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Ozet

Bir ¢cok bakteri, besinlerin sinirlandigi sartlarda polihidroksialkanatlari (PHA) karbon
ve enerji depo materyali veya elektron havuzu olarak sentezlemekte ve
biriktirmektedir. Bunlar ¢ok sayida gram pozitif ve gram negatif bakteri tarafindan
sentezlenen yapisal olarak basit makromolekullerdir. PHA’lar, biyolojik ydnden
parcalanabilir plastikler olarak tanimlanmalarina ragmen, geleneksel plastiklere gore
maliyetinin ylksek olmasi, bunlarin genis alanda kullanimini sinirlandirmaktadir. Cok
sayida bakteri ve rekombinant E. coli, yuksek verimlilikte PHA dGretimi igin
geligtiriimektedir. Bunun yanisira, bakteriyal biyosentez genlerinin bitkilere
aktarilmasi ile PHA’larin ekonomik Uretimi de gercgeklestirimektedir. Fermantasyon
saflastirma teknolojisindeki atimlar ile bakteriyal suslar veya bitkilerdeki gelismeler,
bakteriyal biyoplastikleri geleneksel plastiklerle yarigabilir bir konuma getirecektir.
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1. Giris

Son yillarda cevre koruma bilincinin arttirimasina yénelik calismalarda 6nemle
Uzerinde durulan konulardan birisinin de plastik ambalaj malzemeleri oldugu
gorulmektedir. Yerine kullanilabilecek baska bir malzeme cinsi bulunmadigi surece,
getirilmeye c¢alisilan her tarli yasaklama ve kisitlamanin ambalaj malzemesi olarak
plastiklerin kullaniimasini engellemeyecegi agiktir.

Atiklarin buyuk bir bolumunl plastik materyaller olusturmaktadir. Atik plastikler
genellikle diger evsel atiklarla birlikte ¢op bosaltma sahalarina atilmakta veya ¢op
cukurlarina dokulmektedir. Atik bosaltma sahalarinin ve gukurlarinin giderek dolmasi,
yakma gibi alternatif yontemlerin giderek artan maliyetleri, cesitli teknik sorunlar,
enerji kaynaklarini koruma ve atiklari gevresel agidan kabul edilebilir sekilde azaltma
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istegiyle birlesince atik plastiklerin yeniden kullanimi konusu gindeme gelmistir (1).
Fakat atik plastiklerin tekrar kullanima hazirlanmasi igin toplama, ayiklama,
hammadde haline getirme asamalari maliyeti arttirmaktadir. Gergekten de gittikge
artan ve bilinmeyen c¢evresel sonuglar, biyolojik olarak pargalanabilen plastiklere
ilginin her gecen gun blylumesine neden olmustur (2). Bu sorunlarin ¢ézimine
yonelik polimer biliminde yapilan c¢alismalar arasinda biyopolimerler (mikrobiyal
termoplastikler) 6nemli bir yer tutmaktadir.

Biyolojik olarak pargalanabilen poli-B-hidroksibutirik asit (PHB)'in 6zellikleri yillardan
beri bilinmesine ve alinan patentlerin 1962°de J.N. Baptist tarafindan Amerika’'da
orijinal olarak dosyalanmasina ragmen 1982’de Imperial Chemistry Industries Plastic
(ICl plc.) tarafindan bu polimerin Biopol ticari adiyla pazarlanmasina kadar,
polihidroksialkanatlarin (PHA) ve PHB’nin endustriyel Uretimi Uzerinde yeterince
durulmamistir (3). Biopol, Alcaligenes cinsine ait bakteriler kullanilarak endustriyel
olarak dUretiimis ilk biyodonisumll plastiktir. Bu materyal, dogal ve sentetik
polimerlerin tim avantajlarini tasimaktadir. Giglu kristal yapida olup polimer ya da
monomer birimlerine bagl olan, elastik kauguklara benzeyen cesitli 6zelliklere
sahiptir (4).

1920’li yillarda, bazi bilim adamlarinin, bakteri hicresinde yedek enerji kaynagi
olarak PHA sinifinin bir Uyesi olan PHB'nin biriktirildigini saptamalari, o zamanlar
henlz farkina varilmayan glinimuzde yogun ilgi odagi olan yeni bir plastik malzeme
sinifinin  kesgfinin  baslangici olmustur. Karbon, azot, fosfor, potasyum gibi
elementlerin herhangi birinin kisittanmasi ile bakteri bu gerilimli ortamda canhligini
devam ettirebilmek igin ilerde kullanmak amaciyla enerji deposu olarak bu polimeri
biriktirmektedir (5).

Bircok mikroorganizma tarafindan dogal olarak sentezlenen PHB’nin, ylksek
miktarlarda Uretilen ve ¢ogunlukla ambalaj malzemesi olarak kullanilan polipropilenin
Ozelliklerine benzerlik gostermesi, bu termoplastigin Avrupa, Amerika ve Japonya'da
endustriyel capta Uretimine hiz kazandirmigtir. Dogaya terk edildigi zaman petrol
kokenli plastiklerin uzun yillar bozulmadan kalmasi yaban hayat icin toksik etki
yapmaktadir. Sonug¢ olarak tim dinyada geleneksel polimerlerin kullaniminin
azaltiilmasi amaglanmis, buna yénelik calismalara baslanmistir (6).

2. Prokaryotik Hiicre inkliizyonlari ve Poli-B-Hidroksibiitirat (PHB)’In
Tarihgesi

Hucre inklizyonu formunda olan Okaryotik depo materyalleri, genelde lipitler veya
polisakkaritlerdir. Mayalar, flamentli funguslar gibi 6karyotik hticreler ve hayvansal
hicreler, buyime kosullari dizensiz oldugunda, nisasta veya glikojen (amilopektin)
gibi ¢coziUnmeyen polisakkaritler ya da intraselluler yag kurecikleri biriktirirler. Bunlar
basit boyama yontemleri uygulanarak kolaylikla tanimlanabilirler (7). Birgcok prokaryot
ve Okaryot mikroorganizma karbon igeren hicre i¢i depo materyallerini sentezleyecek
enzimatik kapasiteye sahiptir. Bu depo materyalleri, dengesiz buylime kosullari gibi
Ozel kosullar altinda organizmalar tarafindan sentezlenen maddeler olarak bilinirler.

Mikroskobun, mikrobiyoloji alaninda kullanilmaya baglamasindan bu yana, bircok kez
kiguk "yad damlalar"nin bazi bakteri hicrelerinde dizenli bir sekilde gozlendigi



belirtilmistir. Rhizobium hucreleri igcindeki boyle granullerin nodullerden izole edilen
bakteroidlerde de bulundugu goézlenilmis ve bunlar “isig1 kiran damlaciklar’ olarak
belirtiimistir. Bircok mikrobiyolog, bakterilerdeki lipofilik granulleri ¢ok ©6nceden
tanimlamis olmasina ragmen, bu partikullerin yapisi ilk kez Lemoigne tarafindan
1923 yilinda ortaya konmustur. Arastirmaci, Bacillus subtilis kulturleri distile suda
otolize oldugu zaman, bilinmeyen bir asit olusumu ile pH’nin azaldigini gézlemistir.
Bu bilinmeyen asidin, seker hastalarinda goérulen udrindeki B-hidroksibatirik asite
benzer oldugu sonradan bulunmustur. Arastirmacilar, Bacillus megaterium’un otolizi
esnasinda B-hidroksibatirik asit monomerleri olustugunu ve bu monomerlerin
kaynaginin poli-pB-hidroksibutirik asit oldugunu kesin olarak ortaya koymuslardir (3,
5).

