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Bacillus Cinsi Bakteriler Tarafindan Biyoplastik Uretimi’

Nihal Ediz?, Yavuz Beyatl®

Giris

Plastikler, ekonomiklikleri, uygulama kolayliklari ve 06zelliklerinin her gecen gun
gelistiriimeleri nedeniyle kullanim alanlarini ve miktarlarini giderek arttirmaktadirlar.
Elektrikli ev aletlerinde, otomobil sektériinde, mutfak esyasi, park-bahce alanlarinda,
plastige dayall ingaat malzemesi, gida malzemesi ambalaji, kozmetik, temizlik
malzemesi, narenciye, tarim UrUnleri, tekstil, konfeksiyon ambalaji ve sadlik alaninda
plastige dayal ara¢ gere¢ kulanimi ile gunluk yasantimizin her alaninda plastik ile
karsilasiimaktadir. Plastiklere olan talebin artmasi atik plastik miktarinda da artisa yol
agmakta ve uzun sure (35-40 yil) gesitli kirlilikler olusturmaktadir. Plastiklerin dogada
parcalanmalari igin gegen omurlerinin yuksek olmasi ve yeniden kullanim oranlarinin
dusuklugu atik plastik miktarini hizla artirmaktadir (1).

Petrokimyasal kaynakli plastiklerin dogada uzun surede pargalanmadan kalmalariyla
meydana gelen c¢evre Kkirliliginin Onlenmesi amaciyla yapilan aragtirmalarda
mikroorganizmalarin karbon ve enerji kaynagi olarak kullanmak Uzere stres
kosullarinda depoladiklari lipid granullerinin plastik 6zellikte olmasi ve bu plastik
materyalin dogada mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasi mikroorganizmalar
kullanilarak plastik madde udretimini kapsayan bir sektérin gelismesine neden
olmustur. PHA (polihidroksialakanat) biyolojik olarak parcalanabilmesi acgisindan
dikkat ¢eken bir polimer olmustur. Bunlar arasinda en yaygin olani ve en iyi bilineni
PHB (poli-B-hidroksibutirattir) (2).

Ancak uretimde kullanilan besiyerinin maliyeti yapilan ¢alismalari sinirlayan bir faktor

olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Son vyillarda mikroorganizmalardan plastik Gretimi
Uzerine yapilan ¢alismalar ucuz hammadde kullanimi Gzerine yogunlagsmistir.

Bacillus Cinsi Hakkinda Genel Bilgiler

Bacillus cinsi bakteriler gubuk seklinde duz ya da duze yakin hicrelerdir. Cogu koti
sartlara direnclidir. Peritrik flagellali ve flagellalari hareketlidir. Aerobik ve fakultatif
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anaerobturlar. Endospor olustururlar. Vejetatif hicreler 0.5x1.2 ym ile 2.5x10 um
capindadir. Geneli beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptir. Bazi turlerinde sari,
pembe, portakal rengi ve siyah renklerde pigmentli kolonilere de rastlanir (3).

Bacillus 'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tlrleri bulunur. Cok yuksek sicaklik
derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C de ve pH 7 civarinda Urerler.
Butln tirleri Nutrient Agar, Tripticase Soy Agar, Brain Heart infusion ve Kanli Agar
gibi besiyerlerinde oldukga iyi Urerler. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve
alkol iceren, nitrojen kaynagi olarak da amonyum bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok
iyi geligirler (4).

Bacillus cinsi uygun olmayan sartlarda spor olusturma yetenegindedir. Olusturdugu
endospor ise; silindirik, oval, yuvarlak veya bobrek seklinde olabilir. Buna ilaveten
sporlar hucre igerisinde sentral ya da subterminal olarak yerlesebilir. Bacillus 'larin
hicre duvari, hicre ylzeyini tamamiyle orten ylzey katmani parakristalin olusturur.
Bacillus 'lar genellikle karbonhidrat kapsulu bulundururlar. Tipik habitatlar toprak
olmasina ragmen dodada genis olarak, sut ve sut Urlnlerinden, hava, su ve yiyecek
gibi bircok ortamdan elde edilirler (4).

Katalaz ve asit Uretirler ama gaz olusturmazlar. Bacillus 'larin baz turleri yiyecekler
icin 6nemli olabilirler. Bazi Bacillus 'larin proteolitik enzimleri peynir yapiminda
kullanilabilir. Bazi turleri de bocek patojenidir (5).

Bacillus 'larin birka¢ turd polipeptit sinifindan antibiyotik Uretir. Antibiyotiklerin
kiltdrlerde sporulasyon asamasinda olustugu bildirilmistir (3).

Turnbell and Kramer (1991) 'in yaptiklari bir arastirmaya goére Bacillus turlerinin
teshisi ve turler arasindaki farkhliklarin tespiti igin spor ve sporangiyum morfolojileri
temel alinarak 3 grupta toplandiriimistir (6, 7).

Bu cins icindeki bakterilerin gogu patojen degildir. iki adedi insan ve hayvanlarda
hastalik olusturan basillerdir. Bunlar da B. anthracis ve B. cereus 'tur.

Bacillaceae familyasi spor yapan bakterileri iginde toplayan tek familyadir. Bakteri
hicrelerinin devami olarak spor denilen form ortaya ¢ikmaktadir.

Bu bakterilerin yaglari ve proteinleri par¢calama yetenekleri ¢gok ylksektir. Bu nedenle
de basiller, surekli gurime ve bozulma ortaminda bulunurlar.

Bacillus 'larin onemi

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin uretimi gibi metabolik 6zellikleri
ile endustriyel 6neme sahip olmalari ve kolay Uretilebilmeleri sebebiyle, bakteriler
arasinda dikkat ¢ceken mikroorganizmalardandir (8, 9). Ayrica, sporlanma kabiliyetleri
ve metabolizmal faaliyetlerinin cesitliliginin, genis bir cevreye yayilmalarinda énemli
avantajlar sagladigi da belirtiimektedir (8).

Birgok biyoteknolojik ¢alismada kullanilan Bacillus 'lar, Urettikleri proteinler nedeniyle
ticari Gneme sahiptirler. Bacillus 'larin Urettigi endustriyel enzimlerden olan subtilisin,



selulaz ve amilazlar deterjan endustrisinde; noétral proteazlar st endustrisinde; farkl
amilaz ve pullulanazlar besin ve meyve suyu endustrisinde kullaniimaktadir.

Bazi Bacillus turleri ise proteolitik sakkarolitik ve lipolitik enzimleri nedeniyle besin
endustrisinde 6nem tasimaktadir (8).

Birgok Bacillus turinun sahip oldugu biyokontrol aktivitesi de ilag endustrisi i¢cin 6nem
tasimaktadir. Bazi Bacillus turleri bacitracin (B. licheniformis), polymyxin (B.
polymyxa), gramicidin (B. brevis), tyrocidine (B. brevis), subtilin (B. subtilis) ve
bacilycin (B. subtilis) gibi peptid antibiyotikler Gretmektedirler. Bunlarin yani sira siklik
lipoproteinlerden olan iturin (B. subtilis) birgok mantar ve mayanin neden oldugu
hastaliklarla mucadelede kullaniimaktadir. Zwittermicin (B. cereus) ve antibiotik (B.
cereus) tarafindan Uretilen antibiyotiklerin mantarlarin neden oldugu bazi bitki
hastaliklarinda etkili oldugu bilinmektedir (8).

