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OZET

Bu ¢alismada Kirsehir il merkezi ve ilgelerinde (Kaman, Mucur, Akpinar,
Akgakent, Cicekdagi, Boztepe) bulunan yabani baklagil bitkilerinden daha 6nce izole
edilmis olan toplam 56 adet Rhizobium spp. izolati kullanilmistir. Bu amagla
izolatlara morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler uygulanarak Poli-p-
hidroksibiitirat (PHB) tiretme yetenekleri Nile Blue A boyasi ile belirlenmis olup 43
adet izolatin PHB iiretebildigi tespit edilmistir. Bu 43 izolattan 5 adeti se¢ilmis ve R.
leguminosarum IFO 14778 kontrol susu ile birlikte melasin %0.5, %1 ve %1.5
konsatrasyonlarinda 96 saatlik inkiibasyon sonunda spektrofotometrik yontem ile

PHB iiretim verimleri incelenmistir.

Kullanilan R. leguminosarum IFO 14778 susunun hiicre kuru agirliklarina gore
en yiksek PHB verimi %0.5’lik melas konsantrasyonunda %24.23 olarak tespit
edilmistir. Rhizobium spp. izolatlarinin hiicre kuru agirliklarina gére PHB verimleri
farkli melas konsantrasyonlarinda %7.30- %72.58 arasinda bulunmustur. Farkli
melas konsantrasyonlarinda hiicre kuru agirliklarina gore en yiiksek PHB verimi HR

38-1a kodlu izolatta, %1’lik melas konsantrasyonunda %72.58 olarak tespit



edilmistir. Genel olarak izolatlarin hepsinde (%1’lik melas konsantrasyonunda HR

41-1 izolat1 disinda) kontrol susundan daha yiiksek oranda verim elde edilmistir.

Ayrica Rhizobium spp. izolatlariin siderofor iiretme yeteneklerinin belirlenmesi
amaciyla Chrome Azurol Sulphate (CAS) Agar kullanilmis ve toplam 56 adet

izolattan 50 adetinin siderofor liretebildigi belirlenmistir.

Sonug olarak bu caligmada; yabani baklagil bitkilerinden elde edilen izolatlarin
daha yiiksek PHB verimine sahip oldugu tespit edilmis olup bunlarin ileride
biyoplastik eldesinde kullanilabilecegi bu baglamda da ekosistemin dengesinin

diizenlenmesine katkida bulunacagi diigiiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Yabani Baklagil, Rhizobium, PHB Uretimi, Melas, Siderofor
Sayfa Adedi: 100
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INVESTIGATION OF SIDEROPHORES PRODUCTION AND POLY-g-
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TYPES ISOLATED FROM WIiLD LEGUMES IN MOLASSES MEDIUM

(Master of Science Thesis)
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ABSTRACT

In this study, total 56 pieces of Rhizobium spp. isolations which were previously
isolated from wild leguminous plant existing in the central and the disricts of
Kirsehir province (Kaman, Mucur, Akpinar, Ak¢akent, Cigekdagi, Boztepe). For this
purpose, morphological physiological and biochemical tests to isolate the PHB-
producing capabilities Nile Blue A is designated with 43 pieces of isolates has been
found to produce PHB. 5 of these 43 isolates were selected and their PHB producing
yields with R. leguminosarum IFO 14778 control strain together with 0.5, 1 and 1.5
percent concentrations of molasses at the end of the 96 hour incubation period in
spectrophotometric method were studied.

R. leguminosarum IFO 14778 strain used cell dry weight 0.5 percent of the
highest yield PHB according to molasses concentration has been identified as 24.23
percent. PHB yields of Rhizobium spp. isolates according to the cell dry weight was
found between 7.30 percent and 72.58 percent in different molasses concentration.
According to cell dry weights in different maximum PHB yields was identified, at
HR 38-1a isolate, as 72.58 percent in 1 percent molasses concentration. In general in
all isolates (exceptfor HR 41-1 isolate in 1 percent molasses concentration) a higher

rate yield has been obtained than control strain.



In addition, in order to identfy the siderophore producing abilities of Rhizobium
spp. isolates Chrome Azurol Sulphate (CAS) Agar was used and it was determined

that 50 of 56 isolates in total can produce siderophore.

As a result of this study, isolates obtained from wild legume plant were found to
have higher PHB yields and these can be used in bioplastic in the future, and in these

context it is believed to contribute to the regulation of the ecosystem balance.
Key Words: Wild Leguminous, Rhizobium, PHB Production, Molasses, Siderophore
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1. GIRIS
Insanoglunun ihtiyaglarimi karsilama potansiyeline sahip olan diinyanin dengesi
her gegen giin giderek bozulmaktadir. Zaman igerisinde insanlar, refah seviyesini
artirmak amaciyla dogaya hakim olmaya baglamis, teknolojiyi de kullanarak
yasamini slrdiirdiigii ¢evre ile devamli bir miicadele i¢inde olmus ve ortam
kosullarini istedigi gibi degistirip yapay bir ¢cevre meydana getirmistir (Tiirk, 1998;
Kivang ve Yiicel, 1998; Ozey, 2001; Sama, 2003; Baysak, 2008).