PHB’nin mikrobiyal sentezi uzun yillar arastirma konusu olmamistir. Lafferty ve
ark.'nin (7) bildirdigine gore, gram negatif bakterilerde PHB sentezini ilk kez gosteren
Forsythe ve grubu olmustur. Buna ilaveten arastiricilar PHB sentez yeteneginin
varliginin ya da yoklugunun, bir taksonomik kriter olarak kullanilabilecegini de rapor
etmislerdir. Ayni yillarda bakteriyal biomasstan PHB’nin kantitatif belirlenmesi igin ilk
pratik metotlardan biri gelistirilmistir. Hucreleri, PHB’nin disinda tum hacresel
bilegiklerin ¢6zunebildigi standart sartlarda alkali hipoklorit solusyonu ile muamele
etmiglerdir. Bu sekilde elde edilen PHB granullerinin yogunlugu, hucre i¢indeki PHB
miktariyla baglantili olarak belirlenmistir Bu metot gelistiriimeden 6nce Lemoigne,
PHB’yi kuru bakteri kutlesinden kloroform ile ayirmig ve gravimetrik olarak
belirlemistir (7).

Birgok bakteri cinsinin PHB sentezleme yetenegine sahip oldugu gorulmustur ve
farkh cinslerde sentezlenen PHB’nin infrared absorbsiyonu ile X-isini differaksiyonu
gibi fiziksel 6zellikleri birbirine benzemektedir. Boylece bir depo materyali olan PHB'yi
sentezleme yeteneginin prokaryotik mikroorganizmalarda ¢ok yaygin oldugu
bulunmustur (6).

3. PHB’nin Ozellikleri

Bakteri hucrelerinde PHB granllleri faz-kontrast veya elektron mikroskop
kullanildiginda kolayca gozlenebilir. Granuller, 100-800 nm ¢apinda olup genellikle
kiiresel sekildedirler. 2-4 nm kalinliginda tinit olmayan bir membranla cevrilidir. izole
edilen PHB grandlleri yaklasik %98 PHB ve %2 protein icermektedir. Bacillus
cereus'tan izole edilen PHB grandllerinin  %50’si merkezi bir c¢ekirdekten
olusmaktadir. Bu c¢ekirdek en dista bir membranla tekrar cevrilmigtir. Yapilan
arastirmalar sonunda herbir granulin fibriler yapida oldugu saptanmistir (3).
Arastiricilar bu fibrillerin es zamanli sentez ve suda ¢6zinmeyen bir polimer
yapisinda, kristalizasyonun bir sonucu oldugunu ileri surmuslerdir. Ayrica
arastirmacilar, bakteri hudcrelerinden hi¢ bozulmamis dogal PHB grandlleri elde
etmedeki zorluklar nedeniyle, PHB sentezinin fiziksel mekanizmasi konusunda halen
bazi belirsizlikler oldugunu aciklamiglardir. Ancak, htcre igindeki PHB’nin yuksek bir
kristallenme yuzdesiyle (%80) fibriler bir yapiya sahip oldugu kesin olarak
bilinmektedir (8).

Optik olarak aktif olan PHB, D(-) konfigirasyonundadir. Konfiglrasyonu ve kaynama
noktalarinin birbirine yakinligi nedeniyle polipropilen ve PHB, yapisal olarak benzerlik



gOstermektedirler. Biyouygunluk ve biyodonusum gibi onemli 0Ozelliklere sahip
olmalari, ayni derecelerde kristallesmelerine ragmen bunlarin kimyasal Ozellikleri
tamamen farkhdir. Fiziksel olarak PHB, propilenden daha sert ve kirilgandir. Fakat
UV 1s1gina karsi daha direnglidir (4).

PHB, D(-)-3-hidroksibditirik asitin makromolekuler bir polimeridir. izolasyon yéntemi,
kullanilan bakteriyal susg, substratin tipi, inklUbasyon suresi ve oksijenin kismi basinci
polimerin kimyasal yapisinda degisikliklere neden olmaktadir (3, 9). Barham ve ark
(10), cozelti halindeki PHB'’yi ¢oktlrerek tek lamelli kristaller elde etmisler, lameller
arasindaki kalinlik ile 25-125 °C arasindaki kristallesme sicakhginin birbiriyle iligkili
oldugunu saptamislardir. Bu arastiricilar eritmeyle kristalizasyonda PHB'yi kimyasal
olarak saf ve kuresel seklinde elde edip, bunlar kristalizasyon sicakhgina goére
ayirmiglardir. Bu yuzden PHB’nin preparasyon yontemi onun hem morfolojisi hem de
fiziksel Ozelliklerini belirlemektedir. PHB’nin fiziksel o6zellikleri, kullanilan bakteri
susundan elde edilen polimerin molekuler agirligina baghdir. Ayrica PHB’nin
mikrobiyal kutleden ekstraksiyonu sirasinda molekuler agirhdinda bir azalma
olmaktadir (7).

Isik-yayllma dlglimlerine gére PHB graniillerinin molekiler agirliklari 5x10°
civarindadir ve her bir grantil minimum 1000 polimer zincirinden olugsmaktadir. A.
eutrophus’taki PHB grandllerinin %40 su icerdigi tespit edilmistir. Hlcredeki granal
sayisi da incelenmig, granul sayisinin polimer birikiminin bagladigi erken gelisme
safhalarinda sabit oldugu belirlenmigtir (3). PHB, kopolimerleri kadar iyi bir sekilde
preslenebilir, bicimlendirilebilir, lif haline donustaralebilir, filmleri yapilabilir ve
polietilen gibi diger sentetik polimerlerle heteropolimerler yapiminda kullanilabilir.
Sentetik polimerlere kiyasla PHA’nin fiziksel 6zellikleri PHV/PHB molekiler oraninin
degistiriimesiyle duzenlenebilir. PHB kopolimerleri diger kopolimerlerden ¢ok daha
kullanmghdir (11).

Fonksiyonel PHA’larin, primer sekansindaki diger metabolitler veya ¢esitli fonksiyonel
monomerlerle  baglantih  olarak  biyosentetik  prosedurlerle  hazirlanabildigi
aciklanmistir. A. eutrophus’un, polietilen glikol ve polisakkarit iceren ortamdaki
fermentasyonu ile —OH uglu blok polimer iceren PHA sentezlenmigtir (12). Besi
ortaminda yapilan degigikliklerle kopolimerin monomer kompozisyonunun ve
molekuler agirhginin  kontrol  edilebildigini  ispatlamiglardir.  Arastirmacilar,
sentezledikleri kopolimer blogun termoplastik olarak kullanimda yuksek bir
potansiyele sahip oldugunu da agiklamislardir.

Madden ve ark. (13), Ralstonia eutropha’y: glukoz, propiyonik asit ve 4-hidroksibatirik
asit veya bdutirolakton karbon kaynaklarinda gelistirdiklerinde bakterinin poli—3—
hidroksibutirat—co-3-hidroksivalerat-co-4-hidroksibutirat terpolimerlerini sentezledigini
saptamiglardir. Monomerlerin farkli kisimlarini iceren terpolimerlerin termal ve
mekanik Ozelliklerini karakterize etmislerdir. Terpolimerlerin, kaynama sicakhginin
olduk¢a duguk oldugunu ve monomerlerin mekanik yonden daha ustin oOzellikte
oldugunu savunmusglardir. Hlcre i¢i depo granulu olarak sentezlenen ve biriktirilen
PHB, mikroorganizma icin karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilir. Buna ilaveten
lokal oksijen konsantrasyonlarinin duzenlenmesinde, sporulasyon igin enerji
saglanmasinda ve redukleyici ekivalentler i¢in elektron havuzu olarak da rol oynar (3,
9).