Bacillus 'larin bir diger o6zelligi de gesitli boceklere karsi etkin bakteriyel kontrol ajani
olmalaridir. B. thuringiensis, B. larvae ve B. popilliae Lepidoptera larvalarina
patojenik etki gOsterirler (8).

Bacillus 'larin habitati

Bacillus 'lar, sporlari nedeniyle biyosferde birgcok farkli ¢gevreden izole edilebilirler (2,
8). Cinsin asil habitati, ¢cok ¢esitli topraklardir (10, 11, 12). Toprak mikroflorasinda yer
alan Bacillus 'lar besin maddeleri acgisindan zengin topraklarda bulunabildikleri gibi,
besince fakir topraklardan da izole edilebilirler. Ornegin, B. subtilis, B. licheniformis
ve B. cereus kompleks besin maddelerine ihtiyac duymazken, B. polymyxa ve B.
azotofixans gibi gelistirmek icin bitki rizosferine ihtiya¢ duyan tlrlerde bulunur (8, 13,
14).

Endospor yapan Bacillus turleri toprak, bitki rizosferi, gida ve bazi canlilarin bagirsak
sistemlerinden izole edilebilirler. Bunun yani sira, Mosquito, Lepidoptera, Diptera ve
Coleoptera boceklerinin larvalarindan da izole edilmistir (8, 11, 15, 16).

Birgok mikroorganizma gesidi gibi Bacillus 'lar icinde énemli bir habitat olan topraktaki
farkh ortam sartlari, mikroorganizma ¢esidinin de artmasina yol agar. Genel olarak iyi
havalanmig, nemli ve ylksek organik materyal igeren topraklari secgen
mikroorganizmalar, topragin ilk 10 cm'lik Ust kisminda yuUksek sayida bulunurlar.
Topraktaki populasyon yogunlugunun biiyiik bir kismini bakteriler (10°-10° bakteri/1
gr toprak) olusturur. Mantarlar, biyokutle olusumunda énemlidirler (17).

Bacillus turleri toprakta genis bir yayillima sahip olduklari gibi deniz ve tath sularda,
buralarin sedimentlerinde de bulunabilirler. Bazi Bacillus 'lar ise ekstrem sartlarda
blyuyebilme kapasitesindedirler ve Ure igeren, u¢ pH degeri olan, asitli veya yuksek
Isili ortamlardan izole edilebilirler (8).

Bacillus turlerinin gesitli besinlerde bulunduklari ve besin maddelerinin donisumu ve
bozulmalarinda rol oynadiklari bilinmektedir.



Bacillus 'larin metabolizmasi

Aerobik ya da fakultatif anaerobik olan Bacillus 'lar genelde Embden-Meyerhof
izyolunu kullanirlar. Bunun yanisira heterolaktik (fosfoketolaz) iz yolunu kullananlari
(B. subtilis) da vardir (18).

Terminal elektron alicilari genelde oksijendir, ancak bazi tirlerin elektron alicisi NO3
de olabilir, denitrifikasyon yapan turleri de (B. azotoformans, B. licheniformis) vardir.
Bazi turler (B. polmyxa, B. macerans) ise azotu fiske ederler. O,-CO,-H, veya O,-CO
ortamlarinda ototrofik yagsayan turlere (B. schlegelii) de rastlanabilir (8, 14). Aerobik
ortamlarda karbon kaynadi olarak organik asitleri (asetik asit, suksinik asit, laktik asit
veya piruvik asit) kullanarak heterotrofik olarak yagayabilirler. Kemoorganotrofiktirler.
Sadece bir tur fakultatif kemolitotroftur. Bazi tlrler aromatik veya hidroksi aromatik
bilesenleri metabolize edebilirler ve bu nedenle benzin gibi meddelerin bioremedias-
yonunda kullanilabilirler.

Genelde prototrof olduklari halde, oksotrof tlrlere de rastlanir. Bacillus 'lar cok cesitli
metabolik Ozelliklerinin yani sira, genis fizyolojik yetenekleri ile de psikrofilikten
termofilige; asidofilikten alkalifilie; halotoleranttan halofilige genis bir yelpazeye
sahiptir ve bu nedenle endustriyel uygulamalarda kullaniima potansiyelleri yuksektir
(8, 14).

Bazi Bacillus turlerinin (deoksi) nukleozidleri veya (deoksi) ribozlari karbon ve enerji
kaynagi olarak kullandigi da bildiriimektedir (19).

Bacillus 'larin genetik yapisi

Bacillus genetigi calismalarinda sikhkla kullanilan B. subtilis turi oldukga iyi
tanimlanmis olup, genom buyuklagunin 4,2 Mbp oldugu ve 4100 protein kodlama
geni icerdigi bildirilmistir (9).

Genel ve 0Ozel transduksiyon, plazmid DNA aktarimi, plazmid ve bakteriyofaj
vektorleri ile ilgili molekiler genetik arastirmalarda B. subtilis tirGnan yani sira, B.
brevis, B. cereus, B. coagulans gibi turlerde kullaniimaktadir (14).

Bacillus cinsi igindeki DNA baz kompozisyonunun dagilimi, cinsin genetik dagilimi
acisindan ilging sonuglar vermektedir. Dogal bir cinste en fazla % 10-15 araliginda
olmasi gereken % mol G+C orani Bacillus cinsi i¢cinde % 32-69 arasinda
degismektedir. Bu oranin ayni turdeki degisik suslarda % 40-50 arasinda olabildigi
bildirilmektedir. Bu bilgiler belki de cinsin yeni cinslere bolinebilecegini
gOstermektedir (8, 14).

Bacillus turlerinin, ge¢ logaritmik faz veya erken sabit fazda sekonder metabolit
olarak antibiyotik Uretme kapasitesinde oldugu bilinmektedir. Antibiyotik ve
antimikrobiyal madde Ureten Bacillus tirleri arasinda Bacillus subtilis, Bacillus
polymyxa, Bacillus brevis, Bacillus licheniformis, Bacillus circulans gibi turler
almaktadir. Bacillus cinsi zincir olusturan genis Gam pozitif gubuklari igerir, spor
olustururlar ve aeropturlar. Bu cinsin birgok Uyesi B. subtilis ve B. cereus gibi toprak,
su, hava ve vejetasyon Uzerinde yaygin saprofitik organizmalardir. Bazilari bocek



patojenidir. B. cereus gidalarda gelisir ve E. coli enterotoksinine yakin bir mekanizma
ile hastaliga neden olan bir enterotoksin Uretir. Boyle organizmalar insanda nadiren
hastalik retir (Ornegin menengitis, endokartitis, endofitalmitis, konjuktivitis veya akut
gastroenteritis). Bacillus anthracis en oOnemli patojendir. Bacillaceae familyasi
endospor olusturan bakterilerin farklihgini barindirmaktadir. Obligat aeroplardan tam
anaeroplara, gubuktan koka, psikrofillerden termofillere, alkalifillerden asidofillere
degisirler. Familya Bacillus ve Clostridium cinslerini kapsamaktadir. Bacillus cinsi
Bacillus subtilis (tip tur), Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus licheniformis,
Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Bacillus sphaericus ve Bacillus thuringiensis
gibi boyle cok iyi bilinen turler barindirdigi icin devam etmektedir. Bacillus sp. dogada
genis c¢apta yayilmaktadir. Cunkl bu mikroplardan sporlar zit sartlarda hep hayatta
kalirlar. Bacillus sp. laboratuvar kultirinde yaygin kontaminantlardir (37).