Diinyamizi olusturan atmosfer, hidrosfer ve litosferin dogal yapilarinin degismesi
sonucu buralar yasam ortami olmaktan g¢ikmaya baslamig, ekosistemi meydana
getiren canli ve cansiz varliklar arasindaki iliskilerin de bozulmasiyla birlikte
ekonomik, sosyal ve g¢evresel problemler olarak bilinen ekolojik sorunlar ortaya
cikmistir (Urug, 2006).

Insanlarin yasadig1 ekolojik sorunlarin, 6zellikle de cevre sorunlarmin énemli
nedenlerinden birisi niifusun hizli artmasidir. Sanayi devrimi ile birlikte Diinya’nin
niifusu 18. yiizyilda hizli bir artig slirecine girmis ve niifus artis hiz1 1950 yillarina
kadar %0.8 iken, 1950-1985 yillar1 arasinda %1.9’a ¢ikmustir. Diinya niifusunun
2025’te 8.2, 2050°de ise 10.2 milyara yiikselecegi ongoriilmektedir. (Yildiz ve ark.,
2000; Urug, 20006).

Insan niifusunun hizli artis1 ile birlikte tiiketim de artmis bunun sonucu olarakta
cok fazla miktarda doniistiirlilemeyen atik materyal birikimi de kaginilmaz olmustur
(Luengo ve ark., 2003; Urug, 2006). Bu atiklarin biiyiikk bir boliimiinii ise plastik
materyaller olusturmaktadir (Mercan, 2002).

Plastiklerin; uygulama kolayliklari, ekonomik olmalar1 ve 6zelliklerinin siirekli
gelistirilmesiyle kullanim alanlar1 ve miktarlar1 her gecen giin artmaktadir. Otomobil
sektorii, elektrikli ev aletleri, mutfak esyasi, park ve bahge alanlari, tarim iriinleri,
plastige dayali insaat malzemesi, kozmetik, temizlik malzemesi, tekstil, gida
malzemesi ambalaji, konfeksiyon ambalaji ve saglik alaninda yani gilinliik
yasantimizin her alaninda plastik kullanilmaktadir (Ediz ve Beyatli, 2005; Baysak,
2008). Ancak plastiklerin kullanilip atilmasi ¢evre kirliliginde 6nemli bir sorun teskil

etmektedir (Yilmaz ve Beyatli, 2003; Baysak, 2008).



Atik plastikler cogunlukla diger evsel atiklar ile beraber ¢Op cukurlarina
atilmakta ya da ¢0p bosaltma alanlarina birakilmaktadir. Cop bosaltma alanlarinin ve
cukurlariin her gegen giin dolmasi, yakma gibi alternatif uygulamalarin yiiksek
maliyetleri, degisik teknik sorunlar, atiklar1 azaltma ve enerji kaynaklarini koruma
istegi, atik plastiklerin tekrar kullanimi konusunu giindeme getirmistir (Savasci ve
ark., 1998; Mercan, 2002). Ancak atik plastiklerin yeniden kullanima hazirlanmasi
amaciyla; toplama, ayiklama, hammadde haline doniistiirme asamalart maliyeti

oldukga yiikseltmektedir (Dave ve ark., 1996; Mercan, 2002).

Plastik atiklarin ekosistemde uzun yillar par¢alanamamasi, dogadaki canlilarin
yasaminit tehdit etmesi, yok etme uygulamalarindan biri olan yakarak
uzaklastirmanin soludugumuz havaya zararli gazlarin salinimi ile insan sagligini
bozucu etkenler icermesi tim bu olumsuz Ozelliklere ¢oziim Onerisi olarak
biyoplastik iiretimini karsimiza c¢ikarmaktadir. Biyoplastik dogada tamamen
parcalanabilme 6zelligindedir. Ayrica petrol yerine yenilenebilir enerji kaynaklari ile
tiretildikleri ve sentetik plastiklerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini tasidiklart igin
plastik sektoriinde ¢ok 6nemli bir yere de sahiptirler. Tiim bunlara ilaveten petrol
rezervlerinin diinyada gittikge azalmasi, iiretim maliyetlerinin artmasi ve dogaya
biiylik zararlar vermesinden dolay1 plastik sektoriinde petrol tiirevi olan sentetik
plastik hammaddelerin yerine biyoplastik hammaddelerin kullanilmas: biiyiik 6nem
tasimaktadir (Tekin, 2008).

