksek ve
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karbon miktar tek kaynak iire oldugu icin diisiiktiir. C/N oraminin diisiikliigii sebebi ile

kimyasal giibrede PHB birikimi hi¢bir derisimde tespit edilememistir.

Superdoll marka organik giibre icerigi: %20 yosun (Ascophyllum nodosum), %10
aminoasit, %4 KO, %2 organik azot %?2,5 alginik asit ve sudan olusmaktadir. Deniz
yosunlart degisik oranlarda biyolojik uyaricilar, besleyiciler ve karbonhidratlar icerir [91].
Organik giibreler farkli konsantrasyonlarda (%0,5-1-5-10-25) hazirlandiktan sonra 2 kez
filtreden gecirilip kullanilmistir. %5 %10 ve %?25’te bir biiyiime tespit edilemediginden
%35 derisimin altindaki organik giibrelerin PHB miktarlar1 6lctilmiistiir. Ekstraksyon islemi
%0,5’lik derisim icin 7. saatin, %1’lik derisim i¢in ise 8. saatin sonunda yapilmistir. Elde

edilen veriler Sekil 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. pH 7'de, 650 rpm karistirma hizinda, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkli
derisimlerdeki organik giibrelerde elde edilen PHB sonuglari

PHB
PHB
Hacim, verimi, %
Bilesim PH agirhk miktari
ml ) o (235 nm) (ug/ml) (g PHB
m
H /g KHA)
NB 100 7 1,648 0,685 0,591 103,5 15,07
= S % 0,5 97 7,5 0,991 0,345 0,504 91,75 26,59
£ =
o3
= % 1 89 7,9 0,801 0,288 0,675 124,5 433

Organik giibrelerin diisiik derisimlerinde (%0,5 ve %1) PHB birikimi tespit edilmistir.
Daha yiiksek derisimlerde ise substrat inhibisyonundan dolayr bakteri biiyiimesi
gerceklesmediginden PHB miktar1 hesaplanamamistir. En yiiksek PHB birikimi %1°lik
derisimde gozlenmistir. Biyokiitledeki artisa paralel olarak PHB miktarinda da artis

gerceklesmistir. Derisimdeki artis verimde de artis saglamistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki derisimin de veriminin PHB yiiksek ancak
PHB miktarinin diisiik oldugu gozlenmistir. Bunun sebebi kontrol grubundaki biyokiitle

fazlalhigidir.
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Elde edilen deneysel veriler Sekil 4.44’°te gosterilmistir.
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Sekil 4.44. Farkli derisimlerdeki organik giibrede PHB iiretiminin degisimi

C/N oranimin PHB birikimine etkisinin tespiti

Mannoz-amonyum nitrat ortaminda farkli C/N oranlarinin (0,5-1-1,5) PHB birikimine
etkisi aragtirllmistir. Ekstraksiyon islemi C/N=0,5 i¢in 8,5. saatin, C/N=1 i¢in 6,5. saatin ve
C/N=1,5 icin 5. saatin sonunda yapilmistir. Elde edilen veriler Cizelge 4.19’da verilmistir.

Veriler kontrol grubu ile karsilagtirilmistir.

Cizelge 4.19. pH 7'de, 650 rpm karigtirma hizinda, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkl
C/N oranlarinda elde edilen PHB sonuglari

PHB
Absorbans Absorbans Kuru hiicre PHB verimi, %
Ortam , } miktar,
(600 nm) (235nm) agirhg, g/l (g PHB/g KHA)

pg/ml
NB 1,648 0,591 0,685 103,5 15,07
C/N=0,5 0,648 0,317 0,166 36,5 21,99
C/N=1 0,413 0,228 0,045 14,25 31,7
C/N=1,5 0,349 0,188 0,012 4,5 37,5

C/N oram1 PHB birikimi i¢in baglica kriterlerdendir. C/N oranmnin artmas: ile hiicre
biiylimesi yavaslar ancak PHB iiretimi artar. Tamdogan calismasinda Bacillus subtilis