Bacillus Cinsinin Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) Uretimi
Poli- B-hidroksialkanat (PHA) ve poli- B-hidroksibiitirat'in (PHB) tarihgesi

Petrolden elde edilen sentetik polimerlerin (plastik) ¢ogu kullanimdan sonra
fonksiyonunu kaybetmekte ve “plastik atik” olarak terkedilmekte ve toprakta uzun
sure pargalanmadigindan gevre kirlenmesine neden olmaktadir. Bu nedenle, biyolojik
parcalanabilen polimerlerin (mikrobiyal termoplastik) tretimi énem kazanmistir.
Mikrobiyal plastigin hammaddesini poly-B-hydroxybutyrate (PHB) olusturmaktadir
(20).

PHB intraselliler depo materyali olup, birgok mikroorganizma tarafindan uygun
olmayan (reme kosullarinda sentezlenmektedir. Ornegin besiortaminda N, P, S, Mg
ve/veya O nin sinirlandiriimasi ile bu madde olusmaktadir. Sentezlenen PHB,
mikroorganizma i¢in karbon ve enerji kaynagidir. Cesitli bakteriler tarafindan
sentezlenen PHA nin hiicre i¢i depo polimeri granuller oldugu ve bakteri i¢in karbon
ve yuksek enerji kaynag! oldugu bildirilmistir (21). PHA olusumu glikojenin PHA ya
transformasyonu sonucu meydana gelir ve bu olusumun biyolojik mekanizmasinda
fazla fosfatin hucreden giderilmesinde 6nemlidir (22).

Poly-B-hidroksibutirat kimyasal 6zelligi acisindan polipropilene benzemekte olup,
degisik alanlarda kullanilabilece@i bazi arastiricilar tarafindan vurgulanmigstir (23, 24).
Bu maddenin enduUstriyel tretimi ilgi odagdi olmustur (25, 26).

Poly-3-hidroksialkanoat (PHA) nitrojen, fosfor, oksijen veya mikroelement yetersizligi
sentezlenen bakterial polyesterlerdir (20, 27). Azotobacter sp. PHB biyosentezler,
poli-3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat (PHBV), Azotobacter vinelandii UWD
mutanti ile Uretilir (28). PHB nin molekiiler agirhdi bu susta calisiimis ve 8.10° - 4.10°
Da arasinda bulunmustur. PHA nin molekuler agirligi tare baglidir. Polimerizasyon
derecesinin  duzeyi Dbakterial Uuretim sistemi ve fermentasyon fizyolojik
parametrelerinin secimini iceren faktorlerin sayisina ¢ok baghdir

PHB biyolojik olarak degrade olan polyesterdir ve polietilen ve polipropilen benzeri
petrokimyasal kaynakli plastikler i¢in temsilci gibi bu polimerlerin kullanimina olan ilgi
gelismektedir (25). Ticari uygulamalarin olanakhhd! icin Monsanto oldukg¢a genis
skalada Alcaligenes eutrophus H16 kullanilarak 3-hidroksibutirik asit ve 3- hidroksi



valerik asit P(3HB-co-3HV) nin her ikisini iceren kopolimer ve PHB yaygin olarak
uretilir (29). PHA 'lar ticari olarak cok ilgi gekmektedir. Clinku onlar dogal ve biyolojik
olarak parglanabilen termoplastik gibi kullanilabilecektir (25). Biyolojik olarak
parcalanabilen polimerlerin pazarlanmasi 2000 yih i¢in 1.5 milyon metrik ton
civarinda oldugu tahmin edilmistir. Problem tUum biyolojik olarak pargalanma
Ozelligindeki polimerler polietilen veya polipropilenden daha fazla pahalidir. Boyle
yeni mikroorganizmalar ile PHA nin etkili dretiminde dunya ¢apinda ilgi artmaktadir.
PHA nin ticari Uretimi Zeneca Bioproducts in Bilingham, UK da ile Uretilmektedir.
Alcaligenes eutrophus bakterisinden bu amagla yararlaniimaktadir (25). Uretimin
birinci agsamasinda bakteri glukozlu ortamda uretilip, biyomas artisi saglanir. ikinci
asamada glukozun varliginda ve N sinirlamasi ile polimer Uretimi gergeklestirilir. Bu
sekilde PHB nin Gretim maliyeti $550/tondur. A. eutrophus seker pancarinda bulunan
sukroz sekerini kullanmamaktadir. PHB nin hiperlretimi pancar melasi kullanilarak
mutant Azotobacter vinelandii UWD tarafindan gerceklestirilmistir (28). Bu hucrelerin
PHB igerigi cok ylksek olarak bildirilmistir.

Petrokimyasal kaynakli plastiklerle PHB nin Uretim gideri karsilastirildiginda, PHB nin
uretim maliyetinin ylksek oldugu gozlenmis ve bu durumda PHB nin uUretimi ve
ticaretini engellemektedir. Bu nedenle bunlarin daha disuk maliyetle endustriyel
uretimi icin proseslerin gelistiriimesi amaciyla ¢alismalar yapiimaktadir. Ekonomik
PHA Uretimini sinirlandiran faktorlerin biri seker substratinin maliyetidir (30): 3 ton
glukoz 1 ton PHB nin uretimi igin gereklidir. Bu nedenle ekonomik substratlar ve daha
kolay teknik islemler gereklidir. Melas ve peyniraltl suyu gibi tarimsal artik karbon
kaynaklari  fermentasyon igin  kullanilir.  Ayrica fermentasyon sartlarinin
optimizasyonu bir¢cok biyoprosesin uretim ve verimini olumlu yénde etkilemektedir
(31, 32).

Hucre ici depo granulu seklinde sentezlenen ve biriktirilen PHB, yapisinda kisa
zincirli B-hidroksi yag asitleri iceren, prokaryotlarin membranla g¢evrili hiicre igi depo
maddesi olup, tekrarlanan hidrofobik birimlerden olusan uzun bir polimerdir (33, 34).
Yan zincirinde bir metil grubu bulunan, optik¢ce aktif D(-)-3-hidroksi butirik asidin
makromolekuler bir polimeri olan PHB in genel formull (C4HeO2)n seklindedir (Sekil
1). (n) sayisi 35 000 gibi yuksek bir saylya ulasabildigi gdsterilmistir (35, 36).

[ -O-CH-CH2-C- ],

| I
CH3 O

Sekil 1. D(-)-3-hidroksi butirik asit polimerinin kimyasal yapisi

Mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilan PHB oksijen
konsantrasyonlarinin duzenlenmesinde, sporulasyon igin enerji saglanmasinda ve
redukleyici eklvalentler icin elektron havuzu olarak da goérev alir. Ayni zamanada
hicrede redoks duzenleyicidir (29, 36).

PHA'lar, bircok bakteri tarafindan fazla karbon kaynaginin oldugu diger besin
maddelerinin Ozellikle de azot kaynagdinin sinirlandiriidigi sartlar altinda karbon ve
enerji materyali olarak depolanir. Polimerin molekuler agirligi, mikroorganizma ve
bilylime sartlarina bagl olarak 2x10° ile 3x10° Dalton arasindadir. PHA depolayan
mikroorganizmalar, Sudan Black veya Nile Blue A boyalari ile kolayca identifiye



edilebilir. 300 den fazla Gram negatif ve Gram pozitif bakteri tirtinde farkhi PHA larin
(PHB, PHV, PHO, ..) depolandigi rapor edilmistir (37).