Petrol tiirevi plastiklerin dogada uzun yillar parcalanamamasi sonucu olusan
gevre kirliliginin 6nlenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarda; bakterilerin karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanilmak iizere, stres sartlarinda depoladiklari lipit graniillerinin
plastik Ozellikte olmasi ve bu plastik materyalin dogada mikroorganizmalar
tarafindan tekrar parcalanabilmesi gibi nedenlerden dolay bunlar kullanilarak plastik
madde iireten bir sektoriin gelismesini saglamistir. Bu baglamda da biyolojik olarak
parcalanma 06zelliginde olan polimerlerin (mikrobiyal termoplastik) tiretimi olduk¢a

onemli hale gelmistir (Baysak, 2008; Tiirkoglu, 2009).

Polihidroksialkanoatlar (PHA) %100 biyoparcalanir polimerlerdir. Bu polimerler
farkli mikroorganizmalar tarafindan, azot ve fosfor gibi temel besinlerin sinirl,

karbon kaynaginin ise fazla oldugu durumda enerji depo maddesi olarak sentezlenen



cesitli hidroksialkanoatlardir. PHA polipropilen gibi degisik termoplastiklere benzer
Ozellikler tasidiklar1 i¢in polipropilenin yerine de kullanilabilmektedir. PHA
denizlerde, gollerde, toprakta ve atik sularda bulunan mikroorganizmalar tarafindan
acrobik kosullarda karbondioksit ve suya kadar; anaerobik sartlarda ise metana kadar

tamamen ayrisabilmektedir (Khanna ve Srivastava 2005a; Dinigiizel, 2007).

PHA; biyoparcalanabilirlik ve biyouyumluluk gostermesinden dolayi son yillarda
oldukca Onemli hale gelmis olup iizerinde yogun calismalar yapilmaktadir.
Bunlardan biri olan poli-B-hidroksibiitirat (PHB) ise en iyi bilinen ve yaygimn olan
PHA’dir (Ediz, 2004; Tirkoglu, 2009).

PHB’nin en 6nemli 6zelliklerinden birisi de; toprak ve insan viicudu gibi farkl
ortamlarda herhangi bir toksik iiriin olusturmadan tamamen biyoparcalanabilir
olmasidir. Bu 6zelliginden yola ¢ikilarak tek kullanimlik esyalarin iiretiminde 6nemli
bir avantaj saglayacagi diistiniilmektedir. Dogada yogun olarak bulunan bakterilerin
cogunlugu ise depo materyali olarak PHB iiretme 6zelligindedir (Hajikhani, 2003;
Baysak, 2008).

Cok fazla sayida bakterinin dogal yollarla sentezledigi PHB nin, yiiksek miktarda
tiretilen ve genellikle ambalaj malzemesi olarak kullanilan polipropilene benzerlik
gostermesi, bu termoplastigin Amerika, Avrupa ve Japonya’da endiistriyel yollarla
tretiminin hizlandirilmasini saglamistir (Braunegg ve ark., 1998; Tirkoglu, 2009).
PHB genellikle; Alcaligenes spp., Azotobacter spp., Bacillus spp., Pseudomonas
spp., Rhizobium spp. gibi ¢ok sayida toprak bakterisi tarafindan iiretilebilmektedir.
Baklagil bitkileriyle birlikte simbiyotik azot fiksasyonu yapan Rhizobium cinsi
bakterilerin de hiicre i¢i PHB depo etme yeteneginin oldugu birgok arastirmayla
belirlenmistir (Bonartseva ve ark., 1994; Jan ve ark., 1996; Tavernier ve ark., 1997;
Mercan, 2002; Urug, 2006; Baysak, 2008; Tiirkoglu, 2009; Kiigiik ve ark, 2016). Son
yillarda yapilan ¢alismalarda ise ¢ok sayida Rhizobium cinsine ait tiiriin PHB’yi hem
serbest yasamda hem de simbiyotik iliskide iretebildikleri tespit edilmistir
(Ttrkoglu, 2009).



PHA ve PHB’nin iiretimi i¢in kullanilan substratlar; 6zellikle karbon kaynagi
olarak glukoz, siikroz, yag asitleri ile alkanlar ve kloroalkanoik asitlerdir (Tanaka ve
ark., 1993; Jan ve ark., 1996; Tiirkoglu, 2009).

Diisiik maliyetle biyoplastik tiretmek amaciyla; melas (Page, 1992b; Wu ve ark.,
2001; Turkoglu, 2009) ksiloz, arpa ve soya atik sular1 ile peynir alt1 suyunun (Ahn ve
ark., 2000; Tirkoglu, 2009) kullanilmas1 ile ilgili ¢alismalar son yillarda
yogunlagmistir. Bu materyallerden biri olan melas; bakteriler i¢in karbon kaynagi
olmasinin yanisira igerdigi vitaminler ve mineraller ile bliyiime faktorii olarak da

kullanilmaktadir (Beaulieu ve ark., 1995; Lee, 1996; Tiirkoglu, 2009).