ATCC 6633 susunun PHB verimliligini arastirmis. Karbon/azot (C/N 0,5-2,5) oraninin
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kiiltir ortamina karbon kaynagi olarak glikoz, azot kaynagi olarak da L-glisin ilave
ettikleride en yiiksek PHB birikimini karbon/azot orami1 2,5 olan besiyerinde (3,2481
ug/ml) tespit etmislerdir [31]. Pal ve digerleri Bacillus thuringiensis IAM 12077 ile yaptigi
calismada maksimum PHB birikimini azot-kisith ortamda gozlemlemis ve. azot
kisitliliginin PHB birikimini destekledigi bildirmislerdir [68]. Zhang ve digerleri Bacillus
megaterium R11 ile palmiye demetinden-tripton oranini 15:1-15:6 arasinda degistirerek
C/N oranin PHB iiretimine etkisini incelemislerdir. C/N 15:1 (azot kisith ortam) oldugunda

en diisiik kuru hiicre agirligi alinsa da PHB oraninin %50 oldugunu bildirmislerdir [76].

Sinirlanan azot konsantrasyonu mikroorganizmalarin biyolojik aktiviteleri yavaslatmakta
ve mikroorganizma konsantrasyonunun azalmasina yol acmaktadir. Maksimum verimde
PHB iiretimi i¢in makrobesinlerden olan azotun mikroorganizmalarin yagamlarin1 devam

ettirecek minimum seviyede kullanilmasi iyi bir stratejidir [9, 40].

C/N orani 1,5 oldugunda biyokiitle azot sinirliligindan en diisiik degerini almis ancak PHB
verimi en yliksek degere ¢cikmistir. Azotu kullanip ¢ogalamayan bakteri ortamdaki karbonu
depo ic¢in kullanmistir. C/N oran1 azadik¢a rahatlamayan baslayan ortam kosullari ile
bakteri biiyiimeye yonelmis ve PHB verimi hizla azalmistir. Bunun yaninda biyokiitlenin
yiiksek oldugu C/N=0,5 ortaminda PHB miktar1 en yiiksek bulunmustur. Yani C/N=0,5
iken yiiksek biyokiitle kaynakli, en yiiksek PHB miktar1 olan 36,5 ug/ml elde edilmis

ancak en yiiksek verim %37,5 ile C/N=1,5 ortaminda elde edilmistir.

Elde edilen deneysel veriler Sekil 4.45°de gosterilmistir.
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Sekil 4.45. Farkli C/N oranlarinda PHB {iiretiminin degisimi
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Fakli iyonlarin PHB birikimine etkisi

Metal iyonlarinin PHB birikimine olan etkisini incelemek icin c¢esitli metal iyonlar1 5 ppm
derisimde nutrient broth ortamina katilmistir. Metallerin seciminde, toprakta bulunan ve bir
toprak bakterisinin karsilastigi mikrobesinler ve iz elementler géz Oniine alinmistir. Bu
calisma i¢in ¢esitli metal iyonlar1 Nutrent Broth ortamina eklenerek kontrol grubu ile
karsilastirilmiglardir. Deney boyunca 650 rpm karistirma hizinda, pH 7’de, 30°C
inkiibasyon sicakliginda ve 48 saat inkiibasyon siiresinde calisilmistir. Ekstraksiyon islemi
cinko katkili ortam i¢in 6. saatin, magnezyum katkili ortam i¢in 8,5. saatin, bor katkili
ortam i¢in 8. saatin ve nikel katkili ortam i¢in 10. saatin sonunda yapilmistir. Elde edilen

veriler Cizelge 4.20’de verilmistir.

Cizelge 4.20. pH 7'de, 650 rpm karistirma hizinda, 2 giinliik ve 30°C inkiibasyonda farkli
metal iyonu ilavesi ile elde edilen PHB sonuclari

Kuru hiicre @ PHB

Ortam A(';z‘(’)r:l’;‘;s "‘(353"5‘:’;‘)‘5 agirhgn  miktarn (I:gli’lil‘];e/;illgiﬁ?)
(KHA), g/l pg/ml
NB 1,648 0,591 0,685 103,5 15,07
SppmZn 1,561 0,612 0,641 108,75 16,96
NB S5ppmMg 1,241 0,402 0,475 34,13 7,18
SppmNi_ 1,840 1,069 0,787 223 2833
5 ppm B 1,580 0,783 0,655 63 8,01

En yiiksek PHB verimi nikel katkili ortamda tespit edilmistir. Onu c¢inko ilaveli ortam
izlemistir. Ni, Zn gibi agir metal iyonlar1 biiyiimeyi baskilayacak nitelikte oldugundan
PHB birikimini olumlu etkiledigi diistiniilmektedir. Bor ve magnezyum ilavensi PHB

birikimi iizerinde olumsuz etki yaptig1 tespit edilmistir.