PHA 'larin bulunusu

ilk calismalarda PHA, bakteri hicrelerindeki kiigik yag damlaciklari olarak
tanimlanmigtir. Bakterilerdeki lipofilik granulleri gok dnceden tanimlamis olmalarina
ragmen ilk kez Lemoigne (1923) tarafindan bu partikilin kompozisyonu teshis
edilmigtir. Dogal PHB granulleri ilk kez Bacillus megaterium ve Azotobacter
beiyerinckii nin hicre ekstraktindan izole edilmistir (20).

PHB 'nin morfolojisi

Bakteri hucrelerinde PHB grandllerinin varhgi faz-kontrast veya elektron mikroskobu
kullanildiginda kolayca gozlenebilir (20). Yapilan ¢calismalarda PHB grandullerinin 100-
800 nm c¢apinda olup, 2-4 nm kalinhginda bir zarla ¢evrili oldugu bulunmustur
(40,42). Grantiller % 98 PHB ve % 2 protein icermektedir .

PHB duz lineer bir polimerdir. Zincir boyunca karbonil, oksijen ve metil gruplarinin
bulundugu alifatik poliesterlerdir. Kristal yapidaki PHB molekilleri sag el heliks
yapisindadir. PHB optik olarak aktif D(-)-3-hidroksiasitin makromolekuler bir
polimeridir.

PHB 'nin biyosentezi

Poli-B-hidroksi butirat (PHB), fazla karbon kaynaginin varliginda, bayume icin gerekli
azot kaynagi, oksijen ve esansiyel elementler (N, P, S, Mg, K, Fe vb.) gibi besleyici
maddelerin eksikliginde hucre iginde biriktiriimektedir (25, 31, 36). Ancak Rhizobium
etli (40) ve Azotobacter vinelandii UWD susu (39) gibi bazi bakterilerde
eksponansiyel gelisme devresinde de biriktirildigini rapor etmislerdir.

Yapilan arastirmalarda, buyume ve PHB biriktiimi arasinda yakin bir ilgi tespit
edilmistir. Buna gore, buyumenin eksponansiyel fazinda PHB biriktirimi artmakta, ge¢
eksponansiyel-erken durgun donemde ise maksimum duzeye ulagsmaktadir (35).
Blyume sirasinda bolunme olmayan hucrelerde de, PHB miktarinin ylksek oranda
arttigr bilinmektedir (41). Sporlu bakterilerde PHB birikiminin spor olugumundan
hemen o&nce oldugu ve sporulizasyonda enerji kaynagdir olarak kullanildigi
belirtiimektedir (42, 43).

Polimerin biyosentezi, monomerlerin olusumu ve birlestirimesi gibi, iki enzimatik
asama gerektirir. Uretim seviyesi, zincir uzunlugu ve olugan kopolimerlerin
kompozisyonu, bu enzimlerin performansina baghdir (17).

Prokaryot hucrelerde PHB In hucre igi sentezi i¢in baglangi¢ bilesigi, Asetil CoA dir.
Substrat ve Asetil CoA nin hicre i¢i konsantrasyonunun artisiyla olusan kosullar,
PHB sentezinde pozitif bir etkiye sahiptir. Bu ayni zamanda PHB sentezini oldukca
basitlestirmektedir. CUnkl enzimatik olarak katalizlenen reaksiyon, duzenleyici



mekanizmanin idaresi altindadir. PHB n biyosentezi, ¢ degisik enzim tarafindan
katalize edilen, U¢ enzim reaksiyonundan olugmaktadir (Sekil 2.) (34).

Asetil-CoA+Asetil-CoA
CoA — | PB-ketoacil CoA tiolaz
Asetoasetil CoA
NADP* «—NADPH | Asetoasetil CoA dehidrogenaz
R-3-Hidroksibutiril CoA
| PHB sentaz
PHB

Sekil 2. PHB Sentezi (41).

Hucrede PHB birikiminin artmasi icin, yuksek NAD(P)H, yuksek Asetil-CoA ve duguk
koenzim A olmasi gerekmektedir. Bu sartlarin olusumu, mikroorganizmalara gore
degismekle birlikte azot, potasyum, sulfur veya oksijenin sinirlandiriimasi gibi
baylumeyi sinirlandirici etkenlere baglidir (44).

PHB nin biyolojik parcalanabilirligi

Termobiyoplastik maddenin toprakta mikroorganizma ile su ve karbondiokside
parcalandigi bildirilmigtir. Par¢calanma suresinin iki aya veya iki yila kadar bazi katki
maddeleri ile kontrol edilebilir (45). PHB 'in aerobik ortamdaki pargalanma UrUnleri
karbondioksit ve su; anaerobik ortamda parcalanma urinu ise karbondioksit ve
metan gazidir (46).

Sedimen nehir agzindan izole edilen anaerobik, comak ve spor olusturmayan gubuk
seklinde bir bakterinin PHB yi pargalama yetenegini arastiran arastirmacilar,
bakterinin, PHB vyi hidroliz ederek 3-hidroksibutirat olusturdugu, olusan maddenin de
asetat, bitirat ve hidrojene donustugu aciklanmistir. Arastiricilar, bakterinin ekstra
depolimeraz enzimi ile PHB vyi hidrolize ettigini ve PHB nin bakteri hicresine
baglanmadigini, anaerobik bakterilerin PHB vyi anaerobik kosullarda hidrolize
edebilecegini tespit etmislerdir (47).

PHB dogada mikroorganizmalar tarafindan pargalanabilen bir plastik oldugundan ilgi
gormektedir (48, 49)

PHB In pargalanma suresi birka¢g aydan (anaerobik), birka¢ yila (denizsuyu) kadar,
katki maddesi ile ayarlanabilir. Pargcalanmada azot oksidi olusmamasi, c¢evre
korunmasi agisindan énemlidir. Pargalanan biyoplastik, bitkilerin gelismesini olumlu
yonde etkilemektedir (36). Polimerin pargalanmasinda, bakteri, mantar ve yuksek
organizmalar biyolojik faktorler olarak; hidroliz ve oksidasyon kimyasal faktorler
olarak; glnes 1sig1, 1slanma ve mekanik asinma ise fiziksel faktorler olarak etki
etmektedir (36). PHB ve kopolimerleri bakteriler, funguslar ve algler gibi
mikroorganizmalar tarafindan belirli ¢evre sartlarinda, kisa bir peryot igerisinde
tamamen CO, ve enerjiye donusturulerek parcalanabilmektedir. Tamamen
parcalanma igin gereken zaman ve biyoparcalanma oraninin, kalinhk, yuzey
Ozellikleri, 1s1 ve ¢cevredeki mikrobiyal populasyon gibi etkenlere bagl olarak degistigi
bildirilmistir .



Bazi arastiricilar, topraktaki P(HB-HV) biyoparcalanirlik ylizdesinin topragin cesidi ve
icerdigi su miktarina bagh olarak degistigini bildirmiglerdir (48). PHB n bakteriler
tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilmesi icin depolimerize edilmesi
gereklidir . Depolimerizasyon sonucunda olusan 3-hidroksibatirik asitin, birgok
organizma tarafindan kullanilabilecegi bildiriimistir (Sekil 3.).

| PHB depolimeraz
D(-)-3-hidroksibutirat
| D(-)-3-hidroksibutirat dehidrogenaz
Asetoasetat
| Asetoasetil CoA sentaz
Asetoasetil CoA————————— D(-)-3-hidroksibtiril CoA
11 B-Ketotiolaz
Asetil CoA

PHB sentaz

—_—— = — —

Sekil 3. PHB n pargalanmasi ve sentezi (41).