PHB lipofilik boyalarla kolayca tespit edilebilmektedir. Sudan Siyahi B, az veya
cok miktarda PHB fireten bakteri kolonilerinin agar plaklarinda ayirt edilmesi icin
kullanilmakta olup bakteriler koyu mavi-siyah boyanmaktadir. PHB i¢in Sudan
Siyah1 B’ den daha fazla affiniteye ve spesifiklige sahip olan Nile Blue A
kullanildiginda ise, 460 nm. dalga boyunda bakterilerin kolonileri parlak turuncu
florasan olusturdugu bildirilmektedir (Bahar, 2003; Urug, 2006).

Bakteriler bir¢ok biyolojik siiregte kullanmak ve hiicresel yasamin siirdiiriilmesi
icin demire gereksinim duymaktadirlar. Bu baglamda ¢ok sayida bakteri demir
thtiyacim karsilayabilmek i¢in siderofor adi verilen molekiilleri sentezlemekte ve
salgilamaktadir. Birgok mikroorganizma i¢in siderofolarin sentezi, yapisi, 6zellikleri
ve kullanim alanlari, ¢ok sayida ¢aligmayla ortaya konulmus olup bakteri,
actinomycetes, mantar ve alglerin ¢esitli siderofor tiirlerini iirettigi belirtilmistir
(Winkelmann, 2002; Giiney, 2014).

Bu ¢alismada Kirsehir yoresindeki yabani baklagil bitkilerinden daha 6nce izole
edilmis Rhizobium spp. izolatlarinin, atik bir madde olan melasin farkli
konsantrasyonlarinda spektrofotometrik metot yardimiyla Poli-B-hidroksibiitirat
(PHB) iiretim verimlerinin ve buna ilaveten Rhizobium spp. tiirlerinin siderofor

tiretimlerinin belirlenmesi amaglanmastir.



1.1. Rhizobium Tiirlerinin Genel Ozellikleri

Rhizobium tiirleri baklagil bitkilerinin kdklerinde simbiyotik bir iligki kuran ve
toprakta azot fikse eden bakterilerdir. Baklagil tiirlerinin tohumu sert kabuklu olup
otsu veya odunsu bitkilerden olusmaktadir. Bu tiirler ise; bezelye, yer fistig1, fasulye,
yonca, ticgiil, akasya, aci bakla, soya fasulyesi gibi bitkilerden olusmaktadir.
Baklagil bitkisi ve Rhizobium tiirleri arasinda simbiyotik bir iligki vardir. Bu yasam
tarzinda hem mikroorganizma hem de bitki yarar gormektedir. Bitkinin kok hiicreleri
bakterinin besin ve karbonhidrat ihtiyacini karsilarken bakteri de bitki i¢in gerekli
olan azotu, amonyak formunda bitkiye kazandirmaktadir (Ogiitcii, 2000; Kantar ve
ark., 2003; Yildiz, 2007).

Rhizobium tiirleri baklagil bitkilerini enfekte edebilme yeteneklerine gore
smiflandirilmaktadirlar. Rhizobium tiirleri bir grup baklagil bitkisini enfekte edip
nodiil olustururken diger baklagil bitkilerini enfekte edemezler. Tirlerin bu segici
Ozelligi esas alinarak, Rhizobium cinsi 6 tiirde gruplandirilmaktadir. Ayn1 bakteri
tarafindan enfekte olan bitki tiirleri, ¢apraz asilama gruplarimi olusturmaktadirlar.
Tiirleri ayirt etmede ayni ¢apraz asilama grubunda nodiil olusturabilme yetenegi

dikkate alimmaktadir (Vincent, 1970; Ogiitcii ve ark., 2009; Cetin-Karaca, 2010).

Rhizobium tiirleri Eubacteriales takimimin Rhizobiaceae familyasinin Rhizobium
cinsinde yer almaktadirlar. Hiicreler kisa ¢gubuk seklinde, 0.5-0.9 p eninde ve 1.2-3.0
t uzunlugundadir. Rhizobium tiirleri; gram negatif, endospor olusturmayan,
heterotrofik bakteriler olup en iyi tiremeyi maya ve malt ekstraktinda
gostermektedirler. Karbon kaynagi olarak 6zellikle Mannitol’e ve ilireme i¢in amino

asitlere ihtiyag duyarlar (Giir, 1987; Matur, 2009; Adigiizel ve ark., 2010).

