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Bu arastirmada Elazig ili merkez ve Elazig ili ilcelerine bagh kdylerden 1996 yilinda alinan
toprak &rneklerinden “Bitki infeksiyon Metodu” kullanilarak izole edilen dogal Rhizobium suslarmnin
Poli-B-hidroksibiitirat iiretimleri tespit edilmistir. Kontrol grubu olarak Ankara Toprak ve Giibre
Aragtirma Enstitiisii'nden temin edilen Rhizobium phaseoli CIAT 899 ve Rhizobium leguminosarum Le
735 suslar1 kullantlmistir.

Rhizobium cinsine ait suslar Yeast Ekstrakt Mannitol ( YEM ) sivi besiyerinde 28 °C de 48 saat
inkiibe edilmistir.inkiibasyon sonunda kiiltiirler santrifiijlenmis, elde edilen biomass kurutulmustur. Kuru
agirliklart tespit edildikten sonra sonikasyon islemleri ile PHB elde edilmistir. PHB, siilfirik asit ile
krotonik asite doniistiiriilmiis, son maddenin miktar1 235 nm. UV spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir.

Rhizobium  phaseoli CIAT 899 susunun kuru agirligi  0,2016 g/l olarak tespit
edilmistir.R.phaseoli izolatlarinin kuru agirliklar1 0,0982-0,2424 g/l olarak bulunmustur.RAizobium
leguminosarum Le 735 sugsunun kuru agirligi 0,2834 g/l , R.leguminosarum izolatlarinin kuru agirliklar
ise 0,2544 — 0,4424 g/1 olarak tespit edilmistir.

Rhizobium phaseoli CIAT 899 susunun kuru agirhga gére PHB iiretim miktar1 % 23,0 ve
R.phaseoli izolatlarmin kuru agirliklarina gore PHB dretim miktarlar1 %17,0 - %26,0 arasinda
bulunmustur. Rhizobium leguminosarum Le 735 susunun kuru agirligina gére PHB tiretim miktar1 %18,9
ve R.leguminosarum izolatlarmin kuru agirliklarina gére PHB iiretim miktarlart %8,6 - %14,6 arasinda

bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Rhizobium phaseoli , Rhizobium leguminosarum, Poli-p- hidroksibiitirat ( PHB )
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In this research, production of Poly- - hydroxybutyrate ( PHB ) by Rhizobium strains which are
isolated from the soil which is taken from different regions of Elazig province and its districts in 1996
using “Plant Infection Method” was studied. Rhizobium phaseoli CIAT 899 and  Rhizobium
leguminosarum Le 735 strains which are taken from Ankara Soil and Fertilizer Research Institute, are
used as control group.

Rhizobium strains were grown in Yeast Extract Mannitol ( YEM ) medium at 28 °C temperature
for 48 hours. After incubation period cultures were centrifugated and biomass which are obtained were
dried. After dry cell weigh had been measured, PHB were obtained by ultrasonication. PHB is converted
to crotonic acid by using sulfiric acid. The amount of the last substance is measured by using UV
spectrophotometer at 235 nm.

Dry cell weigh of Rhizobium phaseoli CIAT 899 is measured as 0,2016 g/l. The measurement of
dry cell weigh of R.phaseoli isolates is between 0,0982 — 0,2424 g/I. Dry cell weigh of Rhizobium
leguminosarum Le 735 is measured as 0,2834 g/l. The measurement of dry cell weigh of
R.leguminosarum isolates is between 0,2544 — 0,4424 g/1.

Amount of PHB produced by Rhizobium phaseoli CIAT 899 according to dry cell weigh was
23,0 %. The amount of PHB produced by R phaseoli isolates was 17,0% - 26,0%. Amount of PHB
produced by Rhizobium leguminosarum Le735 according to dry cell weigh was 18,9%. The amount of

PHB produced by R.leguminosarum isolates was 8,6% - 14,6%.

Key Words: Rhizobium phaseoli , Rhizobium leguminosarum, Poly-B- hydroxybutyrate ( PHB )



1.GIRIS

Insanlarin dogaya hakim olma gabalari arttikca doga,her gecen giin daha fazla tahrip
olmugtur. Diinyamizi olusturan atmosfer, hidrosfer ve litosferin dogal yapilar1 bozulmus ve
buralar yasam ortami olmaktan ¢ikmaya baslamistir. Boylece ekosistemi olusturan canli ve
cansiz unsurlar arasindaki iligkilerin bozulmasiyla ortaya ¢ikan ve insanligin ekolojik sorunlari
adi verilen ekonomik ,sosyal ve ¢evresel sorunlar dogmustur .

Insanhigin yasadigi ekolojik sorunlarin ve o&zellikle de g¢evre sorunlarinin temel
nedenlerinden birisi belki de en 6nemlisi, hizli niifus artisidir. Diinya’nin niifusu sanayi devrimi
ile birlikte 18.yiizy1lda hizli bir artis siirecine girmistir. 1950 yillaria kadar % 08 iken,1950-
1985 yillar1 arasinda %1.9 a yiikselmistir. Tahminlere gore bugiin 5.5 milyar civarinda olan
diinya niifusuna her giin 250 bin, her y1l 93 milyon kisi katilmaktadir. Diinya niifusunun 2025
yilinda 8.2, 2050 yilinda da 10.2 milyara ulasacagi tahmin edilmektedir [1].

Insan niifusunun hizla artisi, gezegenimizde biiyiik miktarlarda doniistiiriilemeyen atik
materyal birikimine sebep olmaktadir [2].

Cevre kirliliginde 6zellikle kat1 atiklarin 6nemli bir yeri vardir. Kat1 atiklar, anorganik
ve organik kokenli olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Anorganik kdkenli grup iginde yer alan
demir, bakir, ¢inko,kursun, aliiminyum,cam,seramik gibi maddelerin geri kazanimi uzun
yillardan beri gergeklestirilmektedir. Organik kdkenli gruptaki plastik atiklar ise giiniimiiziin
6nemli sorunlarindandir [3].

Plastik malzemeler seksen yillik bir ge¢mise sahiptir. Plastikler hafif ve ekonomik
olmalari, kolay islenmeleri, elastikiyet ve nakliyede rahatlik gibi nedenlerle gittik¢e artan bir
tilketim seviyesine ulagmistir [4,5]. Son yiizyilda polimer bilimine olan egilim, sentetik
plastiklerin gelisimini hizlandirmis ve onlart dogal iiriinlerle yer degistirmeye dogru
yoneltmistir [6].

Diinyada yillik plastik tiiketimi yaklasik yetmis milyon ton olarak tahmin edilmektedir.
Kullanilan plastigin %20’si bir yi1ldan daha az 6miirli1,%35°1 1-10 y11,%45°1 ise on yildan fazla
Omiirlit malzemelerin iiretiminde kullanilmaktadir [3]. 1993 yil1 verilerine gore, Tiirkiye’de kisi
basina diisen plastik tiketim miktar1 5,5 kg civarmdadir ve 2000 li yillarda 15-20 kg.a kadar
¢ikmasi beklenmektedir [5].

Giinlik yasantimizin vazgegilmez bir pargast olan ve yaygin olarak kullanilan petrol
tiirevli plastikler, kullanimlarindan sonra fonksiyonunu kaybetmekte, “plastik atik” olarak terk
edildiklerinde yiizlerce y1l dogada parg¢alanamadiklarindan ¢evre kirlenmesine neden olmaktadir

[6]. Her y1l birkag yiiz bin ton plastik denizlere atilmakta ve okyanuslarda birikmektedir [4].



90’11 yillarda 100 milyon tonun iizerinde iiretilen ve 2000 yilinda bu rakamin 150
milyon ton oldugu tahmin edilen sentetik polimerlerin yerine kullanilabilecek baska bir
malzeme tiirii olmadig siirece; ¢cevre ve insan sagligina getirecegi yiikler gittik¢e artacaktir [4].
Bu nedenle, plastik atiklar tarafindan ¢evrenin kirlenmesini 6nlemek, 6nemi gittik¢e artan bir
gorev haline gelmistir [7].

Benzersiz  Ozellikleri  sayesinde, yeri  farkli  iiriinlerce  doldurulamayan
plastiklerin,gevreye verdigi zarari Onlemek amaciyla izlenen tek yol onlarin toplayip,geri
doniistimiinii saglamaktir [7] . Bu nedenle, geri doniisiim islemleri gerektirmeyen, biyolojik
yolla pargalanabilen polimerlerin (mikrobiyal termoplastik) iiretimi onem kazanmistir. Giin
gectikge petrol kaynaklarmin tiikkenmekte olusu da mikrobiyal plastik tretimini arttirmaktadir
[6].

Biyomateryaller, farkli organizmalar tarafindan sentezlenen ve katabolize edilen dogal
riinlerdir. Biyoplastikler, biyolojik yolla pargalanabilen ve biyouyumlu biyomateryallerdir.
Bunlar, farkli besin ve ¢evre sartlart altinda birgok mikroorganizma tarafindan iiretilmektedir.
Aerobik ve anaerobik bakteriler, fotosentetik bakteriler, arkeik bakteriler ve diisiik
organizasyonlu Okaryotlar1 da igine alan doksan cinsten daha fazla mikroorganizma bu
polyesterleri biriktirebilme ve katabolize etme yetenegine sahiptir [2].