PHB 'nin tespiti

Mikroorganizma uygun substratlarda Uretilir, santrifij veya filtrasyonla biyomas elde
edilir, kurutulur ve ekstraksiyon (aseton, kloroform, hegzan) islemleri ile PHB elde
edilir. Elde edilen PHB sulfurik asitle krotonik aside donusturalir ve 235 nm dalga
boyunda UV spektrofotometrede absorbans okunur . Uretilen PHB asidik yontemle
hidrolize edildikten sonra, HPLC de fraksiyonlarina ayrimlari saglanabilir (51). Ayrica,
gaz kromotografisi ydontemi de PHB nin analizinde kullanilabilecegi bildirilmistir (44).

PHB n hlcrede teshis ve konsantrasyonunun belirlenmesinde 1H NMR ve Gaz
Kromotografisi analizi ve FTIR Spektroskopisi yontemi de kullanilabilmektedir (52).
Canli bakteri hiicresinde PHB depo granillerinin tespitinde kullanilan metodlardan
biri de lipofilik boyalarla boyamadir. Bu amagla Nile Blue A, Sudan Black B ve Sudan
[l gibi bazi florosan boyalar kullanilabilir (53).

PHB 'nin yenilenebilme ozelligi

PHB In biyolojik yapisi ve biyolojik yikima ugramasi kadar onemli olan, onun
yenilenebilen kaynaklara dayali Uretilebilmesi gercedidir. Birgok mikroorganizma,
dogal bir materyal olan bu polyesteri pargalama yetenegindedirler ve polimer geri
donustarulebilir bir biyopargalanma gosterir (36).

PHB 'In fermentatif Gretimi, karbonhidrat ve yag asitleri gibi tarimsal Grtnlerin karbon
ve enerji kaynagi olarak kullanilabilmelerine baghdir. Bu, tarimsal kaynakli
karbondioksit ve sudan meydana gelmektedir ve bunlarin biyoparcalanabilir PHB 'a
cevriminden sonra, yikim Urunleri yine karbondioksit ve sudur (40). Biyoplastiklerin
yeniden olusum devresi, sentez-pargalanma-sentez olarak gosterilmistir. Bu devrede
tabiatta gerceklesebileceginden gevre korunmasi agisindan énemlidir (54).



Mikroorganizmalarda PHB liretimi

GuUnumuzde PHB depo eden 300 den fazla Gram negatif ve Gram pozitif bakteri
tespit edilmistir. Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii 'nin mutant suglari ve diger
bircok bakterinin PHB 'yi depoladigi bilinmektedir. Polimerin endustriyel Uretimi,
uygun mikroorganizmanin seg¢imine, segilen bakterinin gelisim orani, polimer sentezi,
depolamadaki maksimum oran ve ekonomik olmayan karbon kaynaklarinin segimi
gibi bircok faktore baghdir (41).

Alcaligenes eutrophus, endustriyel PHB Uretiminde en fazla kullanilan bakteri olup,
hicre icinde yliksek miktarda PHB depoladidi (htucre kuru agirliginin % 80 'i) tespit
edilmistir. ingilterede (Imperial Chemical Industries), A. eutrophus un endistriyel
biyoplastik tretiminde kullanildigi bildirilmistir (23).

A. eutrophus susunun PHB biyosentez geninin E. coli 'ye klonlandigi ve alici
bakteride gen ekspresyonunun gerceklestigi bazi arastiricilar tarafindan bildirilmistir
(31, 52).

Avustralya da Biyoteknoloji Arastirma Unitesinde parcalanabilen biyoplastik Uretimi
ile ilgili teknik yontemler gelistirilmistir. Uretimde Alcaligenes latus 'un mutant tipleri
kullanilmistir. Adi gegen bakterinin normal kosullarda uretildiginde hucre i¢ci PHB
depoladigi bildirilirken, bakteri pancar gsekeri besi ortamindaki uretildiginde PHB
miktarinin hidcre kuru agirliginin % 80'den fazla oldugu ve PHB ekstraksiyonundan
sonra uygulanan ¢okertme de PHB in safliginin % 99'dan fazla oldugu acgiklanmistir
(38).

A. latus bakterisinin kopolimer (R) -3-hidroksibutirat ve 4-hidroksibutirat dretimleri de
incelenmigtir. Bakteri % 1 sakkaroz ve % 0,02 gammabutirolakton besi ortaminda 30
°C de 2 gun Uretilmistir. Sakkarozun 3HB ye donustugund ve bu maddenin bakteri
hicre kuru agirhginin % 58 kadari oldugunu ve (4HB) kopolimerin gammabutiro-
laktondan meydana geldigini, bu madde ile toplam polimerin % 60 a yUkseldiginin
bildirmiglerdir. Ayni arastiricilar, bakteri yalniz butirolakton substratlarda uretildiginde,
bakterinin Uremedigi ve polimerin olusmadigini bildirirken, 2 maddeyi iceren
besiortamina fruktoz sekeri ilave edildiginde, bakteri Uremesini sitimiule ettigi tespit
edilmigtir (55).

Azotobacter vinelandii UWD mutant susunun, eksponansiyel gelisme fazinda hucre
kuru agirhginin % 75 i PHB dir (82). Seker pancari melasinda, yuksek miktarda PHB
depo edildigi de gosterilmigtir.

Brandl et al. (1988), Pseudomonas oleovorans bakterisinin htcre kuru agiriginin %
49'u kadar polimer Urettigini rapor etmiglerdir (56).

Metilotrofik bir bakteri olan Pseudomonas extorquens in PHB Uretim yetenegi degisik
karbon kaynaklari iceren substratlarda arastiriimistir. Bakterinin en yuksek PHB
uretimi % 0.5 metanol iceren substratla hicre kuru agirhdinda % 27 olarak
saptanmigtir (57) .
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PHB ureten mikroorganizmalar

PHB ozellikle Alcaligenes sp., Azotobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp. ve
cesitli toprak mikroorganizmalari tarafindan olugturulmaktadir (39).

Yapilan c¢alismalarda, Alcaligenes eutrophus bakterisinin fruktozu karbon kaynagi
olarak kullanarak hicre kuru agiriginin % 80 ininden fazlasini PHB olarak
biriktirilebildigi (36) ve Alcaligenes eutrophus un glikozu kullanabilen mutantlarinin da
PHB Uretiminde kullanilabilecegi bildiriimektedir.

Beaulieu ve arkadaslari (1995), Alcaligenes DSM 545 susunda % 3 glukoz ve farkli
amonyum kaynaklari ile seker kamigi melasinda PHB verimini arastirdiklar
c¢alismalarinda, en iyi buyime ve PHB Uretiminin amonyum sulfat iceren besiyerinde
oldugunu bildirmiglerdir (60). Arastirmada bakteri tarafindan metabolize edilemeyen
melas, karbon kaynagi olarak degil, sadece buylime aktivatori olarak kullaniimistir.
Optimal buyume ve PHB uretiminin % 0,3 melas oraninda saglandigi rapor edilmistir.
Calismada ulasilan en ylksek PHB verimi ise % 26 olarak tespit edilmistir.