Raza ve digerleri B. subtilis ATCC 6633’tin PHB birikimi iizerine agir metal etkisi
incelenmislerdir. Besiortamlar1 D-mannitol-glisin ortamia Zn"" iyonu i¢in ZnSO, (100-
350 uM) ve Ni** iyonu icin NiCls (50-200 uM) eklenerek olusturulmus. En etkili metal
iyonu 100 uM konsantrasyonda Ni** iyonunda (PHB birikimi 82 mg/l, kuru agirlik basina
%10,93) kontrol grubuna gére %55’e varan PHB artis1 bildirilmistir. Zn** 300 uM (PHB
birikimi 76,5 mg/l, kuru agirlik basina %16,89) ilavesi ile kontrol grubuna gore %44’e
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varan PHB artis1 bildirilmistir [65]. Elde edilen sonuglara gére 5 ppm ¢inko ilavesi kontrol
grubuna gore %5,07; 5 ppm nikel ilavesi ilavesi kontrol grubuna gore %100’e varan PHB

artis1 saglamistir. Metal iyonlarinin PHB birikimini nasil arttirip azalttiginin mekanizmasi

heniiz tam olarak ortaya konamamastir.

Elde edilen deneysel veriler Sekil 4.46’da gosterilmistir.
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Sekil 4.46. Farkli metal iyonu ilavesinin PHB iiretiminin degisimi

Kontrol grubuna kars1 degistirilen tiim sartlar (C ve N kaynaklari, metal iyonlari, giibre

kullanimi, C/N orani) ile elde edilen sonuglar Sekil 4.47°de gosterilmistir.
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Sekil 4.47. Kontrol grubu ile degistirilen sartlarin karsilastiriimas: (PHB)

Tiim degistirilen ortam sartlar1 goz Oniine alindiginda metal iyonlarinin varliginin en
yiiksek biyokiitleyi vermesine karsin en yiiksek PHB verimi organik giibre kullaniminda
elde edilmistir (%43,3). C/N oraminin 1,5 olarak ayarlamasi ile de yiiksek PHB verimi
(%37,5) tespit edilmistir. Kimyasal giibre kullanimi digsinda her sartta PHB verimleri

kontrol grubunun iizerindedir.
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5. SONUCLAR

Biyoteknolojik proseslerde kullanilan bakterilerin lireme hizlari ve iiretilen biyokiitle
miktarlar1, prosesin maliyeti ve uygulanabilirligi acisindan onem tasimaktadir. Ozellikle
biiyiik o©lcekli sistemlerde saglanan tasarruflar ekonomik yiikiin hafiflemesini de
beraberinde getirir. Buna dayanarak, ¢alismanin ilk boliimiinde, farkli ortam sartlarinda B.
thuringiensis RSKK 381 susunun, iireme hizlar1 ve liiretilen biyokiitle miktarlar
arastirtlmistir. Calismanin ikinci boliimiinde de cevre sorunlarinin ¢6ziimiine yonelik
konularda onemli yeri olan, polipropilene ve polietilene benzerligi sebebiyle dikkat ¢eken

PHB iiretimine yonelik calismalar yapilmistir.