Biyoplastiklerin kesfi,gecen yiizyilin ilk yarisinda gergeklesmistir. Azotobacter
chroococcum bakterisinde kloroform iginde ¢oziinebilen lipit benzeri sudanofilik inkliizyonlar
gozlenmistir [8]. Ilk kez Lemoigne tarafindan,1920 lerde topraktan izole edilen Bacillus
megaterium bakterisinde bilinmeyen bir materyalin pargcalanmasi sonucu rastlanilan 3-
hidroksibiitirik asit,poli-3-hidroksibiitirat homopoliyesteri (PHB) olarak tanimlanmistir [4,8].
1950°1i yillarin sonlarinda Bacillus cinsi bakterilerle yapilan calismalarda,P(3HB)’in bu
bakterilerde karbon ve enerji kaynagi olarak kullanildigi agiklanmistir. 1974 yilinda Wallen ve
Rohwedder, 3-hidroksibiitirikasit (3HB) disindaki hidroksialkanoatlar1 (HA) tanimlamislardir
[8]. 1970°li yillardaki ilk petrol krizinden sonra Ingiltere’deki imperial Kimya Endiistrisi
(ICI),bakterilerin polimer yapilarini incelemeye baslamistir. ICI, Alcaligenes lotus ve
Alcaligenes eutrophus bakterilerini kullanarak bir PHB-PHV kopolimeri iiretmistir. Uretilen ilk
triin “Biopol” adiyla patentlenmistir [4,9]. 1980’li yillarin sonunda Ralstonia eutropha ve
E.coli’nin PHA biyosentezi ile ilgili enzimlerini kodlayan genler klonlanmistir [8].

Kesfedildigi giinden bugiine iizerinde cok sayida arastirma yapilmis olan mikrobiyal
plastikler; orjinlerimonomer yapilari,monomer sayilar1 gibi farkli kriterler goz Oniine
alindiginda ¢esitli siniflara ayrilmaktadirlar [2].

Biyosentetik orijinlerine gore biyoplastikler ; genel metabolitler kullanilarak

mikroorganizmalar tarafindan iiretilen PHB ve alifatik PHA’larin dahil oldugu dogal



biyoplastikler ,mikroorganizmalar tarafindan sentezlenemeyen bazi onciil maddelerin kiiltiir
ortamina eklenmesi ile iiretilen aromatik monomerler iceren PHA’lar1 kapsayan yari sentetik
biyoplastikler ve dogal olanlarina benzeyen fakat yalnizca kimyasal yolla sentezlenen sentetik
termoplastik polimerlerin bulundugu sentetik biyoplastikler olarak tige ayrilmaktadirlar [2].

Monomerlerinin kimyasal yapisina gore biyoplastikler kendi igerisinde; alifatik yag asiti
cesitlerini igeren biyoplastikler (doymus, doymamis ,diiz ya da dallanmig monomerlerden
olusanlar),aromatik yag asiti ¢esitlerini iceren biyoplastikler,hem alifatik hem de aromatik yag
asiti cesitlerini igeren biyoplastikler ve farkl bilesikleri igeren biyoplastikler (poli-y -glutamik
asit, poli-e-L-lisin,poli -B-L- malik asit, poliglikolik asit, siyanofisin gibi) olarak
gruplandirilmaktadirlar [2].

Monomer biiyiikliigiine gore biyoplastikler iice ayrilmaktadirlar. Bunlar 3-5 karbonlu
monomer i¢eren kisa zincir uzunluguna sahip biyoplastikler, 6-14 karbonlu monomer igeren
orta zincir uzunluguna sahip biyoplastikler ve 14 karbondan daha fazla karbonlu monomer
iceren uzun zincirli biyoplastiklerdir [2,10].

Poliesterdeki monomer sayisina gore; tek tip monomer iceren homopolimerik
biyoplastikler ve birden fazla tip (kopolimer) monomer igeren heteropolimerik biyoplastikler
olmak {iizere ayrilirken, mikroorganizma tarafindan poliesterler olarak; tek tip ya da karigik
(birden fazla) biyoplastik seklinde gruplandirilmaktadirlar [2].

Farkli  kriterler ~dikkate alinarak hazirlanan bu siniflandirmada yer alan
polihidroksialkanoatlar (PHA), bir¢ok bakteri tarafindan hiicre i¢i karbon ve enerji kaynagi
olarak sentezlenen hidroksialkanoat (HA) poliesterleridir [10,11,12,13]. PHA’lar; linear, uzun
,3-hidroksi yag asiti monomerlerinden meydana gelmektedirler. Genel formiilii (C;HsO;) ,
olarak ifade edilen polihidroksialkanoatlarda (n) sayisi otuzbesbin gibi yiiksek bir sayiya
ulasabilmektedir [4]. Molekiil agirliklar1 2x10°-3x10° Da arasinda degisiklik gosteren bu
polimerler, 0.2 £ 0.5 pm. ¢apindaki graniillerde biriktirilmektedirler [8,10]. Bacillus cereus’tan
izole edilen PHB graniillerinin % 50’ si merkezi bir ¢ekirdekten olusmaktadir. Bu ¢ekirdek en
dista membranla tekrar c¢evrilmistir. Yapilan arastirmalar sonunda her bir graniiliin fibriler
yapida oldugu ve 10-15 nm uzunlugunda polimerik PHB graniillerinden olustugu saptanmigtir
[25] . Bu graniillerin sayis1 ve boyutu, monomer kompozisyonu, makromolekiiler yapisi,
fizikokimyasal 6zellikleri iiretici mikroorganizmaya gore degisiklik gostermektedir [2].

Polihidroksibiitirat  (poli[R-3-hidroksibiitirat],P(3HB)), dogada en yaygin olarak
bulunan ve iizerinde en ¢ok calisilan polihidroksialkanoattir [14,15,16]. PHB,
mikroorganizmalar tarafindan uygun olmayan iireme kosullari altinda,biiyiimenin logaritmik
artis evresinde graniiller halinde iiretilen depo materyalidir [6,17]. Uygun olmayan iireme

kosullar1 ya bir makro element (C,H,N,O) ya da bir mikro element (P,Mg vb.) iceren besi



ortaminin total olarak eksikliginde ya da suboptimal konsantrasyonlarda meydana gelmektedir
[18]. Optimal PHB iiretiminin karbon kaynagmin olduk¢a fazla; oksijen, nitrojen, fosfor
vb.eksikliginde gerceklestigi de bildirilmektedir [19,20]. PHB graniilleri tek kath bir zar ile
cevrili olup,%98 PHB ve %2 protein icermektedirler [6]. Alcaligenes eutrophus’ taki PHB
graniillerinin %40 su igerdigi tespit edilmistir [25].

Hiicre i¢inde sivi, atmosferde kati halde olan PHB, organik ¢oziicii ile hiicreden
Oziitlendiginde kristalize olmaktadir [4]. PHB sert ve kirilgan bir materyaldir [14]. Kristalize
PHB’n kirillganlig1 ise bir dezavantajdir [15]. Yiiksek kristalize olma 6zelliginin, sertlik ve
kirilganliginin iistesinden gelmek igin PHB’1n gesitli kopolimerleri gelistirilmistir. Ornegin;3-
hidroksibiitirat (3-HB) ile 3- hidroksivaleratin (3-HV) polimerize olmasi sonucu olusan poli(3-
hidroksibiitirat-3- hidroksivalerat), 3- hidroksibiitirat ile 4-hidroksibiitiratin polimerizasyonuyla
olusan poli(3- hidroksibiitirat- 4- hidroksibiitirat) bu kopolimerlerdendir [14,20,21,22]. Bunun
yanisira (R)-3-hidroksihekzanoat iceren P(3HB) sekanslarinin da [P(3HB-co-3HHx)] esnek
polimerler oldugu bildirilmektedir [14,16]. Bu sekildeki uygulamalarda PHB’nin diger
polimerlerle birlestirilmesi,uzamalara karsi kirilganhiginin azalmasini,esnekliginin artmasini
saglamaktadir [15].

Polihidroksibiitiratin molekiil agirligi, ozellikle bakterinin tiiriine bagli olmakla
birlikte,biiyiime kosullar1 ve hiicrenin yasam dongiisiindeki yerine gore degisiklik
gostermektedir [15]. Dogal suslar tarafindan iiretilen P(3HB)’nin molekiil agirligi genellikle
1x10"-3x10° g/mol arasinda degismektedir. Ancak rekombinant bakterilerde bu degerler
astlmistir.  Ozel fermentasyon sartlar1 altinda gelistirilen Ralstonia eutropha’nin PHA
biyosentez genlerine sahip rekombinant Ecoli’nin 3x10° - 1.1x10” g/mol gibi ¢ok yiiksek
degerde PHB iirettigi gozlenmistir [8]. P(3HB)’mn molekiiler agirliginin karbon kaynagi olarak
metanol kullanildiginda Methylobacterium extorquens bakterisinde 0.6 x 10° Da, Alcaligenes
eutrophus bakterisinde 1.1x10° Da; siiksinat kullanildiginda ise Methylobacterium extorquens
de 1.7x10° Da ve Alcaligenes eutrophus da 1.6x10° Da oldugu bildirilmektedir [4].