Nisasta gibi ucuz substratlardan PHB Uretiminin arastirildiyi bir ¢alismada
Azotobacter chrococcum kullanilmig ve farkh oksijen konsantrasyonlari altindaki PHB
verimleri aragtirilmigtir. Oksijen sinirlamasinin PHB verimini arttirdigini ve PHB
veriminin % 20 den % 46 ya ulastigi bildirilmigtir (59).

Metilotrofik organizmalardan olan bazi Pseudomonas larin da PHB Uretimi
arastirlmis ve bakterilerinde yuksek PHB verimi gozlenmigtir. Ps. oleovorans, Ps.
aeroginosa, Ps. putida, Ps. fluorescens ve Ps. testotereni, n-alkoller ve n-alkanoik
asitler kullanilarak PHB uretimi gozlenmistir (20, 23).

Fakultatif metilotrof Pseudomonas sp. 135 susu Uzerinde yapilan bir galismada
metanol varliginda NH,4 Gn sinirl tutuldugu ortamda % 55, Mg*? eksikliginde % 42,5
ve PO* eksikliginde ise % 34,5 oraninda PHB verimi saglandi§i tespit edilmistir (60).

Manna ve arkadaslari (1999), topraktan izole ettikleri 55 adet toprak Streptomycetes
Uzerinde yaptiklarn galismada, Streptomyces griseorubiginosus olarak tanimlanan
izolatin, % 2 glukoz varhginda durgun fazda bakterinin hiucre kuru agirliginin % 9,5i
kadar PHB Urettigini tespit etmislerdir (61).

Ugur ve arkadaslari (2002), 27 adet Streptomyces izolatinin % 80 inin PHB 1 % 0,3-
7,6 oraninda sentezledigini tespit etmislerdir (62).

Ayrica bazi mezofilik ve termofilik laktik asit bakterilerinin PHB dretiminin % 0,52-
25,55 oranlari arasinda oldugu tespit edilmigtir (63).

Rekombinant E. coli

Maksimum polimer Uretimi i¢cin rekombinant organizmalarin olusturulmasi, 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
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uretim icin, yuksek kopya sayil stabil plazmidlere gereksinim duyuldugu gibi test
edilen farkli suslar arasinda uygun bir E. coli susunun da sec¢iminin énemli oldugu
bildirilmistir (36, 41).

Ralstonia eutropha, onemli bir PHB dUreticisi olmasina ragmen, bakterinin
besiortaminda yavas gelismesi, kolay lize olmasi ve genetik yonden tam olarak
karakterize edilmemesi gibi problemler, PHB nin ticari gelisimini engellemektedir (36).

PHB nin dretimindeki bu tur engeller, rekombinant sistemlerle asiimaya
cahsiimaktadir. Bu tur galismalar icin PHB yi dogal olarak sentezleyemeyen E.coli
suslari kullaniimaktadir (41).

E.coli de ilk kez PHB genleri eksprese olmasina ragmen, birgok arastirici PHB
diginda PHB-co-PHV gibi diger kopolimerlerde sentezlediklerini agiklamiglardir (20).

Rekombinant E.coli de depo edilen PHB, fermentasyon sonunda hicre kuru
agirhginin %80-90 Ini olusturmaktadir (36).

Peyniralti suyu gibi ucuz substratlardan PHB uretiminin, bir rekombinant E. coli susu
kullanilarak arastirildigi bir calismada farkl oksijen konsantrasyonlari altindaki PHB
verimleri arastinimistir. Oksijen sinirlamasinin PHB verimini arttirdigi tespit edilen
arastirmada, yuzde PHB verimi % 80 e varmistir. Arastirmacilar, rekombinant
biyosentez E. coli de PHB biyosentez ve oksijen sinirlandiriima surelerinin PHB
verimi igin onemli oldugunu belirtmiglerdir (59).

Klinke ve arkadaslar (1999) da seker veya melas gibi ucuz karbon kaynaklarindan,
rekombinant E. coli yardimiyla PHA Uretimi igin alternatif stratejiler yapilabilecegini ve
E. coli nin kisa surede ureme, PHA n kolayca saflasgtirilabilmesi, polimeri pargalayici
enzim sisteminin yoklugu nedeniyle dikkat ¢ektigini agiklamislardir (64).

Ahn ve arkadaslarinin (2000), Alcaligenes latus PHA biyosentez genlerini
kopyaladiklari E.coli CGSC 4501 susunun, peynir alti suyundan urettigi PHB
miktarini tespit ettikleri calismalarinda, ytizde PHB veriminin yaklasik % 60 civarinda
oldugunu tespit etmiglerdir (32).

Bitkiler birer PHB Ureticisi olmamalarina kargin, PHB genlerinin tasiyicisi
olabildiklerinden, PHB Uretebildikleri ve bu nedenle, transgenik bitkilerin gok miktarda
ve ucuz PHB duretimi igin potansiyel organizmalar oldugu bildirilmigtir (34, 64).
Yapilan calismalarda bunlardan, kuru agirliklarinin % 20-40 arasinda PHB elde
edildigi bildirilmistir (64).

Bacillus cinsinde PHB liretimi

Cesitli arastiricilar, biyoplastik Uretiminde Bacillus biyopolimerlerinin potansiyel
gelecek uygulamalar icin kullanilabilece@ini bildirmektedirler (55, 65). Lemoigne
(1927), 1920 li yillarda, topraktan izole edilen Bacillus megaterium bakterisinde
bilinmeyen bir materyalin pargalanmasi sonucu 3-hidroksi butirikaside rastlamis ve
bunu rezerv maddesi olan poli-3-hidroksibutirat homopolyesteri olarak tanimlamigtir
(44). Sonraki 30 yilda PHB polimerine olan ilgi giderek artmis ve 1958 yilinda Macrae
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ve Wilkinson (1958 ), Bacillus hicresinde PHB sentezi ve pargalanmasini saglayan
hicre ici sartlari ve mekanizmasini arastirmiglardir (66). PHB biyosentez genlerinin
kromozomda veya plazmid DNA da kodlu olduklari bildirilmistir.

Savenkova ve arkadaslari (2000) tarafindan vyapilan bir calismada, toprak
mikroorganizmalarin PHB i parcalayan baslica mikroorganizmalar tespit edilmistir. Bu
mikroorganizmalar arasinda en onemli bakteri cinsleri Pseudomonas, Azotobacter,
Bacillus ve Streptomycetes ile funguslar arasinda ise Penicillium, Cephalosporium,
Paegilomyces ve Trichoderma oldugunu bildirmislerdir (67). Ekonomik biyoplastik
uretimi icin ucuz substratlar olarak melas, arpa, soya gibi atik sular ve peynir alti
sulari kullaniimaktadir (32). Yapilan bir arastirmada; Bacillus cinsi bakterilerin melas
da hizl geligerek, PHB Urettikleri anlagiimigtir ( 68).

Azotobacter beijerinkii bakterisinin kasein pepton, maya 6zutu, kasamino asit ve Ure
gibi azot kaynaklari ile birlikte glukoz veya siUkroz gibi karbon kaynaklarinin kombine
edildigi besiyerlerindeki PHB udretiminin % 50 oldugu bulunmustur (69). Diger bir
calismada ise Pseudomonas extorquens DMS 1337 Un % 22,98 oraninda ve
Azotobacter chrococcum (TEM) in % 12,10 oraninda pancar igeren besiyerindeki
PHB Uretimleri belirlenmistir (70).