4. PHB’nin Biyosentezi

Prokaryotik hicrelerde PHB’nin intrasellliler sentezi icin ilk bilesik Asetil CoA’dir.
Genel olarak PHB, 3-Ketotiolaz, asetoasetil-CoA rediktaz ve PHB sintaz tarafindan
katalize edilen Ug reaksiyon basamagi ile Asetil CoA’dan sentezlenmektedir (14, 15).
Asetil CoA’nin hicrelerarasi konsantrasyonunu arttirici sartlar, PHB’nin sentezi
uzerinde pozitif etki yapmaktadir (5). PHB’nin hucre i¢i sentezi Uzerine c¢esitli ara
yollarin etkisi B. megateriun’da incelenmistir. Birgok mikroorganizmanin PHB
sentezinde ara bilesik olarak asetati igerdigi bildirilmistir. "*C-B-hidroksibiitiril-CoA
kullanmak suretiyle bu bilesigin Rhodospirillum rubrum ve B. megateriun’da PHB
sentezinde onemli bir ara Urun oldugu gosterilmigtir (3, 5). Steinbuchel ve Schlegel
(16), PHB sentezinde anahtar reaksiyonun, iki molekul Asetil CoA’nin Asetoasetil
CoA’ya donustugu reaksiyonun oldugunu dogrulamiglardir.

A. eutrophus H16’da PHB'nin sentezindeki baglica reaksiyonun, iki molekil CoA’nin
Asetoasetil CoA’ya donuisumuni igerdigi belirlenmigtir. Bu reaksiyon, B-ketotiolaz ile
katalize olmaktadir. Asetil CoA, reaksiyonun asetoasetil CoA rediktaz tarafindan
katalize edilmesiyle p-hidroksibatiril-CoA’ya donusmektedir. Bu molekul de PHB
polimeraz enzimi ile PHB’ye polimerize olmaktadir. Polimeraz enzimi sadece PHB’nin
sentezinde rol oynamamakta, ayni zaman da PHB’nin hucrelerde tekrar
kullanilmasinda da gérev yapmaktadir (5).

5. Bakterilerde PHB Uretimi

Polihidroksialkanatlar, hidroksialkanatlarin poliesterleridir. Bu poliesterlerin en iyi
bilineni Uzerinde en ¢ok calisiimasindan dolaylr PHB'dir. Birgok bakteri PHB ve diger
kopolimerleri, fazla karbon kaynadi altinda azot, fosfor, magnezyum veya oksijenin
sinirlandigi dengesiz geligsme sartlarinda sentezler ve intrasellller olarak depo eder.
Gunumuzde PHB depo eden 300'den fazla Gram negatif ve Gram pozitif bakteri
tespit edilmigtir. Bu nedenle polimerin etkili Uretimi icin tegvik edilebilecek kultur
stratejilerinin gelistiriimesi énemlidir. Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii 'nin
mutant suslari ve diger birgok bakterinin PHB'’yi depoladigi bilinmektedir. Polimerin
endustriyel Uretimi, uygun mikroorganizmanin secimi, secilen bakterinin gelisim
orani, polimer sentezi, depolamadaki maksimum oran ve ucuz karbon kaynaklarinin
secimi gibi bircok faktdre baglidir. PHA’larin Uyesi olan Uzerinde en siklikla durulan
P(3HB), P(3HB-co-3HV) ve P(3-hidroksikekzanat-co-3-hidroksioktanat kopolimerleri
bakterilerde ylksek verimlilikte tretilmeye baglanmigstir (5).

5.1. Alcaligenes eutrophus ve A. latus

Alcaligenes eutrophus, endustriyel PHB Uretiminde en fazla kullanilan bakteri olup,
hicre iginde yluksek miktarda PHB depoladigi (hicre kuru agirhginin % 80’i) tespit
edilmistir. ingiltere’de (Imperial Chemical Industries), A. eutrophus ’'un endistriyel
biyoplastik uretiminde kullanildigi bildirilmigtir (4).

A. eutrophus sugsunun PHB biyosentez geninin E. coli’'ye klonlandigi ve alici
bakteride gen ekspresyonunun gerceklestigi bazi arastiricilar tarafindan bildirilmistir



(5, 9, 17, 18). Bakteri tarafindan Uretilen termobiyoplastigin, toprakta fungus ve
bakteriler tarafindan bir ka¢ haftada parcalanabilecedi bildiriimigtir (3).

Avustralya’da Biyoteknoloji Arastirma Unitesi'nde parcalanabilen biyoplastik tretimi
ile ilgili teknik yontemler gelistiriimistir. Uretimde, A. /latus'un mutant tipleri
kullanilmistir. Adi gegen bakterinin normal kosullarda uretildiginde hucre i¢ci PHB
depoladigi bildirilirken, bakteri pancar sekeri besi ortaminda uretildiginde, PHB
miktarinin hucre kuru agiriginin %80’den fazla oldugu ve PHB ekstraksiyonundan
sonra uygulanan ¢okertmede PHB’nin safliginin %99’dan fazla oldugu acgiklanmistir
(19). A. latus bakterisinin kopolimer (R)-3-hidroksibutirat ve 4-hidroksibutirat
uretimleri de incelenmistir. Bakteri %1 sakkaroz ve %0.02 gammabutirolakton besi
ortaminda 30 °C’de 2 gun duretilmigtir. Sakkarozun 3HB'ye donustiguni ve bu
maddenin bakteri kuru agirhginin %58’i kadar oldugunu ve (4HB) kopolimerin
gamma-butirolaktondan meydana geldigini, bu madde ile toplam polimerin %60’a
yukseldigini bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar, bakteri yalniz gamma bdutirolakton
substratlarda uretildiginde, bakterinin Gremedigi ve polimerin olusmadigini bildirirken,
iki maddeyi iceren besi ortamina fruktoz sekeri ilave edildiginde, bakteri Gremesini
situmule ettigi tespit edilmigtir (20).

5.2. Azotobacter vinelandii ve Pseudomonas Cinsi Bakteriler

A. vinelandii UWD mutant susunun, eksponansiyel gelisme fazinda hicre kuru
agirhginin %75’i PHB’dir (21). Seker pancari melasinda, yuksek miktarda PHB depo
edildigi de gosterilmistir. Ayrica farkli kompleks azot kaynaklar ilavesinin PHB
sentezine etkisi incelenmis, %0,2 balik pepton ilavesiyle bakterideki PHB
konsantrasyonun 7,5 g/lI'ye ulastigi bildirilmistir. Arastirmacilar, hicrelerin bu besi
ortaminda kolay kirilabilir olduklarini, 45 °C’de 10 dak 1 N amonyakli suda muamele
ederek, polimerlerin saflastirilabildigini de rapor etmiglerdir (22, 23).