Ik olarak B. thuringiensis RSKK 381 susunun optimum iireme sartlar1 optimum pH 7,
sicaklik 30°C, inkiibasyon siiresi 48 saat ve karistirma hizi 650 rpm olarak tespit edilmistir.
Bu sartlarda biyokiitle miktar1 (0,685 g/l) ve tireme hiz1 (0,419 h™") maksimumdur. Fiziksel
faktorlerin biyokiitle iizerine etkisi inceleyen Baysak [37] maksimum 200 rpm kullandig:
karigtirma hizinin artmasi ile Rhizobium tiirlerinin biyokiitle miktarinin arttigini
bildirmistir. Pichhardt, Tamdogan ve Gomaa, calismalarinda ¢esitli Bacillus tiirleri i¢in

optimum iireme sicakligin1 30° C olarak bildirmislerdir [27, 30-32, 75].

B. thuringiensis RSKK 381 susunun biiyiime davranislar: iizerine farkli karbon kaynaklari
(gliserol, glikoz, ksiloz, mannoz ve D-mannitol) incelendiginde en yiiksek biyokiitle
miktar1 (0,625 g/l) ve iireme hiz1 (0,854 h™') gliserol-pepton ortaminda tespit edilmistir.
Rohini, Phadnis ve Rawal Bacillus thuringiensis R1 ile yaptilar1 ¢alismada gliserol ise
ilgili benzer sonuglar elde etmislerdir [70]. Cesitli proseslerde yan iiriin olan gliseroliin
biyokiitle eldesinde ekonomik ve kullanilabilir bir kaynak oldugu bulunmustur. Amonyum
tuzlu ortamda artan iireme hizi ile zamandan ve enerjiden tasarruf saglanarak proseste

ekonomiklesme saglanabilecegi tespit edilmistir.

Kullanilan sus icin farkli azot kaynaklar1 (malt ekstrakt, amonyum siilfat, maya ekstrakti,
amonyum nitrat ve glisin) i¢inde en yliksek biyokiitle miktarini (0,625g/1) ve tireme hizin1
(0,854 h") amonyum siilfatl ortamin verdigi belirlenmistir. Gomaa, amonyum tuzlarmin
Bacillus subtilis bakterisinin biiyiime davranisi iizerine etkisini belirlemis ve yapilan

calisma ile paralel sonuclar bildirmislerdir [27]. Amonyum tuzlarinin kullanildig: biiyiime
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ortaminda artan iireme hizi ile zamandan ve enerjiden tasarruf saglanarak proseste

ekonomiklesme saglanabilecegi tespit edilmistir.

Farkli konsantrasyonlarinda hayvan giibresinin biyokiitle ve {ireme hizina etkisi
incelendiginde maksimum biyokiitle (0,068 g/l) ve hiz (0,315 h'l) degerlerine ulasilan
%5’lik derisimin optimum oldugu goriilmiistiir. Toprakla karistirilan hayvan giibresi,
topraktaki mikroorganizma sayisin1  ve etkinligini artirir, biyolojik degisimlerin
hizlandirilmasini saglar. Kimyasal giibre i¢in en yiiksek biyokiitle (0,04 g/1) ve tireme hizi
0,379 h") %1’ lik giibre ortaminda tespit edilmistir. Fakir C kaynagi olan bu ortamin,
diisiik biyokiitle vermesi sebebiyle uygun bir biiylime ortami olmadigi belirlenmistir.
Organik giibrelerde ise maksimum iireme hizina (0,154 h™") ve biyokiitle miktarina (0,345
g/l) %0,5’lik derisimde ulasilmistir. Giibrenin icerdigi yosun biyolojik uyaricilar,
besleyiciler ve karbonhidratlar icerirdiginden bakteriyel biiyiimeyi destekmis ancak yliksek

derisilerde substrat inhibisyonu gozlenmistir.

Ucg ¢esit giibrenin ayn1 derisimli 6rnekleri kasilastinldiginda diisiik derisim ile maksimum
biyokiitle miktar1 ile organik giibrelerin daha verimli oldugu goriilmiistiir. Tiim giibre
cesitleri arasinda organik giibrenin kullanildigi tarimsal alandan yapilacak starter sus
izolasyonunun daha uygun ve yararli olacag tespit edilmis, kimyasal giibrenin kullanildig1

alanlarin ise uygun olmadigi bulunmustur.