Bagka bir calismada ise A. eutrophus DSM 545 susunun % 3 glukoz ve farkh
amonyum kaynaklari ile seker kamisi melasindaki PHB uretimine bakiimis ve en iyi
PHB Urtimini amonyum sulfat iceren besiyerinde oldugu goézlenmistir (58).

Macrae ve Wilkinson (1958), B. megaterium un Ozellikle glukozun azota olan
oraninin yuksek olmasi durumunda PHB n, hizh bir sekilde sentezlendigini ve
ortamda karbon ve enerji kaynagi azaldiginda hizla pargalandigini tespit etmislerdir.
Arastirmacilar, PHB In sentez agsamasinda asetat ve Koenzim A kompleksi varligina
bagli oldugunu da bildirmislerdir (66).

Daha sonralari yapilan arastirmalarda, Bacillus ‘lann melas gibi ucuz substratlarda
hizli bir sekilde gelistigi, yuksek sicaklik ve osmotik basinca dayanikli olduklari ancak
hicre duvari yapilarinin kalin olusu nedeniyle PHB ekstraksiyonun kolay olmadigi
bildirilmigtir. Yine de avantajli Ozelliklerinden yararlanilarak ve endustriyel PHB
uretimini gerceklestirmek amaciyla uygun suslarin tespiti arastirmalari devam
etmaktedir .

Bacillus turlerinde PHB sporulasyon igin enerji rezervi olarak iglev gostermektedir.
Ornegin, B. cereus da spor olusumundan hemen énce PHB birikiminin maksimum
oranda oldugu ve Dbakterinin sporulasyon doneminde PHB n kullanildig
bildiriimektedir (42).

Benoit ve arkadaslari (1990), B. thuringiensis Uzerinde yaptiklari ¢galismada, durgun
fazdaki sporulasyon sirasinda PHB In tlketiimeye basladigini ve PHB In spor
sekillenmesi sirasinda enerji kaynagi olarak kullanildigini bildirmiglerdir (43).

Kato ve arkadaslari (1992), yaptiklari calismada, B. megaterium da 3-hidroksibatirik
asit trimer yapilarinin ge¢ eksponansiyel fazda biriktirildigini bildirmiglerdir (71).
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B. megaterium 11561 susunda gelisimin lag fazinda PHA yikimi, eksponansiyel
fazda ise sentezin arttigi, ge¢ eksponansiyel-erken durgun donemde ise PHA
birikiminin maksimum dizeye ulasti§gi ve bu oranin durgun fazin devami boyunca
gittikce azaldig bildirilmistir (35). Arastirmalarda, bazi Bacillus suglarinin PHB | hiicre
kuru agirliklarinin % 50 sinden fazla biriktirebildigi bildiriimektedir (55, 72, 73).

Chen ve arkadaslari (1991), zenginlestiriimis besiyerinde gelistirilen Bacillus
bakterilerinde hucre kuru agirlklarina goére % 5-20 arasinda PHB biriktirebildigi
bildirmektedirler (72).

Bacillus 'lar genel olarak 0,2-0,5 ym c¢apinda olan inklizyon cisimciklerinin dis
membraninin 2 nm oldugu ve cisimciklerin % 97 sinin PHA, % 1,87 sinin protein ve %
0,46 sinin ise lipid icerdigi gdsterilmistir (35), Dunlop ve Robards (1973) ise, B.
cereus ile yaptiklari galisma sonucunda 240-720 nm buydkligunde olan PHB
grandllerinin i¢ kisimda 140-270 nm ¢apinda bir ¢cekirdek ve onu saran bir kilif ve en
ust kisimda ise bir zarla gevrili oldugunu belirtmiglerdir (80).

PHB 'nin Kullanim Alanlari

PHB In biyolojik parcalanabilirligi, biyolojik uyum vyetenegi ve toksik olmayisi
sayesinde endustriyel uygulamalarda kolayca kullanilabilecegi bildiriimektedir (27).
Kolay sekil alma ve pargalanabilme 6zelliklikleri nedeniyle PHB, daha ¢ok paketleme
malzemesi olarak kullaniimaktadir (36). Ancak biyouyum yeteneklerinin de olmasi,
implantasyon maddesi olarak kullanimini da her gegen gun arttirmaktadir (81).

Biyobozunur plastiklerin paketleme, gida, tip, eczacilik ve tarimdaki kullanim alanlari
asagida siralanmistir (41);

-Paket filmleri, posetler, torbalar, gida korunmasinda kullaniimak Uzere tepsiler ve
cesitli kaplar,

-Sampuan ve mesrubat siseleri, karton sut kutularinin i¢ yizey kaplamalari,

—ilag, tablet, insektisit, herbisit ve gubrenin uzun sirede, belli hizda saliveriimesi
igin biyopargalanir tastyicilar,

-Bir defa kullanilan tirag bigagi, c¢atal, bigak, tabak gibi mutfak kaplari ve bebek
bezleri,

-Cerrahi pens, eldiven, onluk ve maske,

-Kemik degistiriimesi ve Cerrahi plakalar,

-Pansuman sargisi,

-Kan damari degistiriimesi,

-Bitki sulama borulari, bitki yapraklarinin kaplanmasi,

-Kemik buyutilmesi ve tedavisi,

-Kiral bilesenler Uretimi igin baslatici materyaller,

-Taze balik, peynir, et ve et Grunleri, kurutulmus Urlnler, orta nemli gidalar, yagl
tohumlar, kurutulmus pastacilik Uranleri, cipsler, sekerlemeler gibi gidalarda nem ve
oksijene kargi koruma veya parlaklik saglama, aroma kaybini énleme amaciyla
kullanim,

-Bazi kimyasal maddelerin eldesi.
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PHB 'nin Ucuz Uretimi

PHB Uretiminin ticari Uretimini ve pazarlanmasini sinirlandiran baglica faktorlerden
biri Gretimde kullanilan karbon substratinin 6zellikle de seker substratinin fiyatidir.
Polimer dretiminin her bir tonu i¢in 3 ton glukoz kullaniimasi gerektigi bildiriimektedir
(21). Maliyet fiyatini disirmek amaciyla rekombinant tirler Gzerinde calisiimasinin
yani sira, farkli ve ucuz karbon kaynaklari kullanarak yiksek PHB Ureten suslarin
tespiti Uzerinde de calisiimaktadir (82).

Ekonomik biyoplastik Uretimi igin melas (21, 28, 68, 83), ksiloz, arpa ve soya atik
sulari (84) ve peynir alti suyunun (32) kullaniimasi arastiriimaktadir. Ozellikle melas,
bakteriler icin karbon kaynagi olmasinin yani sira, igerdigi vitaminler ve mineraller ile
buyume faktoru kaynagi olarak da kullaniimaktadir (58). Ucuz karbon kaynaklari ve
hatta peyniraltt suyu gibi atiklardan PHB Uretimi yapilarak verimin arttiriimasi
amaclanmaktadir. Ahn ve arkadaslari (2000), rekombinant E. coli kullanarak peynir
alti suyundan yiksek PHB verimi alindigini bildirmiglerdir (32). Kim (2000) ise
¢alismasinda, rekombinant E.coli yi peynir alti suyunda gelistirmis ve %20 oraninda
PHB verimi; Azotobacter chrococcum u ise nigasta igceren besi ortaminda geligtirerek,
oksijeni sinirlandirimig sartlar altinda %46 oraninda PHB verimi elde etmigtir (59).