Bakteri gelisiminin eksponansiyel fazinda PHB birikimi artmakta, ge¢ eksponansiyel-
erken durgun donemde ise maksimum diizeye ulagsmaktadir. Sporlu bakterilerde PHB birikimi
spor olusumundan hemen Once olmakta ve sporulizasyonda enerji kaynagi olarak
kullanilmaktadir [4].

Hiicre i¢inde sentezlenen PHB lipofilik boyalarla kolayca boyanabilmektedir. Sudan
Siyah1 B kullanilmasi, PHB agisindan zengin ya da fakir olan bakteri kolonilerinin agar plaklar
tizerinde ayirt edilmesi icin kullanilmaktadir. Bu boya ile bakteriler koyu mavi-siyah

boyanmaktadir. PHB i¢in Sudan Siyahi’ndan daha biiyiik bir affiniteye ve spesifiteye sahip olan



Nil Blue A kullanildiginda ise, 460 nm. dalga boyunda parlak turuncu florasan vermektedir
[24].

PHB’in yumusama sicakligi 157-188 °C olup, bu, polimerin termal olarak ayristigi
sicakliga yakin bir sicakliktir. PHB termoplastik oldugundan preslenip sekil verilebilmektedir
[4].

PHB hiicrede redoks diizenleyicisidir [4,19]. Suya ve UV isinlarina karsi direngli olan
PHB’1n,oksijene karsi impermeabl olusu,dzellikle besin paketlenmesi amaciyla kullanilmasini
miimkiin kilmaktadir [19,24].

Hiicre icinde PHB birikiminin artmasi i¢in, yiiksek NAD(P)H.yiiksek asetil CoA ve
diisiik serbest CoA diizeyinin olmasi1 gerekmektedir. Bu sartlarin olusumu mikroorganizmalara
gore degigsmekle beraber genelde nitrojen, potasyum,siilfiir ve oksijenin sinirlandirilmasi gibi
biiyiimeyi sinirlandirict etkenlere baglidir [4].

PHB biyosentez genlerinin kromozomda ya da plasmid DNA’da lokalize oldugu
bildirilmektedir [4]. Yapilan arastirmalara gore Ralstonia eutropha’ da PHB sentezini
gerceklestiren genler (pha CBA) ii¢ proteini sifrelemektedir. Bunlar PhaA (B-ketotiolaz),PhaB
(NADPH-oksidorediiktaz) ve PhaC (PHB polimeraz/sentaz)dir [2]. Bu ii¢ enzimle
gergeklestirilen PHB sentezinde asetil CoA’nin TCA dongiisiinde ve PHB metabolik yolunda
ilerleyisinin biiylime sartlarina bagli oldugu ve ortama ilave edilen NADPH’in PHB ve
kopolimerlerinin iiretimini arttirmada anahtar rol oynadigi bilinmektedir [21].

Genel olarak biitiin polihidroksialkonoatlarin sentezinin anahtar enzimleri olan ve
polimerizasyonu saglayan PHA sentazlarin (PHA polimeraz) 54 farkli ¢esidi tayin edilmis ve
klonlanmistir. PHA sentazlar ii¢ c¢esit olarak ele alinmaktadirlar. L.simif PHA sentazlar
Alcaligenes eutrophus’dan Il.simf PHA sentazlar Allochromatium virosum ve 1ll.simif PHA
sentazlar Pseudomonas aeruginosa’da bulunan enzimlerdir. Caulobacter crescentus’dan izole
edilen 2019 niikleotid i¢eren ve 673 aminoasidi kodlayan PHB sentaz geni, phaC, yaklagik 73
kDa olan molekiiler agirligi ile bugiine kadar tanimlanan en biiyiik PHA sentaz enzimidir [4].

Bugiine kadar polihidroksialkonoatlarin sentezi ile ilgili dort farkli metabolik yol
bulundugu belirtilmektedir. Alcaligenes eutrophus’ta, B-ketotiolaz enzimi iki molekiil asetil-
CoA’y1 asetoasetil-CoA’ya doniistirmektedir. Daha sonra NADPH bagimli asetoasetil-CoA
rediiktaz enzimi, asetoasetil-CoA’y1 3-hidroksibiitiril-CoA’ya gevirmektedir. Ugiincii ve son
basamakta ise PHB sentaz polimerizasyon reaksiyonunu katalizlemektedir. Pseudomonas
rubium bakterisinde bu metabolik yol B-ketotiolaz enzimi tarafindan asetoasetil-CoA’nin
olustugu ikinci basamaktan sonra farklilik gostermektedir. Asetoasetil-CoA, NADPH bagiml
bir rediiktaz tarafindan (+)-3- hidroksibiitiril-CoA’ya rediiklenmekte, bu ise sonra iki enoil-CoA

hidrataz ile D-(-)-3-hidroksibiitiril-CoA’ya ¢evrilmektedir. Ugiincii tip biyosentez yolu, birgok



Pseudomonas tiriinde gerceklesen yoldur. Pseudomonas oleovorans ve diger Pseudomonas
tiirleri alkan, alkanol ya da alkanoik asitleri igeren kiiltiir ortaminda iiretildikleri taktirde orta
uzunlukta zincire sahip 3- hidroksialkonoik asit igeren PHA’lar1 biriktirmektedirler. Dordiincii
tip biyosentez yolu yine bir¢gok Pseudomonas tiirlerinde goriilmektedir. Bu metabolik yol asetil-
CoA’dan sentezlenen orta uzunluktaki 3HA zincirlerinin meydana getirdigi kopoliesterlerin
sentezini i¢cermektedir. Ancak bu yol heniiz detayli olarak calisiimamistir [10]. Bacillus
megaterium PHB’nin ilk olarak izole edildigi ve tanimlandigi bakteri olmasina karsin, bu
bakterideki biyosentez mekanizmasinin heniiz tam olarak karakterize edilemedigi
bildirilmektedir [4].

Farkli metabolik yollarla sentezlenen PHB’nin en 6nemli 6zelliklerinden biri toksik
triinler meydana getirmeksizin tamamen parcalanabiliyor olmasidir. PHB’nin aerobik
ortamdaki parcalanma {iriinleri karbondioksit ve su; anaerobik ortamda pargalanma iiriinii ise
metandir [4]. PHB’nin yikim hizi birkag aydan, birka¢ yila kadar siirebilmektedir [25]. Bu
yikim esnasinda bakteriler, mantarlar ve yiiksek organizmalar biyolojik faktorler olarak; hidroliz
ve oksidasyon kimyasal faktorler olarak; giines 15181, 1slanma ve mekanik asinma ise fiziksel
faktorler olarak etki etmektedirler [4].

PHB’nin depolimerizasyonu i¢in kullanilan enzimler hiicre i¢i veya hiicre dig1 enzimler
olabilmektedirler. Hiicre i¢i depolimerazlarin, hiicre dis1 depolimerazlardan farkli fonksiyonlari
vardir. Hiicre i¢i depolimerazlar, hiicre iginde hareketli ve kristalize olmayan dogal PHB
elastomerlerini pargalamakta, doniisiim sonrasinda kristalize olan, denatiire edilmis PHB ise
hiicre dis1 depolimerazlar tarafindan hidroliz edilmektedir [4].

Biyopolimerlerin ¢evre dostu fiziksel 6zellikleri, endiistriyel uygulamalar agisindan
6nem tasimaktadir. PHB’nin dogaya atildiginda tamamen yok olmasi ve c¢evre kirliligi
olusturmamasi nedeniyle, PHB/V tipi polimerlerden 6zellikle gida ve kozmetik sanayisinde
siseleme malzemesi olarak yararlanilmaktadir. Baz1 karakteristik dzellikleri ise biyopolimerlere
ziraat , veterinerlik, tip gibi alanlarda kullanim imkani saglamaktadir [25] .

PHB ve kopolimerlerinin bir¢cok toprak mikroorganizmasi tarafindan pargalanabilmesi,
ziraat alaninda toprakta biyodegradasyon gerektiren uygulamalarda kullanilmasi acisindan
onem tagimaktadir. Ozellikle aliiminyum folyo gibi film seklinde kaplamada
kullanilmaktadirlar. Kullanimlar tohum kapsiillendirilmesinde ve fide tasimaciliginda muhafaza
ve giibre amacli olabilmektedir. Ayrica pestisitlerin kontrollii salinimini1 saglamak i¢in plastik
kilif malzemesi olarak da kullanilabilmektedirler [25] .

Veteriner hekimliginde, kullanilan ilaglarin kontrollii salinimmi saglamak icin PHB
kullanilmaktadir. Bu polimer 6zellikle sigir rumeninde ¢ok iyi parcalanabilmektedir. Bu

ozelliginden yola ¢ikilarak sigirlar iizerinde yapilan bir ¢alismada hayvanlarin kurtlanmasini



Onlemek i¢in bir yil siireyle antihelmitik ilag iceren PHB kapsiilleri kullanilmistir. Hayvan
dokularinda toksik etki yapmadigindan, viicutta absorbe edilen protez aletlerin ve cerrahi
dikislerin yapimimda PHB’nin kullanilmas1 bir¢ok bilim adaminin bu alanda ¢aligmalara agirlhik
vermesine neden olmustur [25].