Biiyiime i¢in optimum C/N orani i¢in mannoz-amonyum nitrat ikilisi kullanilmis, biiylime
icin en uygun ortam C/N=0,5 (0,166 g/l ve 0,262 h™) tespit edilmistir. Zhang, Sun, Wang
ve Geng, Bacillus megaterium R11 ile yaptiklar1 caligmada benzer bir sonuca vararak

diisiik C/N oranin uygun bir strateji oldugunu belirtmislerdir [76].

Biiylime ortamina yapilan cesitli metal iyonu ilavesinin biiylime egrisine etkisi
incelendiginde agir metallerin (Ni ve Zn) daha etkili oldugu gozlenmistir. Bor ilavesi ile 1yi
bir biyokiitleyle beraber biiyiime hizinda (0,863 h™) biiyiik oranda gelisme gozlenmis,
nikel ise yiiksek hizla en yiiksek biyokiitle miktarimi (0,787 g/1) vermistir. Cinko ilavesinin
hiz1 biiyiik orada arttirdig1 ve iyi bir biyokiitle verdigi tespit edilmistir. Magnezyum en
diisiik biyokiitlre degerini (0,475 g/l) vermis ancak lag siiresini kisaltarak zamandan ve
enerjiden tasarruf saglamistir. Nikel gibi iz element ilavesinin dogru konsantrasyonlarda

uygulandiginda biiyiime iizerinde olumlu etkisi oldugu tespit edilmistir.
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Tiim degistirilen ortam sartlar1 (C ve N kaynaklari, metal iyonlari, giibre kullanimi, C/N
orani) goz Oniine alindiginda metal iyonlarmin kullaniminin kontrol grubu ile
kiyaslandiginda iireme hiz1i ve biyokiitle miktarinda en yiiksek sonuglar1 verdigi
goriilmiistiir. C kaynagi olarak gliserol ve N kaynagi olarak amonyum siilfat kullaniminin
da spesifik tireme hizin yiikselttigi, biyokiitlede ise bariz bir degisime neden olmadigi

tespit edilmistir.

Optimum sartlarda (pH 7, 30°C inkiibasyon sicakligi ve 2 giin inkiibasyon) 650 rpm
karistirma hizinda en yiiksek PHB birikimi (103,5 g PHB/g KHA) ve en yiikksek PHB
verimi (%15,07) elde edilmistir. Literatiir taramasinda B.thuringiensis IAM 12077 susunun
genel besiortaminda 48 saatlik inkiibasyon sonucu %10-15 oraninda PHB depolayabildigi
goriilmiistiir [68]. Baysak, maksimum 200 rpm kullandig1 karistirma hizinin Rhizobium
tirlerinin PHB iretimi lizerine etkisini incelediginde caligmada elde edilen sonuglarla

benzer sonuglar bildirmistir [37].

Farkli karbon kaynaklarinin PHB birikimine etkisi incelenmis; ¢alismada gliserol, glikoz,
ksiloz, mannoz, D-mannitol kullanilmigtir. Gliserol-pepton ortami sahip oldugu yiiksek
biyokiitle ile en yiiksek PHB mikratim (107,8 pg/ml) vermistir. En yiiksek verim ise
mannoz ortaminda (%29,73) bulunmustur. Gliseroliin yiiksek verimi Rohini, Phadnis ve
Rawal’in ¢alimasinda da tespit edilmistir [70]. Cesitli proseslerde yan iiriin olan gliserol,
PHB iiretimi i¢in ekonomik ve kullanilabilir bir karbon kaynagi olarak tavsiye

edilmektedir.

Farkli azot kaynaklarinda (malt ekstrakt, amonyum siilfat, maya ekstrakti, amonyum nitrat
ve glisin) bakterinin PHB iiretimi incelendiginde en yiiksek PHB miktar1 ve PHB verimi
(172,5 pg/ml ve %27,3) amonyum nitrath ortamda tespit edilmistir. Singh, Kumari, Mittal
ve Yadav; B. subtilis NG220 bakterisinin seker endiistri atik suyundaki PHB iiretime azot
kaynaklarinin (pepton, (NH4),SO4) etkisini incelemis ve en iyi PHB birikimini
(NH4),SOq’ta tespit etmislerdir [26].