Brandl ve ark. (24), Pseudomonas oleovorans ’1, n-alkanoik asitlerin karbon kaynagi
olarak kullanildigi homojen bir sucul sistemde geligtirmiglerdir. Bu ortamda 24
saatten sonra bakteri hlcre Urinintn 1,5 g/l'yi gectigi ve hacre kuru agirliginin
%49’unun polimer oldugunu rapor etmiglerdir. P. oleovorans alkan hidrolaz enzim
kompleksini kodlayan OCT plazmidi ile yag asitlerini oksitlemekte, p-oksidasyon yolu
ile katabolize ederek polimeri olusturmaktadir. Metilotrofik bir bakteri olan
Pseudomonas extorquens’in PHB uretim yetenegi degdisik karbon kaynaklari iceren
substratlarda arastiriimistir. Bakterinin en yuksek PHB Uretimi %0,5 metanol iceren
substratta, htcre kuru agirhginda %27 olarak saptanmistir (25).

5.3. Bacillus Cinsi Bakteriler

Dogal PHB grandlleri, ilk kez Bacillus megaterium ve Azotobacter beijerinckirnin
DNaz ile muamele edilen huacrelerinden, gliserol yluzeyinden toplanarak izole
edilmistir (3). Benoit ve ark. (26), B. thuringiensis HD-1 susunda, sporulasyon ile
PHB uretimi arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. HD-1 susunun, glukoz-tripton mineral
tuz karisiminda gelistirildiginde laktat, pirtvat, asetat, aseton ve PHB (Urettigi
bulunmustur. Bakterinin, asetati 2-3 butandiol siklusuna okside ettigi, daha sonra



PHB Uretimi icin kullanildigi belirlenmistir. Hucrede biriktirilen PHB’nin, sporulasyon
sirasinda enerji kaynagi olarak tuketildigi de saptanmistir.

Aktif camur biyokutlesinde de biyolojik polimerin  varli@ kanitlanmistir  (2).
Arastiricilar, teshis ettikleri 12 bakteriyal sustan, Bacillus cinsine ait 10 bakterinin
PHB Urettigini bulmuslardir. Suglar arasinda en yuksek PHB Uretimini Bacillus sp.
IPCB-403 gOstermis, optimum kultir sartlarinda bakterinin %70’inin PHB oldugu
tespit edilmigtir. Ashm vd. (27), topraktan izole ettikleri farkh Bacillus turlerinde PHB
miktarlarinin sus ve tlrlere goére farklilik gosterdigini bildirmiglerdir. Arastirmacilar,
suslarin hucre kuru agirliklarina goére %6,53-48,13’anin PHB oldugunu rapor
etmislerdir. Bir diger calismada ise, B. sphaericus suslarinin yuzde PHB verimleri
%5-25,88 arasinda tespit edilmistir. Suglarin, Beef ekstrakt ve Sodyum asetatin farkl
konsantrasyonlarindaki PHB Uretimleri incelenmis ve %0,2 Beef ekstrakt
konsantrasyonunda B. sphaericus ATCC 7055’in maksimum PHB verimine (%32,50)
ulastigi tespit edilmistir (28).

5.4. Azot Fiksasyonunda ve Rhizobium Bakterilerinde PHB

Rhizobium turlerinde PHA ve diger poliesterlerin olusumu, polimerlerin Uretimi,
nedenleriyle birlikte ¢ok detayli olarak calisiimamistir. Fakat bu grup bakterilerde,
hidcre metabolizmasi ve poliester olusumu arasinda kargilikl etkilesime de guzel bir
ortam hazirlanmaktadir (9). Rhizobium, Bradyrhizobium ve Azorhizobium cinslerine
ait bircok tur, serbest hlicrede ve simbiyotik yasamda PHB depolamaktadir (29).
Rhizobium ve Bradyrhizobium cinsi bakterilerle baklagil bitkileri arasindaki simbiyotik
azot fiksasyonunda, PHB’nin enerji kaynagi oldugu dusundlmektedir (30, 31). R.
meliloti ve diger turlerde ise sadece serbest hlicre devresinde veya nodul geligiminin
ilk asamasinda PHB depolanmaktadir. Bu turlerde azotu fikse eden bakteroidlerde
PHB depolanmamaktadir. Simbiyotik iliskide bu bilesiklerin fizyolojik rolt tam olarak
aydinlatilamamasina ragmen, bakteroidlerde depo edilen PHB’nin karanlhk evrede
azot fiksasyonunu tesvik ettigi ve azot fiksasyonunun 6n uzama evresini destekledigi
aciklanmistir.  ClnkU bakteroidler, dustk oksijen konsantrasyonunda PHB'yi
kullanmaktadirlar (32).

Bakteroid hucrelerin azot fiksasyonu igin gereksinim duydugu enerji, kok nodullerine
transfer edilen karbon bilesiklerin, prensip olarak, organik asitlerin fotosentetik
metabolizmasi ile saglanmaktadir. Bakteroid biyokutlenin, %50’sinden fazlasi
PHB’dir.  Bradyrhizobium japonicum’da PHB sentez yolunun Azotobacter
beijerinckirdekine ¢ok benzer oldugu ve bakteroidlerde polimer birikiminin
mikroaerofilik sartlarin etkisiyle basladigi rapor edilmistir. Ayni zamanda nitrogenaz
aktivitesindeki artis ile de yakindan iligkili oldugu bulunmustur (3). Oksijen
sinirlamasinin PHB Uretimi Uzerine etkisi detayli olarak arastirlmamig olmasina
ragmen, hucrede depo edilen PHB’nin dizenleyici bir rolu oldugu ve enerji azalmasi
halinde metabolizma faaliyetleri ile nitrogenaz aktivitesi i¢in esit oranda paylasildigi
dusunulmektedir (30).

Embden-Meyerhof ve Etner-Doudorff iz vyollarindaki enzim aktivitesi, bazi
Rhizobium’larda dl¢iimus olmasina ragmen, bu enzim aktivitesinin azot fiksasyonuna
bagl olup olmadigi tam olarak acgikliga kavusturulamamistir (31). Arastiricilar, bazi
bilim adamlarinin, bakteroidlerde radyoaktif isaretli substratlar kullanmak suretiyle



sitrik asit siklusunun varligini gosterdiklerini rapor etmiglerdir. Arastirmacilar,
yaptiklari ¢alismada B. japonicum bakteroidlerinde sitrik asit ve PHB siklusundaki
enzimlerin aktivitesini incelemislerdir. Nitrogenaz enzim aktivitesindeki artisa paralel
olarak fumarazin spesifik aktivitesinin, hidroksibutirat dehidrogenaz, p-ketotiolaz ve
pirivat dehidrogenaz kompleksinin arttigini, aseto-asetat siuksinil-CoA transferaz ve
izositrat dehidrogenazin azaldigini tespit etmiglerdir. Malat dehidrogenaz aktivitesi
sabit kalmistir. Arastirma sonunda nitrogenaz aktivitesi ve PHB depo edilmesi
arasindaki iligkinin daha detayli olarak c¢aligiip acgikliga kavusturulmasi gerektigi
sonucuna varilmigtir (31).

Rhizobium turleri ile bunlarin konukgu bitkileri arasindaki simbiyosis, bakteroidlerdeki
bakteriyal nitrogenazlarin aktivitesi dogrultusunda atmosferik azotun fikse edildigi
sistemle saglanmaktadir (33). P(3HB)'nin, noduldeki bakteroidlerin fizyolojisinde bir
roli oldugu bilim adamlari tarafindan kabul edilmektedir. Diger taraftan bakteroidin
metabolik aktivitesinin ancak basarili bir simbiyoz dizeneginin olusturulmasiyla
¢cozllebilecedi ileri stralmustar (9).