Ayrica koloniler; yuvarlak, konveks ve musilajli olup, genellikle 2-4 mm
capindadir. Azot kaynagi olarak; amonyum tuzlari, nitrat, nitrit ve aminoasitlerin
birgogunu kullanabilirken, peptonlu besiyerinde gelismeleri zayif olup kazeini
hidrolize etmezler. Bazi tiirlere ise biotin ya da suda ¢ozliniir vitaminlerin gerekli
oldugu bildirilmektedir (Jordan, 1984; Cetin-Karaca, 2010). Seffaf kolonilerin ¢ok
yapiskan ve yumusak, mat kolonilerin ise hafif yapigkan ve sert bir yapiya sahip

oldugu bildirilmistir. Optimum tireme sicakliklari 26-30°C arasinda olup koloniler



yaslandikca koyu bir renge sahip olmaktadir (Beck ve ark., 1993; Holt ve ark., 1994;
Ogiitcii, 2000; Atic1 ve ark., 2005; Cetin-Karaca, 2010).

Rhizobium tiirleri aerobik bakteriler olup, gelisimlerini 3-10 giinliikk peryotta
tamamlamaktadirlar. Yavag tlireyenler 3-5 glinde gelisirler ve ortalama generasyon
stireleri 6-10 saat; hizli iireyenler ise 2-3 giinde gelisirler ve generasyon siireleri 2-4

saattir (Grimm ve ark., 1994; Kiziloglu, 1995; Ogiitcii, 2000; Matur, 2009).

Rhizobium bakterilerinin teshisinde hiicre ve koloni morfolojilerinin yanisira;
onlara ait spesifik besiyeri olan Yeast Mannitol Agar (YMA) da kullanilmakta olup
karbon kaynagi olarak Mannitol, organik azot kaynagi olarak da yeast ekstrakt

kullanilmaktadir (Ogiitcii ve ark., 2008; Cetin-Karaca, 2010).

Rhizobium tiirleri taze hazirlanmis Brom-Timol Mavili YMA besiyerine
ekildiginde besiyerinin yesil rengini, ya maviye (yavas Ureyerek alkali reaksiyon
olusturanlar) veya sariya (hizli iireyerek asit reaksiyon olusturanlar) doniistiiriirler.
Kongo Kirmizili YMA besiyerinde karanlikta inkiibe edildiklerinde boyay1 absorbe
etmezler ve beyaz opak goriiniimiinde nadiren pembemsi koloniler olustururlar.
Isikta inkiibe edildiklerinde ise boyayi absorbe ederek kirmizi renkli koloniler
olustururlar (Ugar ve Oner, 1988; Kiziloglu, 1992; Beck ve ark., 1993; Ogiitcii, 2000;
Ogiitcii ve ark., 2010).

1.2. Biyoplastiklerin Genel Ozellikleri

Biyolojik kokenli polimerlerden ya da yenilenebilir karbon kaynaklarindan elde
edilen plastikler olarak bilinen biyoplastikler; hayvan, bitki, mantar, alg veya
bakteriler gibi cesitli organizmalarca lretilen biyolojik materyallerdir (Luengo ve
ark., 2003; Rajendran ve ark., 2012; Reddy ve ark., 2012; Ozdemir ve Erkmen,
2013). Biyomateryaller; biyoteknolojik metodlarla gesitli organizmalar tarafindan
sentezlenen, konvensiyonel sentetik iirlinlere kiyasla ¢ok sayida canli tarafindan
kolay asimile edilebilen dogal iiriinlerdir ve biyo-uyumlu olduklar1 icin de
organizmalarda toksik etki yapmazlar (Vroman ve Tighzert, 2009; Ozdemir ve
Erkmen, 2013). Bu ozelliklerinden dolayr biyoplastikler, farkli besin ve cevrede

gelistirilen genis bir yelpazede yer alan mikroorganizmalar tarafindan {iretilen



biyomateryallerin 6zel bir formu olarak da bilinmektedir (Luengo ve ark., 2003;
Ozdemir ve Erkmen, 2013).

Mikrobiyal kokenli plastikler; orijinleri, monomer yapilari, monomer sayilar1 gibi
farkli 6zellikleri esas alinarak gesitli gruplara ayrilmaktadirlar (Luengo ve ark., 2003;
Tirkoglu, 2009) (Tablo 1.1.).

Biyosentetik orijinlerine gore biyoplastikler ti¢ grupta incelenmektedir;

> Ilk grup; mikroorganizmalar tarafindan sentezlenemeyen bazi Onciil
maddelerin  kiiltiir ortamina ilave edilmesiyle iiretilen yar1 sentetik
biyoplastiklerdir. Bu grupta dolgu maddesi olarak nisasta kullanilmakta ve
capraz baglarla nisasta-plastik olusturulmaktadir. Toprak mikroorganizmalari
nisastayr kolayca parcalayabildigi icin polimer matrikside kolayca
ayristirabilmektedir. Bu nedenle parcalanma sirasinda onemli bir azalma
olmakta ancak bazi plastikler kismen pargalanabilmektedir. Bu baglamda
nisastanin par¢calanmasindan sonra olusan plastikler dayanikli olduklari igin

cevrede ¢ok uzun bir siire kalmaktadir (Urug, 2006; Tiirkoglu, 2009).