PHB’nin uygulama alanlar1 onun 6zelliklerine bagl olarak, dogrudan kullanilmasinin
yaninda depolimerizasyon triinii olan D(-)-3-hidroksibiitirik asit monomerinin kullanimi da
yaygindir. Ciinkii tiim yiiksek organizmalarda bir ara metabolit bilesigidir; lipit
metabolizmasimin iiriinii olarak bulunur ve insan kanmin normal bir 6gesidir. Belirli dokularda
ozellikle de beyin ve kalp dokusu icin enerji kaynagi olarak rol oynamaktadir. D(-)-3-
hidroksibiitirik asitin damar i¢i veya damar agzindan karbon saglanmasi icin kullanilabilecegi
ve daha yaygin kullanilan glikoz yerine baz1 klinik avantajlara sahip oldugu bilinmektedir [25].

PHB’nin viicut iginde biyolojik parcalanmasi yavastir. Ciinkii insan viicudu PHB
depolimeraz enzimi icermemektedir. Bu nedenle tip alaninda dikisler, protezler ve igneler gibi
cerrahi malzemelerin yapiminda kullanilmaktadir. Ayrica hastanelerde cerrahi swaplar, yara
sargilari, cerrahi eldivenler i¢ini yaglayict madde olarak veya ince toz formda kullanilmasi
uygun goriilmektedir [25].

Yiiksek teknoloji ile PHB’nin gelecege yo6nelik kullanim alanlarindan biri de su
gecirmez bir tiip formunda diizenlenen ¢ok ince fibrilllerden meydana gelen kan damar1 veya
vaskiiler as1 gibi kullanilabilecek olmasidir. Bu asinin, viicut i¢inde gelisen yeni dokular igin
gecici bir yapi iskeleti olarak rol oynamasi,sonugta dogal dokularin eski haline gelmesi
beklenmektedir [25].

PHB ve kopolimerleri paketleme filmleri ve tek kullanimlik malzemelerin (kadinlara
mahsus hijyenik iriinler, tek kullanimlik ¢ocuk bezleri ve mutfak malzemeleri ) yapiminda da
kullanilmaktadirlar. Bu konudaki ilk ticari kullanict Almanya’da Wella Kozmetik Sirketi’dir.
Sirket PHA’y1 enjeksiyonla sise seklinde kaliplamis ve sa¢ sampuanlarint paketlemek igin
kullanmistir [4].

PHB ve cesitli PHA’larin {iretimi i¢in kullanilan substratlar 6zellikle karbon kaynagi
acisindan bakildiginda glukoz,siikroz ve yag asitleri ile aklanlar ve kloroalkanoik asitler gibi
kimyasal bilegenlerdir. Ancak iiretim konusundaki en biiyiik problem substratlarin maliyetinin
yiiksek olmasidir. PHB olusumu i¢in kullanilan seker substratinin fiyatinin, PHB iiretiminin
ticari bagarisinda sinirlayici faktorlerden biri oldugu ve polimer iiretiminin her bir tonu i¢in {i¢
ton glikoz kullanilmas1 gerektigi bildirilmektedir[4].

Polimerin kullanim smirlarin1 belirleyen maliyet fiyatin1 dusiirmek i¢in rekombinant
tirler iizerinde yapilan calismalarin yani sira, farkli ve ucuz karbon kaynaklar1 kullanarak

yiiksek PHB verimi elde eden suslar tizerinde arastirmalar da yapilmaktadir [4].



Diisiik fiyath biyoplastik iiretimi icin melas, ksiloz, arpa ve soya atik sular1 ayrica
peynir alti suyunun kullanilmasi arastirilmaktadir [4]. Ucuz PHB iiretimi i¢in kullanilabilen
melas bakteri i¢in karbon kaynagi olmasmin yanisira ,i¢erdigi vitaminler ve mineraller ile
biiytime faktorii olarak da kullanilmaktadir [24].

Ticari olarak biyoplastik iiretiminde Imperial Kimya Sirketi oncelikle metilotrofik
bakterileri ve Azotobacter’leri kullanmis, ancak daha sonra PHB iiretim seviyesi daha yiiksek
olan Alcaligenes eutrophus bakterisi ile devam etmistir [4].

PHB o6zellikle Alcaligenes sp. ,Azotobacter sp. ,Bacillus sp. ,Pseudomonas sp. ve gesitli
toprak mikroorganizmalar1 tarafindan sentezlenmektedir. Yapilan arastirmalar, toprak
mikroorganizmalarindan olan Rhizobium cinsi bakterilerin de PHB sentezleyebildiklerini
gostermektedir [4,24,25].

Rhizobium cinsi bakterilerin; gram negatif, spor olusturmayan, ¢ubuk formunda,

pleomorfik yapida hiicreler oldugu bilinmektedir. Genel olarak hareketli olan bu bakteriler bir
ya da birden fazla flagella ihtiva etmektedirler. Karbonhidrat iceren besi ortamlarinda gelisme
sirasinda akiskan, zamkli maddeler salgilamaktadirlar. Koloniler yuvarlak ve opaktir [25].
Hizli gelisen Rhizobium ve yavas gelisen Bradyrhizobium disinda giintimiizde Azorhizobium,
Sinorhizobium, Photorhizobium, Mesorhizobium olmak tizere do6rt cins daha tanimlanmistir. Bu
bakterilerin en 6nemli 6zelliklerinden biri baklagil bitkileri ile simbiyotik iliski sonucunda azotu
fiske edebilmeleridir [25].

Rhizobium, Bradyrhizobium ve Azorhizobium cinslerine ait bir¢ok tiir, serbest hiicrede
ve simbiyosiste PHB depolamaktadirlar. PHB’nin bu bakterilerde nitrojen fiksasyonunda enerji
kaynagi oldugu diisiiniilmektedir [25].

Mikroorganizmalarin PHB iiretim yetenekleri {izerine ¢ok sayida arastirma yapilmistir.
Bu konuda yapilan bir ¢calismada, Alcaligenes eutrophus bakterisinin fruktozun karbon kaynagi
olarak kullanilmasi durumunda hiicre kuru agirliginin % 80’inden fazlasini PHB olarak
biriktirebildigi belirtilmektedir [4].

Farkli Azotobacter tiirlerinin PHB verimi iizerinde yapilan caligmalardan birinde,
Azotobacter vinelandii UWD susunun glukoz, fruktoz, sakkaroz, maltoz gibi rafine karbon
kaynaklar1 ile seker kamisi melasi, seker pancari melasi, misir surubu, malt ekstrakti gibi
kompleks karbon kaynaklarinda yiiksek PHB verimi elde edildigi bildirilmektedir [4].

Bazi Bacillus suslarimin hiicre kuru agirhgmin % 50°den fazlasimin PHB olarak
tiretildigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir [4].

Chen ve arkadaslari, zenginlestirilmis besiyerinde cogaltilan Bacillus bakterilerinde

hiicre kuru agirligina gore % 5- %20 arasinda PHB biriktirebildigini bildirmektedirler [28].



Mercan ve Beyatli 10 adet Bacillus sphaericus susunun PHB iiretimlerini arastirdiklar
calismalarinda PHB iiretimini %5,00 - %25,88 arasinda tesbit etmislerdir. PHB iiretimleri
yiiksek olan bazi suslari, farkli Beef Ekstrakt ve Sodyum Asetat konsantrasyonlarinda
gelistirdiklerinde, % 0,2 beef ekstrakt iceren besi ortaminda bazi suslarin PHB iiretimlerinin %
32,50’ye kadar ¢iktigini bildirmektedirler [29].

Lebuzek ve Radecka , Bacillus cereus UW85 susunu nitrojeni siirlandirilmis sartlarda
gelistirdiklerinde PHB veriminin % 9 oldugunu tespit etmislerdir [11].

Metilotrofik  organizmalardan olan baz1i Pseudomonas’larin da PHB iiretim
yeteneklerinin arastirildigi ¢aligmalar bulunmaktadir. Ps. oleovarans , Ps.aeroginosa, Ps.putida,
Ps. fluorescens ve Ps. testatereni ile yapilan c¢alismalarda n-alkoller ve n-alkanoik asitler
kullanilarak PHB iiretimi gozlenmistir. Karaboz ve Umay, Ps.extorquens bakterisini metanol
iceren karbon kaynaginda iirettiklerinde % 27 PHB iiretimi saptadiklarini belirtmiglerdir [4].