Povolo ve ark. (34), P(3HB) Uretme yoninden defektli R. melilotinin 4 adet
transpozon mutantlarini elde etmisler ve bu mutant suglarin simbiyosisteki etkilerini
arastirmiglardir. P(3HB)-negatif mutantlarin yoncada nodul olusturma ydnlinden
atasal susa benzedigini bildirmiglerdir. Buna ilaveten arastirmacilar, nitrogenaz enzim
aktivitesinin, PHB-negatif mutantlarda degisiklik gostermedigini de tespit etmigler ve
R. meliloti ile yonca arasindaki simbiyosisin, P(3HB) sentez yollarindaki
degisikliklerden etkilenmedigi kanisina varmiglardir. Oksotrofik R. etli CE3 susunun,
biotin ve tiamin vitaminlerinin yoklugunda PHB‘yi yuksek miktarda depoladigi
bildirilmistir (9). Arastirmacilara gore, oksotroflarda TCA siklusu aerobik serbest
hicrelerde  optimal olarak  fonksiyon  gosterememektir.  Ancak  karbon
metabolizmasindaki artis, TCA siklusunun rolinin P(3HB) olusumu olarak ortaya
¢cikmasina neden olmaktadir. Cevallos ve ark. (32), R. etli phaC mutantini elde
etmiglerdir. Atasal susun aksine mutant sugsun olusturdugu nodullerin daha yuksek ve
uzun sure nitrogenaz aktivitesi gosterdigini bulmuslardir. Arastiricilar, R. etli ile
bezelye arasindaki simbiyosiste PHB iligkisini acgiklayamamislar, fakat PHB’nin
bakterinin canlihgini devam ettirmede bir rol oynadigina inanmiglardir.

PHA biyosentezi, PHA olusumundan spesifik olarak sorumlu birka¢ enzimin
aktivitesiyle gerceklesir. Buna ilaveten diger aktiviteler de, hucrelerde biriktirilen PHB
miktarini etkilemektedir. Polimerin metabolizmasinin molekuler fizyolojisinin detayli
olarak anlagilabilmesi, basarili transgenik PHA Ureticilerinin geligtirimesine baghdir.
Bakteri hucrelerinin, PHA sentezini nasil duzenleyebildigi ¢ozimlendigi taktirde ¢ok
daha etkili PHA proseslerin gelistirilebilmesi mimkuln olabilecektir (5, 9).

5.5. Diger Bakterilerde PHB

Bir arastirmada, iki adet Acinetobacter sp. susunun PHB Uretimleri incelenmistir.
Ra3117 susunun amonyak ve fosfat icermeyen sentetik besi ortaminda PHB
uretmedigi, RA 3757 susunun fosfat, amonyum veya sulfat iceren farkli substratlarda
urettigi PHB miktarinin sirasiyla 2,0; 7,8 ve %11,5 oldugu bildirilmigtir. Bu ¢calismada,
B-ketotiolaz ve asetoasetil-CoA rediktaz enzimlerinin yalniz RA3757 hicre
ekstraktinda serbest olarak bulundugu tespit edilmistir. Her iki susun PHB urettigi



veya uretmedigi durumlarda, p-ketotiolaz enzimi sentezlenirken asetoasetil-CoA’ya
sadece PHB ureten bakteride rastlanildigi agiklanmigtir. RA3757 susu amonyum
icermeyen ve karbon kaynagi olarak asetat, butirat, karbon ve etanol igeren besi
ortaminda Uretildiginde benzer miktarda PHB urettigi ve bu susun valerat icermeyen
substratta %5,6 poli-B-hidroksivalerat ve %0,9 oraninda PHB Urettigi saptanmistir
(19, 9).

Azospirillium brasilense cd susu, amonyum-malt tuzlarini igeren besi ortaminda
kesikli ve surekli kemostat fermenterlerde uretilmistir. Kemostat fermenterlerde
oksijenin sinirlanmasinda, kesikli fermenterde ise C/N orani ylksek tutuldugunda
hicrelerin eksponansiyel fazda ylksek miktarda PHB biriktirdigi bildirilmistir. Ayni
calismada, bakterinin 6lim ddneminde nitrogenaz aktivitesi incelenmis, enzim
aktivitesinin yuksek oldugu, hidroksibutirat dehidrogenaz aktivitesinin az oldugu
aciklanmistir (35). iki adet metanotrof tip Il bakterinin PHB Uretimi incelenmis,
Methanobacterium organophilum bakteride PHB’nin bulundugu ve besi ortamlarina
metanol ilave edildiginde, bakterilerin PHB Uretebildigi rapor edilmistir (9). Brandl ve
ark. (36), fototrofik ve non-sulfur bir bakteri olan Rhodobacter sphaeroides’in PHB
uretim potansiyelini arastirmislardir. Azotun sinirlandirildigi ortamda hlcre kuru
agirhginin %60-70’inin PHA oldugunu bildirirken, bu polimerin %98 mol 3HB ve %2
mol 3HV monomerinden olustugunu tespit etmislerdir.

5.6. Rekombinant E. coli

Maksimum polimer Uretimi i¢in rekombinant organizmalarin olugturulmasi, PHA
biyosentez genlerin transferi ile mumkin olmaktadir. Rekombinant sistemlerde
polimerlerin yuksek konsantrasyonlarda uretimi, hi¢ kuskusuz konukgu-plazmid
sistemlerin ve Uretim stratejilerinin gelisimine de baghdir. Buna ilaveten, etkili bir
uretim igin, yuksek kopya sayili stabil plazmidlere gereksinim duyuldugu gibi, test
edilen farkli suslar arasinda uygun bir E. coli susunun da sec¢iminin énemli oldugu
bildirilmistir (5, 9).

A. eutrophus (=Ralstonia eutropha), énemli bir PHB Ureticisi olmasina ragmen,
bakterinin besi ortaminda yavas gelismesi, kolay lize olmasi ve genetik yonden tam
olarak karakterize edilememesi gibi problemler, PHB’nin ticari geligimini
engellemektedir (9). PHB’nin Uretimindeki bu tur engeller, rekombinant sistemlerle
aslimaya caligilmaktadir. Bu tur galigmalar igin PHB’yi dogal olarak sentezleyemeyen
E. coli suslar kullaniimaktadir (5). E. coli 'de ilk kez phb genleri eksprese olmasina
ragmen, bir ¢ok arastirici PHB diginda PHB-co-PHV gibi diger kopolimerleri de
sentezlediklerini aciklamislardir (3). Rekombinant E. colide depo edilen PHB,
fermentasyon sonunda hicre kuru agirliginin %80-90’nini olusturmaktadir. 10 farkl
E. coli susu ile yapilan bir calismada %2 glukoz-LB besi ortaminda W, K-12 ve
EC3132 suslari %15-33 arasinda PHB depolarken, B sugunun htcre kuru agirhdinin
%76’sinin PHB oldugu bildirilmistir. Tipik olarak klonlanan XL1-Blue, JM109 ve
HB101 suglari ise hiucre kuru agirliklarina gbére %75-85 arasinda PHB
biriktirmiglerdir. YUksek kopya sayili plazmidlerle stabilize edilen XL1-Blue susunun,
%2 glukoz-LB besi ortaminda saatte 2,1 g/l Uretim ile %81 oraninda PHB Urettigi
aciklanmistir (9).