> Tkinci grup; dogal olanlara benzeyen ancak sadece kimyasal olarak
sentezlenen sentetik biyoplastiklerdir. Bu gruptakiler enzimatik veya
mikrobiyal etkiye duyarhdirlar. Ancak plastiklerin biitiin 6zelliklerini
tasimadiklart igin ticari agidan plastiklerin yerini alabilecek 6zellikte

degildirler (Khanna ve Srivastava, 2005b; Tiirkoglu, 2009).

> Uciincii grup; mikroorganizmalar tarafindan genel metabolitler kullanilarak
tiretilen dogal biyoplastiklerdir (Khanna ve Srivastava, 2005b; Tiirkoglu,
2009).



Monomerlerin kimyasal yapisina gore biyoplastikler;

Alifatik yag asiti iceren biyoplastikler,
Aromatik yag asiti iceren biyoplastikler,

Hem alifatik hem de aromatik yag asiti igeren biyoplastikler,

Y V VYV V

Degisik bilesikler igeren biyoplastikler (Luengo ve ark., 2003; Tiirkoglu,
2009).

Monomer biiyiikliigiine gore biyoplastikler;

» Kisa zincir uzunluguna sahip biyoplastikler,

» Orta zincir uzunluguna sahip biyoplastikler,

» Uzun zincirli biyoplastikler (Khanna ve Srivastava, 2005a, 2005b;
Tiirkoglu, 2009).

Polyesterdeki monomer sayisina gore;

» homopolimerik biyoplastikler,
» heteropolimerik biyoplastikler (Luengo ve ark., 2003; Tiirkoglu, 2009).



Tablo 1.1. Cesitli Kriterlere Gore Mikrobiyal Biyoplastiklerin Siniflandirilmasi
(Tirkoglu, 2009).

SINIF ALT SINIF

Dogal biyoplastikler: Mikroorganizmalar tarafindan genel
metabolitlerden iiretilirler (6rnegin; PHB’lar ve alifatik

PHAlar)

Yar1 sentetik biyoplastikler: Mikroorganizmalar tarafindan

sentezlenemeyen bazi  Onciil maddelerin  besiyerine

Biyosentetik eklenmesi gerekli olanlar (6rnegin; aromatik monomerler
Koken iceren PHA’lar)

Sentetik biyoplastikler: Sadece kimyasal sentezlerle elde
edilebilen dogal olanlara benzeyen polyesterler (6rnegin;

sentetik termoplastik polimerler)

Alifatik yag asiti iceren biyoplastikler: Doymus veya
doymamis (¢ift ya da ii¢ bag i¢ceren) monomerler; diiz veya

dallanmis monomerler

Monomerlerin Aromatik yag asiti iceren biyoplastikler

kimyasal yapis1 | Hem alifatik hem de aromatik yag asitlerini iceren

biyoplastikler

Degisik bilesikler iceren biyoplastikler (6rnegin; poli-y-
glutamik asit, poli-p-L-malik asit, poliglikolik asit)

Kisa zincirli biyoplastikler (6rnegin; 3-5 karbon atomu
iceren PHA’lar)

Monomer Orta zincir uzunlugundaki biyoplastikler (6rnegin; 6-14

Biiyiikliigii karbon atomu iceren PHA’lar)

Uzun zincirli biyoplastikler (6rnegin; 14 karbon atomundan

fazla karbon atomu igeren PHAlar)

Homopolimerik biyoplastik: Biyoplastikte tek bir monomer

Polyesterdeki iceren

monomer icerigi | Heteropolimerik biyoplastik (kopolimer): Biyoplastikte

birden fazla monomer igeren




1.3. PHB (Poli-p-hidroksibiitirat)’nin Kesfi ve Tarihi Gelisimi

Mikrobiyoloji alaninda mikroskobun kullanilmaya baglamasindan sonra, kiigiik
"yag damlaciklari’”nin baz1 bakteri hiicrelerinde gorildigli tespit edilmistir.
Rhizobium bakterileri i¢indeki bu graniillerin nodiillerden izole edilen bakteroidlerde
de bulundugu goriilerek bunlarin “i15181 kiran damlaciklar” oldugu bildirilmistir.
Cogu mikrobiyolog, bakterilerdeki lipofilik graniilleri daha onceleri tanimlamiglar
ancak bu partikiillerin yapisin1 ilk kez Lemoigne 1923 yilinda ortaya koymustur
(Lee, 1996; Tiirkoglu, 2009). Bu arastirici ¢aligmasinda, Bacillus subtilis kiiltiirlerini
distile su icerisinde otoliz ettiginde, bilinmeyen bir asit olusumu ile pH’nin azaldiginm
tespit etmis ve bu asidin, seker hastalarinda bulunan iirindeki B-hidroksibiitirik asite

benzedigi ise sonradan tespit edilmistir (Anderson ve Dawes, 1990; Tiirkoglu, 2009).