Ekonomik PHB iiretimi i¢in farkli giibre tiirlerinin cesitli konsantrasyonlar1 kullanilmistir.
Yiiksek C/N oranina sahip hayvansal giibre icin en yiliksek PHB verimi %25 derisimdeki
ortamda (%31,52) tespit edilmistir. Bu calisma ile hayvan giibresinden %30’lara varan

oranlarda PHB elde edilebilecegi tespit edilmistir. Kimyasal giibrelerde PHB birikimi
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incelendiginde hicbir derisiminde PHB birikimi tespit edilememistir. Bu giibredeki C/N
oraninin diisiikliigti PHB birikimini engellemistir. Organik giibrelerde ise en yiiksek PHB
birikimi %1’lik derisimde gozlenmistir (124,5 pg/ml ve % 43,3). Literatiir taramasinda
Bacillus thuringiensis R1 i¢in en yiiksek PHB verimi olarak %34,18 goriilmiis, organik

giibre kullanimi ile bu oran gecilmistir [70].

Uc cesit giibre kasilastirildiginda, PHB iiretimi icin kimyasal giibrenin kullaniminin uygun
olmadig1, organik giibrenin ise daha diisiik derisimde daha yiliksek PHB verimi vermesiyle
hayvansal giibreye gore daha iyi bir polimer ortami oldugu tespit edilmistir. Ucuz substrat

olarak hayvansal ve organik giibrenin kullanimi 6nerilmektedir.

PHB birikimi i¢in baslica kriterlerden olan C/N oran arastirildifinda C/N=1,5 i¢in azot
stnirliligl ve zengin karbon varliginin etkisi ile PHB verimi en yiiksek degerini almistir
(%37,5). Zhang, Sun, Wang ve Geng de Bacillus megaterium R11 ile yaptiklar1 ¢calismada

C/N orani icin benzer veriler elde etmislerdir [76].

Metal iyonlarinin PHB birikimine etkisi incelendiginde en yiiksek PHB verimi nikel katkil
ortamda tespit (223 pg/ml ve %28,33) edilmis, onu c¢inko ilaveli ortam (103,5 pg/ml ve
%16,96) izlemistir. Bor ve magnezyum ilavensi ise PHB birikimini olumsuz etkilemistir.
Raza, Yang, Faheem ve Yousaf; Bacillus subtilis ATCC 6633 ve cesitli iyonlarla yaptiklari
calismalarinda benzer sonuglar almiglardir [65]. Bu sonuglar g6z 6niine alindiginda Ni, Zn
gibi agir metal iyonlar1 biiyiimeyi baskilayacak nitelikte oldugundan PHB birikimini

olumlu etkiledigi diisiiniilmektedir.

PHB birikimi i¢in tiim degistirilen ortam sartlart goz oniine alindiginda metal iyonlarinin
varligimin en yiiksek biyokiitleyi vermesine karsin organik giibre kullaniminda en yiiksek
PHB verimi tespit edilmistir (%43,3). C/N oraninin 1,5 olarak ayarlamasi ile de yine
yiiksek bir PHB verimi elde edilmistir (%37,5). Kimyasal giibre kullanimi disinda her
sartta PHB verimleri kontrol grubunun iizerine cikmustir. Sonuglar degerlendirildiginde
PHB iiretimi icin organik giibrelerin ekonomik ve verimli kaynaklar oldugu goriilmiis,

biiyiik olgekli tiretimler i¢in tavsiye edilebilir kaynaklar olmustur.

Sonug olarak; endiitriyel proseslerde 6nemli olan starter sus seciminde, PHB verimi

acisindan izolasyon alanlarinin organik giibre uygulamasi yapilan tarim arazilerine ait
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toprak numuneleri tavsiye edilebilir. Ureme hiz1 ve biyokiitle miktar1 acisindan da uygun
besiyeri olarak gliserol, amonyum siilfat, bor, nikel ve ¢inkonun kullanimi; PHB verimi
goz Oniine alindiginda ise substrat seciminde mannoz, amonyum nitrat, nikel ve ¢inko
kullaniminin uygun oldugu soylenebilir. Bunun yanisira yiiksek C/N oran1 ve

homojenizasyonun énemi de ortaya konulmustur.
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