10



5.7. Transgenik Bitki (=Arabidopsis thaliana)

Arabidopsis thaliana, bir tahil bitkisi olmamasina ragmen transgenik polimer
calismalari icin segcilen ilk bitkidir ve ginimuzde transgenik bitkilerdeki ekspresyon
calismalari igin model organizmadir (9). Bitkide, PHB sentez izyoluna ait 3-ketoagil-
CoA tiolaz enzimi bulunmaktadir. Bu sitoplazmik enzim, izoprenoidlerin éncusu olan
mevalonati sentezlemektedir. Tiolaz enzim aktivitesinin varligi nedeniyle, Ralstonia
eutropha’nin phbB ve phbC genleri bitkiye transfer edilmigtir. Sitoplazma, vakuol ve
nukleusta 0,2-0,5 um c¢apinda PHB grandullerinin depolandigi gortlmuastur. Bitki taze
agirhginin 100 ug/g’inin PHB oldugu aciklanmistir. Mevalonat izyolundan substratin
ani azaliginin, bitkinin zayif gelismesine neden oldugunu, bu problemin giderilmesi ve
polimer birikiminin arttirllabilmesi icin doku spesifitesi ile gen ekspresyonunun
dizenlenmesi gerektigi rapor edilmigtir (5). Arastirmacilar asetil-CoA’ya dogru karbon
akisinin yogun oldugu bitki plastidlerinin, PHB Uretimi i¢in ¢ok daha uygun oldugunu
savunmuslardir (5, 9). Plastidlerdeki maksimum PHB miktari 10 mg/g, yuzde verim
hicre kuru agirliga gore %14’tur. Plastidlerden izole edilen PHB’nin molekuler agirhgi
500 000 Da olarak hesaplanmistir (5, 9).

Saccharomyces cerevisiae, bocek ve bugdayda da PHB uretimi ile ilgili caligmalara
baglanmigtir. Ancak bu organizmalarda PHB miktarinin henltz ¢ok az oldugu
bildirilmistir (9).

Bitkilere aktarilacak PHB geninin gelisimi saglanabildigi taktirde PHB Uretiminin
ekonomik olabilecegi dustunulmustur. Belki de gelecekte ciftciler tarlalarinda plastik
yetistireceklerdir. Market raflarinda “plastik patates” etiketlerine bile rastlamak
mumkun olabilir (5).

5.8. PHB’nin Biyolojik Pargalanabilirligi ve Yenilenebilme Ozelligi

PHB’nin temel o6zelliklerinden birisi, topraktaki birgcok mikroorganizma tarafindan
parcalanabilmesidir. PHB, hucre digi enzimlerle depolimerize edildiginde olusan
monomerik 3-hidroksibutirik asit ve dimer yapi birgok organizma igin kullanilabilir
substratlardir. Biyolojik parcalanma orani, polimerin yuzey ozelliklerine baghdir (7).
Polimer degradasyonunda bakteri, fungus ve yuksek yapili organizmalar biyolojik
faktorler olarak; gunes 1s131, 1slanma ve mekanik asinma ise fiziksel faktorler olarak
etki etmektedir. PHB, salgilanan hidrolazlar ve depolimerazlar ile vyikilirlar. Bu
enzimlerin aktiviteleri, polimerin fiziksel 6zelliklerine ve ¢evresel kosullara bagli olarak
degisebilmektedir (9). Biyopolimer, mikroorganizmalar tarafindan su ve
karbondioksite = kadar  parcalanabilmektedir. = Pargalanma  nitrojen  oksidi
olusmadigindan c¢evre korunmasinda 6énemlidir. Pargalanan biyoplastik, bitkilerin
gelisimini olumlu yonde etkilemektedir (5). PHB’nin yikim hizi birka¢ aydan
(anaerobik), birka¢ yila (denizsuyu) kadar olabilmektedir. PHB’In fermentatif Gretimi,
seker ve yag asitleri gibi tarimsal UrUnlerin karbon ve enerji kaynagi olarak
kullanilabilmesine baghdir (9).
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6. PHB’nin Kullanim Alanlari

Endustriyel Uretilebilen termobiyoplastiklerin sertlik durumlarinin, polietilene oranla
dért misli daha fazla oldugu (20 kg/m) tespit edilmistir. Uretilen biyoplastik
maddelerin, cesitli paketleme materyalleri olarak degerlendirilebilecedi gosterilmistir.
En cok bilinen ve en yaygin kullanilan PHA tipi olan PHB'nin fiziksel 6zellikleri petrol
kokenli polipropilen ile karsilastirildiginda PHB’nin daha kristal bir yapida olmasi,
ozgul agirhginin daha yuksek olusu, UV’ye direngliligi gibi bazi 6zellikleri nedeni ile
PHB Uretiminin iyi bir secenek oldugu bildirilmistir (10, 19, 37). PHB’nin dogaya
atildiginda tamamen yok olmasi ve gevre kirliligi olusturmamasi nedeniyle, PHB/V tipi
polimerlerden veya bunlarin baska polimerlerle karisimindan ozellikle gida ve
kozmetik sanayiinde siseleme malzemesi olarak yararlaniimaya baglanmistir. PHA'lar
cevre dostu fiziksel Ozelliklere sahip oluslarindan dolayi, endustriyel uygulamalar
acisindan c¢ekici olmalarinin yani sira, 0Ozel karakteristik 0Ozellikleri sayesinde
biyomedikal alanda kullanimi ¢ok fazladir (5, 38).

6.1. Ziraatta kullanim alanlan

PHB ve kopolimerleri bakteriler, funguslar ve algler gibi mikroorganizmalar tarafindan
belirli ¢evre sartlarinda tamamen karbondioksit ve enerjiye donusturulerek
parcalanabilmektedir. Pargcalanma igin gegen sire kalinlik ve ylzey 6zelliklerine bagh
olarak duzenlenebilir (5). PHB ve PHA, Ozellikle toprakta biyodegradasyon gerektiren
uygulamalara ¢ok uygundur. Cogunlukla bunlar bir aliminyum folyo gibi film seklinde
kaplamada kullaniimaktadir. Tohum kapsullendirimesinde, fide tasimaciliginda
muhafaza ve glbre ya da pestisitlerin kontrolli salinimi igin plastik kiliflar olarak
kullanilabilir (4).

6.2. Veterinerlikte Kullanim Alanlari

Veterinerlik hekimliginde ilaglarin salinimi icin biyolojik parcalanabilen bir matriks
olarak PHB’nin bir¢cok kullanim alani vardir. Polimer 6zellikle sigirlarin rumeninde ¢ok
iyi pargalanabilmektedir. Bu konuda c¢ok tipik bir 6rnek olarak bir yil boyunca
hayvanlarin kurtlanmasini onlemek igin antihelmitik ila¢ iceren PHB’nin buyuk
kapsulleri yapilmigtir (4).