Ates ve Ekmekgei, substrat olarak pancar melasi kullanarak, batik kiiltiir yontemiyle
Pseudomonas extorquens DMS 1337 ve Azotobacter chroococcum (TEM) in PHB iiretimlerini
incelemiglerdir. Her bir bakteri i¢in farkli seker konsantrasyonlarinin, karbon / azot oranlarinin,
calkalama hizlarmin ve inkiibasyon siirelerinin PHB iiretimine etkilerini arastirmislardir.
Optimum kosullarda PHB iiretim veriminin pancar melasli mineral ortamda Ps. extorquens
DMS 1337°de %22,98 ve A.chroococcum’ da %12,10 olarak bulmuslardir. Ayrica en iyi PHB
tiretiminin sakarozlu mineral ortamda gerceklestigini (Ps. extorquens DMS 1337 i¢in %24,86
ve A.chroococcum (TEM) igin %22,03) bildirmislerdir [17].

Brandl ve arkadaglari, fotosentetik bakteriler olan Rhodospirillum ve Rhodobacter
cinsleri iizerinde yaptiklari aragtirmalarda, bu bakterilerin de n-alkanoik asitlerden polimer depo
ettigini ayrica nitrojenin sinirlandirilmasi durumunda % PHB veriminin hiicre kuru agirligimnin
%60- %70’ i kadar olabildigini tespit etmislerdir [30].

Sadettin ve arkadaslar1 yaptiklari ¢aligmalarinda Bacillus cinsine ait B.sphaericus,
B.subtilis, B.licheniformis, B.cereus, B. thuringiensis ve Bacillus spp. bakterilerinin PHB {iretim
yeteneklerini incelemislerdir. Sonug olarak Bacillus cinsi bakterilerin hiicre kuru agirliklarma
gore PHB iiretim miktarlarini Bacillus spp.suslarinda % 3,14 - % 31,42 , B.subtilis suslarinda %
10,71 - % 35,0 , B.cereus suslarinda % 12.,24- % 22,22 , B.sphaericus suslarinda % 10,71 - %
57,40 ve B.licheniformis susunda % 46,66 olarak saptamislardir [6].

Yiiksekdag ve arkadaslari, Lactobacillus ,Lactococcus ve Streptococcus cinslerine dahil
olan bazi laktik asit bakterilerinin PHB iiretimlerini arastirdiklari c¢aligsmalarinda, bakteri
tiirlerinin hiicre kuru agirligina gére PHB verimini Lactobacillus tiirlerinde % 0,52- % 25,55 ,

Lactococcus tiirlerinde % 0,61 - % 14,81 ve Streptococcus tiirlerinde % 1,20 - % 13,69 olarak



tespit etmislerdir. Streptococcus’un bir , Lactococcus’un alti susunun PHB iiretmedigini
gozlemlemislerdir [31].

Aslim ve arkadaslari, Ankara topraklarindan izole ettikleri Bacillus cinsi bakterilerin
PHB iiretim yeteneklerini aragtirmiglardir. Alinan alt1 farkli toprak 6rneginden kirk adet bakteri
izole edilmigtir. Calisma yirmiyedi sus ile yapilmistir. Suslarin hepsinde PHB tespit edilmistir.
B.megaterium Y6 (% 43,13)’da en yiiksek PHB verimi gézlenirken, B.subtilis K1(%6,53)’de
hiicre kuru agirligia gore en diisiik PHB verimi gozlenmistir [32].

Bitkilerde nodiil olusturan toprak bakterilerinden olan Rhizobium cinsi bakterilerin de
PHB iiretim yetenekleri arastirtlmistir.

Mercan ve arkadaglar1 yaptiklar1 arastirmada bir adet Rhizobim japonicum, alti adet
Rhizobium cicer, sekiz adet Rhizobium spp. ve Bradyrhizobium japonicum USDA 110 susunda
PHB iiretimini incelemislerdir. Suslarin PHB igeriklerini 0,01- 0,5 g / 1 ve PHB verimlerini
hiicre kuru agirhigma gore % 1,36 - % 40,0 arasinda bulmuslardir. Suslar arasinda en yiiksek
verime sahip olan Rhizobium spp.2426 ile orta verimlilige sahip olan Rhizobium spp. 640
suslarini segip, farkli karbon ve azot kaynaklarinin PHB iiretimine etkisini test etmislerdir.
Suslar farkli karbon ve azot kaynagi igeren Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) sivi besiyerinde
diisiik miktarda PHB iiretirken, yiiksek PHB iiretimi L-sistein ve Glisin i¢eren besi ortaminda
elde edilmistir. Bu besi ortaminda (L-sistein ve Glisin) Rhizobium spp.640 susunun % PHB
verimini sirasiyla % 13,40 ve % 56,67 olarak, ayni azot kaynaklarinda bu oranlar1 Rhizobium
spp-2426 susunda sirastyla % 70,0 ve % 61,43 olarak tespit etmislerdir [27].

Mercan, yapmis oldugu doktora ¢alismasinda Rhizobium meliloti, Bradyrhizobium
Jjaponicum, Rhizobium phaseoli, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium viciae ve Rhizobium
sp.tiirlerine ait toplam otuzbir adet sus kullanmistir. Bakterilerin PHB iiretimlerinin hiicre kuru
agirhiklarina gére % 5,37- % 57,09 arasinda degistigini tespit etmistir. Maksimum PHB iiretimi
gosteren Rhizobium viciae F111 (% 57,09), Rhizobium meliloti Y11 (%39,25) ve
Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab (%34,43) suslarinin farkli karbon ve azot kaynaklarinda
PHB iiretimlerini arastirmistir. Rhizobium meliloti Y11 ve Bradyrhizobium japonicum S Irat
Fab suslar1 karbon kaynagi olarak glukoz besi ortaminda maksimum PHB verimi gosterirken
(sirastyla %83,75 ve %34.,31), Rhizobium viciae F111 susu mannitol iceren besiyerinde yiiksek
oranda (%41,22) PHB iiretmistir. Suslarin azot kaynaklarinda (F111 disinda) PHB verimlerinin
yiiksek olmadigin1 gézlemlemistir. Azot kaynagi olarak proteaz pepton igeren besi ortaminda
Rhizobium meliloti Y11 susu maksimum %26,23 ve Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab susu
%26,78 PHB tiretirken, Rhizobium viciae F111 susu asparajin azot kaynaginda maksimum

%48,13 oraninda PHB iiretmistir [25].
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Bu calismada, Elazig ili merkez ve Elazig ili ilgelerine bagl koylerden alinan toprak
orneklerinden “Bitki infeksiyon Metodu” kullanilarak izole edilen dogal Rhizobium suslarinin

Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) iiretebilme yeteneklerinin saptanmasi amaglanmustir.
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2.MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Bakteri Kiiltiirleri

Arastirmada kontrol sus olarak kullanilan RhAizobium leguminosarum Le 735 ve
R.phaseoli CIAT 899 bakteri kiiltiirleri Ankara Toprak ve Giibre Arastirma Enstitiisii’nden
saglanmistir [26].

Arastirmada kullanilan Rhizobium leguminosarum ve Rhizobium phaseoli tiirlerine ait
suslar, Yrd.Dog.Dr.Seher Giir’den temin edilmistir.

Bu suslar, Elazig ili merkez ve Elazig ili ilgelerine bagli kdylerden 1996 yil ilkbahar ve

sonbahar mevsimlerinde alinan toprak Srneklerinden izole edilmistir [26].

2.1.2. Besiyerleri
Aragtirmada Rhizobium cinsi bakterilerin  Poli-p-hidroksibiitirat (PHB) iiretim

miktarlarinin incelenmesinde Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) Sivi besiyeri kullanilmistir.

Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) Sivi Besiyeri

Maddeler g/t
Mannitol 10.0
KH,PO, 0.5
MgSO0,.H,O 0.2
NaCl 0.1
Tripton 2.5
Pepton 2.5
Yeast Ekstrakt 2.5

Maddeler 1 litre distile su igerisinde ¢6ziindiiriilmiistiir.0.01 N HCI ve 0.01 N NaOH
kullanilarak besiyerinin pH degeri 7’ye ayarlanarak 121 ° C de 15 dakika siireyle sterilize
edilmistir [27].

Kat1 besiyerinin hazirlanmasinda (Yeast Ekstrakt Mannitol Agar ) ortama %2 oraninda

agar ilave edilmistir[25].
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2.2. Metot
2.2.1. Suslarin izolasyonu

Arastirmada kullanilan suslarim izolasyonu icin Elazig ili Merkez ve Elazig ili ilcelerine
baglh koylerden alinan toprak ornekleri kullanilmistir. Toprak 6rnekleri, mercimek ve fasulye
bitkilerinin ekildigi tarlalardan 1996 yili ilkbahar ve Sonbahar mevsimlerinde olmak iizere yilda
iki kez alinmistir.

Dogal Rhizobium leguminosarum populasyonunun belirlenmesinde AKM 9520
mercimek ve dogal Rhizobium leguminosarum populasyonunun belirlenmesinde ise Strike 308
fasulye tohumlar1 kullanilmistir.

Mercimek tohumlar1 %1.2 lik agarli su ortaminda, fasulye tohumlar1 ise steril pamuk
tizerinde ¢imlendirilmistir. Cimlendirilen fideler, i¢erisinde % 1/5 oraninda sulandirilmis jensen
besi solusyomu ve 1 litresinde 1ml olacak sekilde iz element ¢ozeltisi iceren kavanozlara
yerlestirilmistir.