llerleyen yillarda PHB polimeriyle ilgili calismalar giderek artmistir. 1958
yilinda Macrae ve Wilkinson, Bacillus spp.’de PHB sentezini ve par¢alanmasini
yonlendiren hiicre ici sartlar ve mekanizmasiyla ilgili arastirmalar yapmuislardir
(Mercan ve Beyatli, 2004; Tirkoglu, 2009). Arastirmalar sonunda, Bacillus
megaterium un otolizi esnasinda B-hidroksibiitirik asit monomerleri olustugunu ve
bunlarin kaynagmin ise poli-B-hidroksibiitirik asit oldugunu kesin olarak tespit
etmislerdir (Anderson ve Dawes, 1990; Lee, 1996; Tiirkoglu, 2009).

PHB polimerinin ticari tiretim ¢aligmalar1 1960’11 yillarda baslamis olmakla
birlikte endiistriyel boyutta tretimi 1970 li yillarda ger¢eklestirilmistir (Holmes,
1985; Anderson ve Dawes, 1990; Madison ve Huisman, 1999; Dinigiizel, 2007).
1982 yilinda Imperial Kimya Endistrisi (ICI Ltd.) polimeri Alcaligenes cinsine ait
bakterileri kullanarak endiistriyel olarak iiretip BIOPOL® adiyla patentini almistir
(Holmes, 1985; Anderson ve Dawes, 1990; Dinigiizel, 2007). PHB’in ilk ticari
tireticisi ise Almanya’daki Wella kozmetik sirketi olup PHB’1 sampuan sigelerinin

imalatinda kullanmistir (Lafferty ve ark., 1988; Dinigtizel, 2007).

Biopol, gii¢lii kristal yapida olup polimer ya da monomer birimlerine bagli olan,
elastik kaucuklara benzeyen cesitli 6zellikleri tasimaktadir. Ayn1 zamanda dogal ve

sentetik polimerlerin tiim avantajlarina da sahiptir (Ozdemir, 2012).
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1988 yilinda Alcaligenes eutrophus bakterisi kullanilarak 3- ve 4-
hidroksibiitiratin yeni kopolimerleri bulunmus ve Page 1995 yilinda PHA’larin hem
acrobik hemde anaerobik ortamda biyopargalanabilir olduklarini bildirmistir. Daha
sonra ise 1996 yilinda Lee, bakterilerde PHA’nin 80 farkli formunu tespit etmis ve

en yaygin formunun PHB ve PHV oldugunu belirtmistir (Aydogmus, 2011).

Sonraki yillara geldigimizde PHB ile yapilan aragtirmalar, Pseudomonas,
Azotobacter, Hydrogenomonas, Chromatium, Bacillus cinsleriyle devam etmis,
fiziksel ve kimyasal oOzellikleri, molekiiler agirligi, ektraksiyon metodlari,
metabolizmasi, i¢ ve dis parcalanmasi gibi 6zellikleri belirlenmeye ¢alisiimistir

(Y1lmaz ve Beyatli, 2003; Baysak, 2008).

Gliniimiizde en 6nemli PHA/PHB iiretici firmalari; Metabolix/ADM (USA), PHB
Industrial (Brazil), Biomer (Germany), and Tianan (China), Meredian, LLC in
Bainbridge, Georgia, and Newlight Technologies, LLC, formerly The G2 Chemical
Company, in Costa Mesa, California olarak siralanabilir (Bordes ve ark., 2009;
McKirahan, 2013; Al, 2015).

1.4. PHB’nin Genel Ozellikleri

Kisa zincirli B-hidroksi yag asitlerine sahip olan PHB, depo graniilii olarak
sentezlenip biriktirilmekte ve membranla cevrili, tekrarlanan hidrofobik birimlerden

olusmaktadir (Findlay ve White, 1983; Aydogmus, 2011).

Biyoplastikler ¢ok sayida mikroorganizma tarafindan, uygun olmayan iireme
sartlarinda sentezlenmektedir. PHB’nin biiyiime i¢in gerekli olan oksijen, nitrojen ve
esansiyel elementler (N, P, S, Mg, K, Fe vb.) gibi besleyici maddelerin sinirl
ancak karbon kaynaginin yiiksek oldugunda biriktirildigi tespit edilmistir (Jafar:
Barani, 2014).

PHB’nin genel formiilii (C,Hg0,),, olarak gosterilmeke (Sekil 1.1) ve (n) 35.000
kadar yiiksek bir say1 olabilmektedir. Polimer uzunlugunca karbonil oksijen ile metil
gruplar1 yer almaktadir (Nickerson ve ark., 1981; McCool ve ark., 1996; Madison ve
Huisman, 1999; Tamdogan, 2008).
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Sekil 1.1. D(-)-3-hidroksi biitirik asit polimerinin kimyasal yapisi (Tamdogan,
2008).