Melas

Seker endustrisinin bir yan Uranld olan melas, kristalize sekerin eldesinden sonra
seker imali ve rafinesinin son Urunu olarak da tanimlanabilir. Dunyadaki melas
uretiminin % 75 i seker kamisindan (Saccharum officinarum), geri kalaninin en blyuk
kismi ise seker pancarindan (Beta vulgaris) elde edilmektedir. Duinyadaki melas
aretimi 1990 I vyillarin sonunda 46 milyon ton oldugu bildiriimektedir. Seker
teknolojisinde islenen pancara gore yaklasik % 4-5 oraninda melas elde edilir.
Melasin bilesimi bitki tariine, mevsim ve toprak sartlarina, hasata, seker rafinasyon
islemlerine ve melas depolama kosullarina bash olarak degismektedir. Dinya melas
uretiminin yaklasik Ugte biri seker Uretiminden gelmektedir. 100 ton seker kamisinin
islenmesi sonucu 3-4 ton; 100 ton seker pancarinin islenmesinden ise 4-6 ton melas
elde edilmektedir (17).

Melasin esas igeridi, glukoz ve fruktoz monosakkaritlerinin bir araya gelmesiyle
olusan sukroz disakkaritidir. Burrows (1970), seker pancari melasinin yogun miktarda
sukrozun yani sira, rafinoz sekeri de bulundurdugunu, bunlarin yani sira birgok
mineral ve vitamin icerdigini de bildirmistir (85). 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 baslicalar;; 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 buyuk bir kismini olugtururlar. Melasta bulunan
azotun ancak %40-60 kadari mikroorganizmalar tarafindan kullanilir, bu nedenle
amonyum tuzlari, sivi amonyak veya ure ortama katillarak azot zenginlestirmesi
yapilir (86,87).
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Asetik asit, butirik asit, formik asit ve propiyonik asit, melasta bulunan organik
asitlerdir. Melasta % 4-11 arasinda inorganik bilesikler vardir. Bunlar potasyum,
sodyum, demir, sullfat, magnezyum, kalsiyum, 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 (85).

Melasin endustriyel fermentasyonlarda ucuz ve kolay temin edilebilir olmasi gibi
avantajlari vardir ancak kompleks bir substrat oldugu ic¢in bazi toksik maddeler ve
mineral maddeler de icerir. Bu maddelerin yuksek konsantrasyonlari da inhibitor etki
yapar (85).

Melasin Bilegimi

Pancar melasinin ortalama bilesenleri, kuru madde- %78-85; Toplam Seker-%48-58;
Sakaroz- %51; Glukoz--; Fruktoz--; Rafinoz-%>1; Toplam Azot-%0-2,8; a-Amino
azot-%0,36; Fosfor, P»05-%0,02-0,07; Kalsiyum, CaO- %0,15-0,7; Magnezyum,
MgO- %0,01-0,1; Potasyum, K;O- %2,2-5,0; Cinko, Zn-30-50 ug/g ; Toplam Karbon,
C-%28-34; Toplam inorganik madde-%4-11; Kukurt, SO3-%0,3-0,4; Biyotin-0,01-0,13
ug/g; Kalsiyum pantotenat-40-100 pg/g; inositol-5000-8000 pg/g; Tiamin-1-4 ug/g;
Pridoksin-2,3-5,6 ug/g; Riboflavin-0-0,75 pg/g; Nikotinamid-37-51 pg/g; Folik asit-
0,21 ug/g (83).

Melasin PHB uretiminde kullanilmasi

Ticari bir drin olan melas, glukozdan daha ucuzdur ve maya fermentasyonunda
karbon kaynagi olarak siklikla kullaniimaktadir. Melas besi ortaminda A. eutrophus,
Azotobacter vinelandii ve rekombinant E.coli nin PHA Uretimi de son yillarda
calisilmaya baslanmistir (21, 28, 31, 58).

Seker pancari melasi, Azotobacter vinelandii UWD susunda PHA Uretimi igin
besiortami olarak kullaniimis ve rafine edilmemis seker kaynaklarinin en iyisi oldugu
aciklanmistir (21, 28). Bakteride % 10 melas konsantrasyonunda polimer Uretimi
gergceklesmezken, ortama ekstra nutrientlerin ilavesi UWD sugsunun gelisimine uyarici
etki yapmis ve hucrede PHA biriktirdigi goralmustur. Bakteri % 2 sikroz igeren % 5
melasta 1g/l PHA sentezlemigtir. Kiltir ortaminda ilk 10 saatte polimer Uretimi
oldukga azken, 35 saat ve sonrasinda PHA miktarinda artis oldugu acgiklanmigtir.
Melasa dncu olarak valerat ilave edildiginde B-hidroksivalerat iceren kopolimerlerin
uretildigi de tespit edilmistir. Sonug¢ olarak PHA/PHB Uretimi Uzerine saf olmayan
seker kaynaklarinin arttirici bir etkisi oldugu sonucuna varilmigtir (21).

A.eutrophus DSM 545 susu, % 3 glukoz, cok sayida amonyum substratlari ve seker
pancari melasinda pH 7,0 de geligtiriimis ve bakterideki PHB icerigi gaz
kromotografisi 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 (58).
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Liu et al. (1998), rekombinant E.coli nin tek karbon kaynagi olarak melastaki PHB
uretim yetenegini arastirmislardir. Arastiricilar, yiksek melas konsantrasyonlarinda
PHB Uretiminin arttigini agiklamiglardir. 35 saat sonra bakteri kuru agirhginin % 80
inin PHB oldugunu rapor etmiglerdir. Glukoz yerine melas kullaniminin daha ucuz ve
ekonomik olacadi sonucuna varmiglardir (31).

Page (1992a), Azotobacter vinelandii UWD susunun seker pancari melasinda ylksek
PHB verimine sahip oldugunu saptamistir (17). Ayrica Bacillus cinsi bakterilerin de
melasda hizli bir sekilde gelistigi ve PHB Urettigi bildiriimektedir (68).

PHB dretimi, bakteriler icin uygun Ureme ortami saglandiginda artmaktadir.
Arastirmalarda, PHB seviyesinin, besiyeri icerigi ve kullanilan substratlar gibi bazi
faktorler tarafindan sinirlandirilabilecegi bildiriimektedir (38, 72).

Wu ve arkadaglari (2001), melash besiyerindeki oksijen sartlarini degistirerek
yaptiklari ¢aligmada, oksijen miktarindaki azalmanin sporulasyona neden oldugunu
ve PHB Uretiminin dustigunu; azot ve fosfor oraninin karbona goére dusuk oldugu
besiyerlerinde ise PHB Uretiminin arttigini bildirmiglerdir. Bacillus sp. Jma5 susunun,
PHB verimini % 25-35 olarak tespit etmiglerdir (68).

Gouda ve arkadaslari (2001), seker kamigi melasi ve misir suyunu karbon ve azot
kaynagi olarak kullanarak B. megaterium da PHB Uretimini incelemigler ve en yuksek
PHB miktarinin melas ve glukoz igeren besiyerinde elde edildigini bildirmislerdir.
Aragtirmacilar, hicre gelisiminin en iyi oldugu melas yuzdesinin %3 olmasina
ragmen, en yuksek PHB verimi olan % 46,2 lik oranin % 2 melas igeren besiyerinden
elde edildigini bildirmislerdir (83).
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