Araziden getirilmis olan toprak &rnekleri ile 10° ya kadar diliisyonlar hazirlanip,
bunlardan 10 ar ml. kavanozlardaki fidelere inokiile edilmistir.

Bitkiler dort haftalik bir gelisim periyodunun sonunda hasat edilmistir. Sokiilen
bitkilerin kokleri sivi igerisinde oldugundan herhangi bir islem yapilmadan iizerindeki
nodozitelerin sayisi, bityiikliigii, rengi ve dagilimi tespit edilmistir.

Toprak orneklerindeki dogal populasyonun belirlenmesi amaciyla “Bitki infeksiyon
Metodu” kullanilmigtir. Nodiil olusturan toplam bitki sayisi ile her bir toprak orneginin 1
gramindaki Rhizobium sayis1 EMS tablolarindan faydalanilarak belirlenmistir.

Rhizobium suglarinin izolasyonu igin,toprak drnekleriyle asilanan bitkilerin ana kokleri
tizerinde bulunan pembe renkli,saglikli nodiiller tercih edilmistir.

Yiizey sterilizasyonu yapilan nodiiller kiit uclu bir pens yardimiyla petri kutusunda
ezilmis, elde edilen Rhizobium siispansiyonundan YEM besiyeri ihtiva eden iki ayri petri
kutusuna siirme suretiyle asilama yapilmistir. 28°C de 4-5 giin siireyle inkiibe edilmistir. Bu

islem saf kiiltiir elde edilinceye kadar birkag kere tekrarlanmistir [26].

2.2.2. Suslann Kiiltiirel Ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Tespiti

Rhizobium leguminosarum ve Rhizobium phaseoli suslarinin sabit ve degisken
ozelliklerini saptamak amaciyla kiiltirel testler ( kolonilerin sekillerinin, renklerinin,
biiyiiklerinin tespiti, hareket muayenesi, Kongo kirmizis1i absorpsiyonu, Bromtimol mavili

YEM’de asit olusturma, ketolaktoz testi, pepton glukoz agarda iireme dururmunun tespiti ) ve
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biyokimyasal testler ( litmuslu siitte iireme durumu, katalaz aktivitesi, metilen mavisi

rediiksiyonu, jelatini eritme ) uygulanmistir [ 26 ].

2.2.3. Suslarin Muhafaza Edilmesi
YEM agar igeren yatik tiiplere iiger paralelli olarak inokiile edilen izolatlar 28 °C de bes
giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda + 4°C de buzdolabinda muhafaza

edilmistir. Stoklar iki ayda bir yenilenmistir [27].

2.2.4. Analitik Ol¢iim i¢cin PHB Metodu

Rhizobium leguminosarum ve Rhizobium phaseoli suslarinin tiretmis olduklar1 PHB
miktar1, Bonartseva ve Myshkina’nin metoduna gore belirlenmistir [27].

YEM agarli stok kiiltirden 6ze ile alinan inokulum igerisinde 50 ml YEM s1v1 besiyeri
bulunan bir erlene aktarilarak 6n zenginlestirme yapilmistir. Zenginlestirmenin yapildigi
erlenden , icerisinde 100’er ml YEM s1v1 besiyeri bulunan dort ayri erlene % 4 oraninda kiiltiir
agtlanmistir. Erlenler 28 °C de 48 saat kalmak kosuluyla galkalamali etiive (Gerhardt-
Laboshake) kaldirilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda erlenlerdeki kiiltiirler, darasi alinmis olan santrifiij tiiplerinin
icerisine aktarilmig ve 10.000 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij (Sigma 3K 18) edilmistir. Sivi
kisim (supernatant) atildiktan sonra tiiplerde kalan pelet, 35 °C de 24 saat siireyle kurutulmustur.
Daha sonra tiipler tartilarak 100 mI’lik kiiltiirdeki hiicre kuru agirligi hesaplanmistir.

Tartim isleminden sonra 6rnekler, 5 ml distile suyla homojenize edilmistir. Homojenize
Ornekler, 2 dakika siireyle ultrasonikasyona (Bandelin UW 2070) tabi tutulmustur. Bu
tiiplerdeki 6rneklerden 2’ser ml alinarak yeni santrifiij tiiplerine aktarilmigtir. 2 ml Srneklerin
iizerine 2 ml 2 N HCI ilave edilip, 2 saat siireyle 100 °C de su banyosuna (Clifton) alinmustir.
Su banyosundan ¢ikarilan 6rnekler, 6000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmis, sivi kisim
atildiktan sonra geri kalan pelet iizerine 5 ml kloroform eklenip tiiplerin agzi kapatildiktan sonra
bir gece boyunca 28°C de calkalamali etiivde bekletilmistir. Tiipler, agizlari agildiktan sonra
6000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildikten sonra kloroform kismindan 0,1 ml alinmis ve 40 °C
de 15 dakika tutularak kloroform ugurulmustur. Orneklerin iizerine 5 ml konsantre H,SO, ilave
edilmig, 100 °C de su banyosunda 20 dakika bekletilmistir. Su banyosundan alinan &rnekler

soguduktan sonra 235 nm dalga boyunda spektrofotometrede okutulmustur.
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2.2.5. PHB’ ye ait Standart Grafigin Hazirlanmasi

Standart grafigin hazirlanmasi amaciyla Sigma-Aldrich Cheme den temin edilen saflagtirilmis
ve toz haline getirilmis standart PHB kullanilmistir. PHB, krotonik asite doniistiiriilerek
spektrofotometrede absorbans taramasi yapilmis ve maksimum absorbans gosterdigi dalga
boyunun 235 nm. oldugu saptanmistir.

Standart grafik icin PHB’nin ; 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 pug / ml’lik ( siilfirik asit i¢inde )
soliisyonlar1 hazirlanmistir.  Bunlar 100 °C de 10 dakika isitilarak krotonik asite
dontistiiriilmiistir.  Maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda absorbansi 6lgiilerek

PHB’nin pg / ml’ye karsilik gelen standart grafigi elde edilmistir [17].

1,4
1,2

0,8

06 / * 0
—— Dogrusal (O

04 e grusal (0)

0o /

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PHB (png / mi)

Absorbans ( 235 nm.)

Sekil 1 : Krotonik asit formundaki standart PHB’nin 235nm. dalga boyunda miktara bagh (pg /
ml) standart grafigi
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3. SONUC VE TARTISMA

3.1. Suslarm Kiiltiirel ve Biyokimyasal Ozellikleri

3.1.1. Kiiltiirel Ozellikler

izole edilen Rhizobium leguminosarum suslarmin timii YEM besiyerinde yuvarlak,
kenarlar1 muntazam, kabarik ve krem renkli koloniler olustururken Rhizobium phaseoli suslari
yuvarlak, kenarlari muntazam ancak daha biiyiik ve bir kism1 seffaf koloniler olusturmuslardir.
Yapilan mikroskobik incelemede her iki bakteriye ait suslarn da Gram negatif oldugu
goriilmiistiir. Suslarin hepsi YEM besiyerinde mukoz olusturmuslardir. Arastirmada elde edilen
tim  Rhizobium leguminosarum ve Rhizobium phaseoli suglarmim hareketli oldugu
belirlenmistir. Rhizobium leguminosarum’un dort, Rhizobium phaseoli'nin 5 susu Kongo
kirmizisin1 daha fazla absorbe ederek koyu pembe bir gelisme gosterirken her iki bakterinin
diger suslari cok az bir absorbsiyonla agik pembe koloniler olusturmuslardir.

Brom timol mavili YEM iceren ortamda dogal Rhizobium leguminosarum ve
Rhizobium phaseoli suslarinin tiimii 36 saat ve 120 saat sonra lireme gostermisler ve asit
olusturmuslardir. Ancak her iki bakterinin birer susu disindaki suslar laktozlu besiyerinde iireme

gostermemisken pepton glukoz agarda tiim suslarin tiredigi goriilmiistiir [26].

3.1.2. Biyokimyasal Ozellikler

Mercimek bitkisi ekili tarlalarda izole edilen Rhizobium leguminosarum suslarindan iig
tanesi, Rhizobium phaseoli suglarindan iki tanesi litmuslu siitte bir aylik gelisim sonrasi zon
olusturmamislardir. Ancak her iki bakteriye ait suslarin hepsi litmuslu siitte alkali reaksiyon
vermistir.

Dogal Rhizobium leguminosarum suslarindan sekizinde katalaz aktivitesi pozitifken
Rhizobium phaseoli suslariin hepsinde katalaz pozitif sonug¢ vermistir. Metilen mavisi
rediiksiyonunun ise Rhizobium leguminosarum’un alti, Rhizobium phaseoli’nin dokuz susunda
pozitif oldugu goriilmustiir.

Her iki bakteriye ait suglar jelatin igerisindeki iki aylik inkiibasyon siiresi sonunda
buzdolabina alindiginda Rhizobium leguminosarum un iki Rhizobium phaseoli’nin bir sugunun

jelatini erittigi gortilmiistiir [26].
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3.2. Hiicre Kuru Agirliklarimin Belirlenmesi

Bu c¢alismada, Elazig yoresi topraklarindan izole edilen suslardan bazilarmin kuru

agirhiklar1 ve PHB iiretim yetenekleri belirlenmistir.10 adet Rhizobium phaseoli ve 5 adet

Rhizobium leguminosarum olmak iizere toplam 15 adet sus kullanilmistir.