6.3. Tipta Kullanim Alanlari

PHB ve kopolimerleri gesitli Grlnlerin yapisinda énemli bir potansiyele sahip olmakla
birlikte, biyolojik uygunlugundan dolayr son zamanlarda tip ve eczacilikta siklikla
kullaniimaya baslanmistir. Hayvan dokularinda toksik etki yapmadigindan, vicutta
absorbe edilen protez aletlerin ve cerrahi dikislerin yapiminda PHB’nin kullaniimasi
birgok bilim adaminin, bu alanda ¢aligsmalara agirlik vermesine neden olmustur. PHB
ve kopolimerleri, hayvan dokularina implante edildiginde onlarin biyolojik olarak
parcalanabildigi gortlmis ve PHA'larin kullanimina olan ilgi artmistir. Neticede
veterinerlikte ve insanlarin ilagla tedavisinde teropatik bilesiklerin kontrolli olarak
saliverilmesi icin PHA’lar kullanilmigtir (7). Polimerin uygulama alanlari onun
Ozelliklerine bagl olarak, dogrudan kullanilmasinin yaninda depolimerizasyon urunu
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olan D(-)-3-hidroksibUtirik asit monomerinin kullanimi da yaygindir. Ozellikle PHB’nin
parcalanma urtnu olan D(-)-3-hidroksibutirik asit bu alanda ¢ok 6nemlidir. CUnkl bu
tum yuksek organizmalarda bir ara metabolit bilesigidir; lipit metabolizmasinin Granu
olarak bulunur ve insan kaninin normal bir 6desidir (4). Belirli dokularda 6zellikle de
beyin ve kalp dokusu igin bir enerji kaynagi olarak rol oynar. Bu durum ilk olarak
Krebs tarafindan bulunmustur ve daha sonra bunun beyin gelisiminde rol alan
aminoasitlerin dncusu olarak fizyolojik bir role sahip oldugu saptanmistir. Ayrica D(-)-
3-hidroksibutirik asitin diyabetiklerin kan serumunda anormal konsantrasyonlarda var
olan keton yapilarindan biri olarak rol oynadigina dair birgok bilgiler de vardir.
Middlesex hastanesindeki ¢alismalar, D(-)-3-hidroksibutirik asidin damar igi veya
agizdan karbon saglanmasi igin kullanilabilecegini ve daha yaygin olarak kullanilan
glukoz yerine bazi klinik avantajlara sahip oldugunu gostermigtir. PHB’nin vucut
icinde biyolojik pargalanmasi yavastir. Cunku insan vicudu PHB depolimeraz enzimi
icermez. Bu Ozelliginden dolayr da PHB, cerrahi dikigler, protezler ve igneler gibi
cerrahi malzemelerin yapiminda kullaniimistir (4). PHB’nin hastanelerde cerrahi
swaplar, yara sargilari, cerrahi eldivenler icin de bir yaglayici madde olarak veya ince
toz formunda kullaniimasi uygun goérulmustir. Ameliyat sonrasi hastalarda unutulan
pamuk swaplar, ABD'de ve diger Ulkelerde bircok hukuk davalarin baginda geldigi
dUsundlirse bu avantaj oldukga 6nemlidir (4). Yuksek teknoloji ile PHB’nin gelecege
yonelik kullanim alanlarindan biri de uygun Ol¢ulerde su gegirmez bir tup formunda
dizenlenen ¢ok ince fibrillerden meydana gelen kan damari veya bir vaskuler asi gibi
kullaniimasidir. Bu asl, vicut iginde gelisen yeni dokular igin gegici bir yapi iskelesi
olarak rol alabilir ve sonugta dogal dokular tarafindan tamamen eski haline
getirilebilir. Bu, vicudun dogrudan tepkisini alan sentetik arterlerdeki blokaj ve pihti
olusum problemini tamamen yok edecektir (4).

PHB’nin bir diger énemli 6zelligi de onun pieizoelektrik polimer olmasidir. PHB ve
kopolimerleri poliviniliden florit polimeri gibi kesikli pieizoelektrisite gostermektedir.
Poliviniliden florit polimeri filmleri, kemigi elektriksel stimilasyon ile kuvvetlendirmekte
ve kemigi onarmaktadir. Dolayisiyla, bir kemik kirigini sabitleyen levhalar benzer
mekanik Ozelliklere sahip takviyeli bir PHB karisimindan yapilirsa, stimile edilen
kemik buyur ve geligir. Boyle bir kemik kirigindaki plaka biyolojik olarak pargalanabilir
ve vucut tarafindan resorbe edilebilir. Bu sure i¢cinde de kemik kaynar ve plakayi
uzaklastirmak igin ikinci bir ameliyata gerek kalmaz (4).

6.4. Ozel Uygulamalarda Kullanilmasi

PHB, oldukga aktiftir ve polimeri olusturan her bir hidroksibutirat ve hidroksivalerat
monomer unitesi kiral bir karbon atomuna sahip olup, bunlarin herbiri D(-)
konfigurasyonundadir. PHB solusyonlari ve PHB’den yapilan filmler, kendi icinden
gecen polarize 1s1gin konumunu gevirecektir. Bu optik izomerler bulunduklari ortamda
kiral merkezleriyle digerlerinden daha kuvvetli baglanma 6zelligine sahip oldugundan
kromatografide kullanilabilir. Polimerlerin hidrolizi ile elde edilen birgok ilag, sadece
bir kiral formda aktiftir ve bu materyal bdyle bilesiklerin organik sentezinde bir
cimento bloku olarak kullanilabilir. Tokyo Universitesinden Prof. Mori, HB
monomerinden, Hindistan misirindaki hasaratin bir seks hormonu, bir balarisi
hormonu, long-horned-beetle bir bécedin koruyucu substrati ve glizel koku olarak S-
citronellol gibi 6 kimyasal maddenin sentezini rapor etmistir (4). PHB ve kopolimerleri
paketleme filmleri ve tek kullanimlik malzemelerin yapiminda da kullaniimaktadir. Bu
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materyallerin  Ozellikleri  polietilen, polipropilen gibi bazi ticari plastiklere
benzediginden termoplastik materyallerdir. PHB filmleri, polipropilen filmleri kadar
guglidur, fakat PET (polyethylene terephthalate) kadar dayanikli degildir. Cam
takviyeli PHB kaliplari ise naylona olan benzerligine gore daha sert ve dayanikhdir

(4).

7. PHB Uretimi Uzerine Yapilan Mutasyon Calismalari

A. eutrophus’un PHA™ mutantlari ilk kez Schlegel ve grubunca, 1-nitroso-3-nitro-1-
methylguanidine mutageni ile elde edildigini bildiren Povolo ve ark. (34) 1994 yilinda
Tn5 transpozon mutagenezisi ile R. melilot’nin PHB™ mutantlarini elde etmislerdir.
Yaklasik 1000 koloni Uzerinde gaz-kromatografik inceleme sonunda elde edilen 4
mutantin atasal susa benzerlikleri kontrol edilmis, mutasyonun genetik
manipulasyonlarin bir sonucu olarak, genomda ortaya c¢iktigini tespit etmislerdir.
Mutantlarin mega plazmid saylr ve bulyuklUklerinin atasal susa benzedigini
saptamiglardir. B-ketotiolaz, PHB sintaz ve asetoasetil-CoA rediktaz enzim
aktivitelerine bakilmis ve tium mutantlarda sadece PHB sintaz enziminin inaktif
oldugu bulunmustur. Elektron mikroskop c¢alismasi ile PHB granllerine
rastlanmadigi desteklenmistir. PHB™ mutantlarin yoncada nodul olusturabildikleri ve
simbiyotik azot fiksasyonunun etkilenmedigi de gorulmustar. Arastirmacilar, PHB
iceriginde azalma olan Rhizobium hucrelerinin, enerji gereksinimlerini alternatif bir
depo materyalini kullanarak kargiladiklari hipotezini ileri sirmuslerdir. Diger taraftan,
Lodwig ve ark. (39), bazi Rhizobium mutantlarinda azot fiksasyon yeteneklerinde
artis olmasina ragmen, PHB ve glikojeni sentezleyemediklerini ve PHB-simbiyoz
iligkisinin hala aydinlatlamadigini  da bildirmiglerdir. PHA’T depolayamayan
mutantlarin mevcut olmasi, polimerin enzimolojisi ve fizyolojisinin anlasiimasi icin
onem tasimaktadir (9). PHB biriktiremeyen Rhizobium suslari ile yapilan denemeler,
simbiyotik azot fiksasyonunda polimerin rolinu agiklamaya yardimci olacaktir (5).