100’er mlI’lik YEM sivi besiyerinde 28 °C’de 48 saat inkiibe edilen Kiiltiirler

santrifijjlendikten sonra sivi kisim atilmig, pelet kurutulmustur. Daha sonra hiicre kuru

agirliklari belirlenmistir.

R.phaseoli suslarinin hiicre kuru agirliklari , Tablo 3.2.1.° de verilmistir.

Tablo 3.2.1. R.phaseoli suglarinin hiicre kuru agirliklar1 (g/1)

Sus kodu 1. paralel 2. paralel 3.paralel Ortalama | Standart sapma
R.phaseoli CIAT 899 | 0,2001 0,2011 0,2035 0,2016 +0,0017
I11F 0,1224 0,1252 0,1203 0,1226 +0,0024
12F 0,2441 0,2405 0,2427 0,2424 +0,0018
22F 0,1963 0,1997 0,1898 0,1952 +0,0050
23 F 0,0958 0,0983 0,1007 0,0982 +0,0024
24 F 0,2115 0,2145 0,2123 0,2127 +0,0015
25F 0,1834 0,1735 0,1882 0,1817 +0,0074
27F 0,1738 0,1734 0,1799 0,1757 +0,0036
32F 0,2113 0,2249 0,2179 0,2180 +0,0068
33F 0,1523 0,1562 0,1547 0,1544 +0,0019

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirhgr 0,2016 g/l olarak bulunmustur.

R.phaseoli izolatlarinin kuru agirliklarmin 0,0982-0,2424 g/ arasinda degistigi tespit edilmistir.

23 F kodlu izolat en diisiik hiicre kuru agirligia (0,0982 g/1 ) sahipken, en yiiksek hiicre kuru
agirhg (0,2424 g/l ) ile 12 F kodlu izolat gostermistir.

R..leguminosarum suslarinin hiicre kuru agirliklar1 ,Tablo 3.2.2. > de verilmistir.

Tablo 3.2.2. R.leguminosarum suglarimin hiicre kuru agirliklart (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel 3. paralel | Ortalama | Standartsapma
R.leguminosarum Le 735 | (,2887 0,2821 0,2795 0,2834 +0,0047

2M 0,2495 0,2591 0,2546 0,2544 +0,0048

3M 0,4115 0,4204 0,4002 0,4107 +0,0101

5M 0,3454 0,3547 0,3501 0,3500 +0,0046

6M 0,4443 0,4403 0,4427 0,4424 +0,0020
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Rhizobium leguminosarum Le 735 susunun hiicre kuru agirhi@ 0,2834 g/l olarak
belirlenmistir. R./eguminosarum izolatlarmin hiicre kuru agirliklar1 0,2544- 0,4424 g/1 arasinda
degisiklik gostermistir. 2M susu en diigiik hiicre kuru agirhgmna (0,2544 g/l ) sahipken, en
yiiksek hiicre kuru agirhiginin (0,4424 g/1 ) 6M kodlu izolata ait oldugu tespit edilmistir.

Bahar [24], topraktan izole ettigi bakterilerin hiicre kuru agirliklarint ve buna bagh
olarak PHB iiretimlerini incelemistir. Ayrica temel mineral ortami peynir alt1 suyu, melas ve
seftali pulbu ekleyerek bu ortamlarin PHB iiretimine katkilarini arasgtirmigtir. Temel mineral
ortamda hiicre kuru agirliklarin1 100 ml’de 25-450 mg arasinda tespit etmistir. Ortama %20
oraninda melas ilave ettiginde hiicre kuru agirliklarini 160-670 mg / 100 ml. olarak belirlemistir.
% 20 lik seftali pulbu ilavesinde ise hiicre kuru agirliklar1 280-1250 mg / 100 ml. arasinda
degistigini gostermistir.

Toprak bakterileri ile yapilan bir bagka ¢alismada Sadettin ve arkadaslar1 [6], Bacillus
cinsi bakterilerin hiicre kuru agirliklarina gére PHB verimlerini incelemislerdir. Nutrient Broth
besi ortaminda en diisiik hiicre kuru agirligin1 0,15 g/ 1, en yiiksek hiicre kuru agirligini ise 2,67
g/ 1 olarak belirlemiglerdir.

Ates ve Ekmek¢i [17] Pseudomonas extorquens DMS 1337 ve Azotobacter
chroococcum (TEM) ile yapmis olduklar1 ¢aligmalarinda farkli seker konsantrasyonlarinin hiicre
kuru agirhigini ve PHB verimini etkiledigini belirtmiglerdir. Pseudomonas extorquens DMS
1337°de en yiiksek hiicre kuru agirlig1 22,24 mg olarak, Azotobacter chroococcum ( TEM )’de
en yiiksek hiicre kuru agirligi 67,11 mg olarak bulunmustur.

Ankara tarlalarindan alinan toprak Orneklerinden izole edilen bakterilerle yapilan bir
baska arastirmada Aslim ve arkadaslar1 [32] elde etmis olduklari Bacillus cinsi bakterilerin
hiicre kuru agirliklarinin 0,28-1,04 g / 1 arasinda degistigini belirtmislerdir.

Mercan ve arkadaglar1 [27] , Rhizobium cinsi bakterilerle yaptiklart ¢aligmalarinda
hiicre kuru agirliklarmi 0,11 — 4,35 g/l arasinda bulmuslardir. Rhizobium spp.2426 kodlu bakteri
0,20 g/, Rhizobium spp.G49 kodlu bakteri 0,36 g/1, Rhizobium spp.2357 kodlu bakteri 0,58 g/l
hiicre kuru agirligina sahiptir. Calismamizda, hiicre kuru agirliklar ile ilgili buldugumuz
degerler,bu calismadaki dusiik kuru agirhikli suslara benzerlik gostermektedir.Ancak tespit
ettigimiz yiiksek kuru agirlik degerleri bu ¢alismaya uygunluk gostermemektedir.Caligmamizda
maksimum hiicre kuru agirhgr R.phaseoli > de 0,2424 g/1, R. leguminosarum’ da 0,4424 g/l
olarak bulunmustur.Bu degerler Mercan ve arkadaglari’nin buldugu 4,35 g/l degerinden
dustiktiir.

Mercan [25], doktora ¢alismasinda Rhizobium cinsi bakterilerle ¢calismistir. R.phaseoli
suglarinda hiicre kuru agirliklarim 0,095 — 0,260 g/l olarak bulmustur. Hiicre kuru agirlik

degerleri R.leguminosarum suslarinda ise 0,155 — 0,470 g/ arasinda degisiklik gostermektedir.
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Calismamizdaki minimum ve maksimum kuru agirlik degerleri bu calisma ile uygunluk

gostermektedir.

3.3. PHB Uretimlerinin Belirlenmesi

Hiicre kuru agirliklar: tespit edildikten sonra sonikasyon islemleri ile PHB elde
edilmistir. PHB, siilfirik asit ile krotonik asite doniistiiriilmiis, son maddenin miktar1 235 nm.
UV spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir.

R.phaseoli suglarimin PHB tiretimi, Tablo 3.3.1.° de verilmistir.

Tablo 3.3.1. R phaseoli suglariin PHB iiretimi (g/1 )

Sus kodu 1. paralel | 2.paralel 3.paralel Ortalama Standart
sapma
R phaseoli CIAT 899 0,0463 0,0460 0,0467 0,0463 +0,0003
I11F 0,0286 0,0296 0,0284 0,0288 +0,0006
12F 0,0408 0,0412 0,0420 0,0413 +0,0006
22F 0,0393 0,0406 0,0398 0,0399 +0,0006
23 F 0,0247 0,0244 0,0253 0,0248 +0,0004
24 F 0,0551 0,0553 0,0556 0,0553 +0,0002
25F 0,0445 0,0442 0,0450 0,0445 +0,0004
27F 0,0349 0,0365 0,0375 0,0363 + 0,001
32F 0,0401 0,0427 0,0409 0,0412 + 0,001
33F 0,0306 0,0316 0,0311 0,0311 +0,0005

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirhgma gére PHB iiretimi 0,0463 g/1 olarak
bulunmustur. R phaseoli izolatlarinin kuru agirliklarina gére PHB iiretimleri 0,0248 — 0,0553
g/l olarak tespit edilmistir.En diisiikk PHB iiretimine (0,0248 g/1) 23 F kodlu izolatta , en yiiksek
PHB iiretimine (0,0553 g/1) 24 F kodlu izolatta rastlanmistir.

R..leguminosarum suslarinin PHB tiretimi  Tablo 3.3.2.° de verilmistir.
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Tablo 3.3.2. R leguminosarum suslarinmn PHB iiretimi  (g/1)

Sus kodu 1. paralel | 2. paralel 3. paralel Ortalama | Standart
sapma

R leguminosarum Le 735 | (,0531 0,0540 0,0536 0,0535 +0,0004

2M 0,0273 0,0279 0,0263 0,0271 +0,0008

3M 0,0604 0,0602 0,0599 0,0601 +0,0002

5M 0,0357 0,0369 0,0367 0,0364 +0,0006

6M 0,0566 0,0553 0,0567 0,0562 +0,0007

Rhizobium leguminosarum Le 735 susunun hiicre kuru agirligma gore PHB iiretimi
0,0535 g/l olarak bulunmustur. R.leguminosarum izolatlarinin hiicre kuru agirliklarina gore
PHB iiretimleri 0,0271 - 0,0601 g/l olarak tespit edilmistir. 2 M kodlu izolat en diisik PHB
tiretimine (0,0271 g/l ) sahipken, en yiiksek PHB iiretiminin (0,0601 g/l ) 6M kodlu izolata ait
oldugu tespit edilmistir.

Bahar [24], hiicre kuru agirliklarina gore PHB iiretimini inceledigi ¢alismasinda temel
mineral ortamda farkli fermantasyon siirelerinde PHB miktarini en diisitk 5,08 mg / 100 ml ve
en yiiksek 27,15 mg / 100 ml. olarak 6l¢miistiir. Ortama % 20 oraninda melas ilave edildiginde
PHB miktar1 2,08-25,50 mg / 100ml arasinda degisiklik gostermistir. % 20 oranindaki seftali
pulbu ilavesiyle PHB miktar1 biraz daha artig gostermistir. Bu durumda en diisiik miktar 10,60
mg / 100 ml, en yiiksek miktar 46,09 mg / 100 ml. olarak belirlenmistir.

Sadettin ve arkadaslar1 [6], Bacillus cinsi bakterilerin iiretmis olduklart PHB miktarini
en diisiik 0,03 g/ 1, en yiiksek PHB miktarini ise 0,31 g/ 1 olarak tespit etmislerdir.

Aslim ve arkadaglar1 [32], Ankara topraklarindan izole etmis olduklari Bacillus cinsi
bakterilerin 0,040-0,204 g /1" arasinda degisen miktarlarda PHB iirettiklerini saptamislardir.

Mercan ve arkadaglari [27], Rhizobium cinsi bakterilerle yaptiklart c¢aligmalarinda
bakterilerin hiicre kuru agirliklarina gére PHB iiretimlerini 0,01-0,5 g/l arasinda bulmuslardir.
Calismamizda tespit ettigimiz PHB iiretimleri (R.phaseoli izolatlarinda 0,0248 — 0,0553 g/1 ve
R.leguminosarum izolatlarinda 0,0271 - 0,0601 g/l ) bu ¢alismadaki diisiik PHB degerlerine
uygunluk gosterse de,bulmus olduklart maksimum degerler oldukga yiiksektir.

Mercan [25], yaptigi doktora calismasinda R phaseoli suslarinda  hiicre kuru
agirliklarina gére PHB iiretimlerini 0,024 — 0,060g/l arasinda bulmustur. Bu degerler,
calismamizdaki R.phaseoli izolatlarmnin PHB {iretimine ( 0,0248 — 0,0553 g/l ) uygunluk

gostermektedir.Mercan, R.Jeguminosarum suslarinda PHB iiretimlerini 0,024 — 0,106 g/l
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arasinda bulmustur. Calismamizdaki. R./eguminosarum izolatlarmin PHB iiretimleri (0,0271 -

0,0601 g/1) bu degerlerle uyumludur.

3.4. PHB Verimlerinin Belirlenmesi
Suglarin PHB iiretimleri tespit edildikten sonra elde edilen degerler kullanilarak PHB
verimleri hesaplanmistir. R phaseoli suslarinin hiicre kuru agirhiklarina gére PHB verimleri

Tablo 3.4.1.° de verilmistir.

Tablo 3.4.1. R.phaseoli suglarinin hiicre kuru agirliklarina gére % PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirhik ( g/l) PHB iiretimi (g/1) % PHB
R.phaseoli CIAT 899 0,2016 0,0463 23,03
I1F 0,1226 0,0288 23,59
12F 0,2424 0,0413 17,23
22 °F 0,1952 0,0399 20,54
23 F 0,0982 0,0248 25,29
24 F 0,2127 0,0553 26,04
25F 0,1817 0,0445 24,55
27F 0,1757 0,0363 20,50
32F 0,2180 0,0412 18,94
33F 0,1544 0,0311 20,16

R.phaseoli CIAT 899 susunun hiicre kuru agirligina gére PHB verimi % 23,03 olarak
tespit edilmistir. R.phaseoli izolatlarinin kuru agirhiklarina gére PHB verimleri %17,23 - %
26,04 arasinda bulunmustur. 12 F kodlu izolat % 17,23 verimle en diisiikk degeri verirken,
%26,04 ile 24 F en yiiksek PHB verimine sahiptir.

R. leguminosarum suslarmin hiicre kuru agirliklarina gére PHB verimleri Tablo 3.4.2.°
de verilmistir.

Tablo 3.4.2. R. leguminosarum suslarimin hiicre kuru agirliklarina gére % PHB verimleri

Sus kodu Kuru agirlik ( g/l) PHB iiretimi (g/1) % PHB
R..leguminosarum Le 735 0,2834 0,0535 18,91
2M 0,2544 0,0271 10,68
3M 0,4107 0,0601 14,65
5M 0,3500 0,0364 8,69
6M 0,4424 0,0562 12,71
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Rhizobium leguminosarum Le 735 susunun hiicre kuru agirligma gére PHB verimi ,
% 18,91 olarak hesaplanmistir. R.leguminosarum izolatlarinn kuru agirliklarina gére PHB
verimleri % 8,69 - % 18,91 arasinda bulunmustur.5 M kodlu izolat % 8,69 verimle en diisiik
degeri verirken, %1891 ile Rhizobium leguminosarum Le 735 susunun en yiiksek PHB
verimine sahip oldugu bulunmugtur.

Toprak bakterileriyle yapilan bir arastirmada, temel mineral ortamda en diisiik PHB
verimini %3,02 ve en yiiksek verimi %72,2 olarak tespit etmistir. %20 melas ilave ettigi
ortamda PHB verimini %0,33-%6,28 arasinda hesaplamigtir. %20 seftali pulbu ilavesi ile verim
%0,9-%7,78 arasinda degisiklik gostermistir [24].

Bacillus cinsi bakterilerin Nutient Broth besi ortaminda iiretildigi ¢alismada [6],
bakterilerin en diisikk %4.,93, en yiiksek %57,40 oraninda PHB verimine sahip olduklari
bildirilmistir.

Ates ve Ekmekgi [17 ], farkli seker konsantrasyonlarinin PHB iiretimine olan etkisini
inceledikleri calismalarinda Pseudomonas extorquens DMS 1337°de en yiiksek PHB verimini
%22,03 olarak, Azotobacter chroococcum ( TEM )’de en yiiksek PHB verimini ise %12,03
olarak bulmuslardir.

Aslim ve arkadaslarinin [32 ], izole etmis olduklari suslarin PHB verimleri %6,53 -
%48,13 arasinda degisiklik gostermektedir.

Mercan ve arkadaslar1 [27], yaptiklar1 ¢alismalarinda bazi Rhizobium suslarinin PHB
verimlerini % 1,38 - % 40,0 arasinda bulmuslardir. Ayni ¢alismada karbon ve azot kaynaklarini
degistirerek % 70,0 * a varan PHB verimine ulagsmislardir.

Manna ve arkadaslari, Rhizobium suslarinda kuru agirliklara gére PHB verimini %1- 38
arasinda bulmuslardir [32].

Mercan [25], ¢alismasinda R phaseoli suslarinda PHB verimini %23,08 -28,70 arasinda
bulmustur. Calismamizda R phaseoli izolatlarinin kuru agirliklarina gére PHB verimleri %17,23
- 26,04 arasinda bulunmustur. R.phaseoli i¢cin minimum PHB verimi bu ¢alismaya goére diisiik
iken, ara degerler benzerlik gostermektedir. Mercan, R./leguminosarum suglarinda PHB verimini
% 14,22- 25,85 arasinda bulmustur. Calismamizda, R.leguminosarum izolatlarinda en diisiik
% 8,69 .,en yiiksek %1891 verim elde edilmistir. R./eguminosarum igin tespit ettigimiz
minimum ve maksimum degerler, bu calismadaki degerlerden daha diisiik olarak bulunmustur.

Mikroorganizmalarin PHB tiretimleri iizerine yapilan ¢aligmalara her gegen giin yenileri
eklenmektedir. Bilim adamlar1 sadece PHB iireten suslar1 belirlemekle kalmayip, suslarin hangi
kosullarda daha yiiksek iiretim yapabileceklerini de aragtirmaktadirlar. Bu calismada tespit

ettigimiz degerlerden faydalanilarak, farkli karbon ve azot kaynaklarinda, farkli ¢alkama
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hizlarinda, farkli pH’larda ve farkli inkiibasyon siirelerinde PHB iiretimlerinde meydana gelecek

degisiklikler arastirilabilir.
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