8. Melasin PHB Uretiminde Kullaniimasi

Melas, seker Uretiminin teknik ve ekonomik sartlar altinda suruplardan en fazla kristal
seker alindiktan sonra geriye kalan ana suruptur. Seker teknolojisinde islenen
pancara gore yaklasik %4-5 oraninda melas elde edilir. Melasta bulunan seker
sakkarozdur. indirgen seker olarak kamis melasinda %12-35 oraninda glukoz ve
fruktoz vardir. Trisakkarit olan rafinoz, pancar melasinda %2 konsantrasyona kadar
bulunabilir. Melasta bulunan seker digindaki organik maddelerin baslicalari; azotlu
maddeler, organik asitler, nisasta ve pentozanlar gibi kompleks karbohidratlardir.
Ayrica mumsu maddeler, steroller ve pigmentler de az miktarda bulunur. Melasta
bulunan azotlu maddeler aminoasitler, amidler ve diger basit azotlu maddelerdir.
Seker pancari melasinda baskin halde bulunan azotlu maddeler betain ve glutamik
asittir ve bu bilesikler melasin karakteristik koku ve lezzetinin blyuk bir kismini
olustururlar. Melasta bulunan azotun ancak %40-60 kadari mikroorganizmalar
tarafindan kullanilir, bu nedenle amonyum tuzlari, sivi amonyak veya Ure ortama
katillarak azot zenginlestirmesi yapilir (40, 41).

Asetik asit, butirik asit, formik asit ve propiyonik asit, melasta bulunan organik
asitlerdir. Melasta %4-11 arasinda inorganik bilesikler vardir. Bunlar potasyum,
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sodyum, demir, sullfat, magnezyum, Kkalsiyum, klorir ve fosfatlardir. Pancar
melasinda genellikle potasyum orani yuksektir. Melasta biyotin, pantotenik asit,
inositol, tiyamin, riboflavin, nikotinik asit, pridoksin ve kolin gibi B grubu vitaminler
vardir (42). Melasin endustriyel fermentasyonlarda ucuz ve kolay temin edilebilir
olmasi gibi avantajlari vardir ancak kompleks bir substrat oldugu igin bazi toksik
maddeler ve mineral maddeler de igerir. Bu maddelerin yliksek konsantrasyonlari da
inhibitor etki yapar (42).

Bilimsel literatirde melastan PHA/PHB Uretimine ait calisma sayisi olduk¢a azdir.
Ticari bir Urin olan melas, glukozdan daha ucuzdur ve maya fermantasyonunda
karbon kaynagi olarak siklikla kullaniimaktadir. Melas besi ortaminda A. eutrophus,
Azotobacter vinelandii ve rekombinant E. coli'nin PHA Uretimi de son yillarda
calisiimaya baslanmistir (18, 43, 44, 45).

Seker pancari melasi, Azotobacter vinelandii UWD susunda PHA Uretimi igin
besiortami olarak kullaniimis ve rafine edilmemis seker kaynaklarinin en iyisi oldugu
aciklanmistir (43, 44, 46). Bakteride, %10 melas konsantrasyonunda polimer uretimi
gerceklesmezken, ortama ekstra nutrientlerin ilavesi UWD susunun geligsimine uyarici
etki yapmis ve hiucrede PHA biriktigi gorulmustir. Bakteri %2 sukroz iceren %5
melasta 1 g/l PHA sentezlemigtir. Kdltur ortaminda ilk 10 saatte polimer Uretimi
olduk¢ca azken, 35 saat ve sonrasinda PHA miktarinda artis oldugu agiklanmistir.
Melasa oncu olarak valerat ilave edildiginde p-hidroksivalerat iceren kopolimerlerin
uretildigi de tespit edilmistir. Sonug¢ olarak PHA/PHB Uretimi Uzerine saf olmayan
seker kaynaklarinin arttirici bir etkisi oldugu sonucuna varilmigtir (43).

A. eutrophus DSM 545 susu, %3 glukoz, ¢ok sayida amonyum substratlari ve seker
pancari melasinda pH=7.0'de geligtirimis ve bakterideki PHB igerigi gaz
kromatografisi ile belirlenmistir. En iyi hlicre gelisimi ve PHB Uretimi amonyum sulfath
ortamda elde edilmigtir. Gelisme faktori olarak melasa amonyum sulfat ilave
edildiginde %0,3 melas konsantrasyonunda optimal PHB (%17-26) depolandigi
bildirilmistir (45).

Liu ve ark (18), rekombinant E. coli 'nin tek karbon kaynagi olarak melastaki PHB
uretim yetenegini arastirmiglardir. Arastiricilar, yuksek melas konsantrasyonlarinda
PHB Uretiminin arttigini aciklamiglardir. 35 saat sonra bakteri kuru agirhginin
%80’inin PHB oldugunu rapor etmislerdir. Glukoz yerine melas kullaniminin daha
ucuz ve ekonomik olacagi sonucuna varmislardir.

9. SONUC ve ONERILER

Ozellikle son yillarda diinya nifusunun hizla artti§i ve buna paralel olarak da yasam
sartlarina gore plastik kullanimlarinda artis goruldugu bir donemde, petrolden elde
edilen plastigin bir takim ekolojik problemler yarattigi géz 6nune alinirsa, ¢ok cesitli
mikroorganizmalar  tarafindan sentezlenen PHB’nin gevre sorununun
cozumlenmesinde onemli katki saglayacagi aciktir. Ancak, biyolojik plastikler, cevre
korunmasina karsi petrolden elde edilen plastiklere alternatif olarak kabul edilseler
de, genis bir uygulama alanina sahip petrol kokenli geleneksel plastiklerle
kargilastirildiginda maliyetinin yuksek oldugu bilinmektedir. Bu nedenle biyolojik
polimerlerle ilgili arastirmalar, farkli mikroorganizmalardaki PHB dretimi, farkh
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cevrelerden PHB ureten yeni mikroorganizmalarin izolasyonu, PHB Urettigi bilinen
mikroorganizmalarin ézelliklerinin iyilegtirilip UGretiminin arttinimasina ya da cgesitli ve
ekonomik karbon kaynaklarinda geligebilen mikroorganizmalarin seg¢imine yoneliktir.

Her gecgen gun artan plastik tuketimi, ozellikle yuksek miktarlarda geri donusumlu
plastik Uretiminin gerekli oldugunu ortaya koymustur. Bu gereksinim petroplastige
olan talebi de azaltacaktir. Nitekim, petrol fiyatlarinin hizli artisi ve diinyadaki petrol
rezervlerinin gittikge tukenmesi, plastik Gretimi icin yeni kaynaklar bulunmasinin
oldukga akillica olacagini gostermektedir. Boylece 21. yy ve sonrasinda
tukenebilecek kaynaklarin yerine bir yenisi konabilecektir. Hi¢ kugkusuz bakterilerden
uretilecek PHB’ler, petrokimyasal plastiklere kiyasla daha ucuz ve ekonomik
olacaktir.
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