PHB’nin  molekiiler agirliginin  60.000-2.000.000 Da arasinda oldugu
belirtilmekte olup bakterinin tiirline, biiyiime kosullarina, hiicrenin yasam dongiisiine
gore farklilik gostermektedir (Dunlop ve Robards, 1973; Taidi ve ark., 1994,
Braunegg ve ark., 1998; Dinigiizel, 2007). Organik c¢oziiciilerle hiicreden
Oziitlendiklerinde kristallesen polimerler hiicre iginde sivi, disinda kati formdadirlar
(Lafferty ve ark ., 1988; Dave ve ark., 1996; Madison ve Huisman, 1999; Dinigiizel,
2007).

Bakteri tlirlerinde bulunan PHB graniilleri faz-kontrast yada elektron mikroskop
ile goriilebilmektedir. Grantiller ise ¢ogunlukla kiiresel olup 100- 800 nm ¢apindadir
ve 2-4 nm kalinliginda iinit olmayan bir zarla gevrilmistir. Hiicrelerden izole edilen
graniillerin genellikle %98 PHB ve %2 protein ihtiva ettigi belirtilmektedir. Bacillus
cereus’tan izole edilen graniillerin %50’sinin merkezi ¢ekirdekten meydana geldigi
ve c¢ekirdegin en dista bir zarla tekrar ¢evrili oldugu bildirilmektedir. Her bir graniil
fibriler yapida olup 10-15 nm uzunlugunda polimerik PHB graniillerinden olustugu
incelemeler sonucunda tespit edilmistir (Anderson ve Dawes, 1990; Mercan, 2002).
Bu fibrillerin es zamanli sentez ve suda c¢oziinmeyen bir polimer yapisinda,
kristalizasyonun bir sonucu olarak olustugu agiklanmistir. Tiim bu bilgilere ilaveten
bakterilerden dogal yollarla PHB graniillerinin eldesinde zorluklar yasandigi icin
PHB sentezinin fiziksel mekanizmasi hakkinda halen bazi belirsizlikler oldugu ileri
stiriilmiis fakat PHB nin yliksek bir kristallenme yiizdesiyle (%80) fibriler bir yapiya
sahip oldugu kesin olarak ortaya konmustur (Abe ve ark ., 2000; Mercan, 2002).

PHB molekiilii; petrol kokenli polipropilene benzer fiziksel 6zellikler tasiyan
optikge aktif D-(-)3-hidroksibiitirik asitin bir polimeridir ve yan zincirinde bir metil
grubu bulundurmaktadir (Nickerson ve ark., 1981; Tirkoglu, 2009). PHB, oldukc¢a

kristal yapida ve D-(-) konfigiirasyonundaki asimetrik karbon atomundan dolay1
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%100 stereospesifiktir. Kat1 - kirilgan PHB kopolimerlerinin erime sicakligi 157-188
°C arasinda olup bu sicaklik polimerin termal olarak ayristigi sicakliga yakin 6zellik

gosterir (Lafferty ve ark., 1988; Madison ve Huisman, 1999; Tiirkoglu, 2009).

PHB, sag el kuralina uygun iki kat halinde kivrilmis heliks yapidadir ve her iplik
0.596 nm’de bir tekrarlanmaktadir. Konfigiirasyonu ve kaynama noktalar1 birbirine
yakin oldugu i¢in polipropilen ve PHB, yapisal olarak da benzer 6zellik tagimaktadir.
Biyodoniisiim ve biyouygunluk gibi 6nemli 6zelliklere sahip olup ayni derecelerde
kristallesmelerine ragmen kimyasal ozellikleri farklilik gosterir. Fiziksel olarak UV
151g¢1na daha direncgli olan PHB, propilenden daha sert ve kirilgandir (Holmes, 1985;
Mercan, 2002).

Tablo 1.2. PHB ve Polipropilen (PP)’in Bazi Ozelliklerinin Karsilastirilmas:
(Tamdogan, 2009).

Fiziksel Ozellikler PHB PP
Kristalin kaynama noktasi (°C) 175 176
Camsi gecis sicakligi (°C) 15 -10
Yogunluk (g/cm3) 1.250 0.905
Kirilma uzamasi 6 400
UV’ye dayaniklilik Dayanikli Dayaniksiz
Organik ¢oziiciiye dayaniklilik Dayanikh Dayaniksiz

Biiyiime ve PHB birikimi arasinda siki bir ilginin oldugu calismalar sonucu
saptanmistir. Bakteri gelisiminin logaritmik iireme sathasinda PHB birikiminin
yiikseldigi, ge¢ logaritmik iireme-erken duraklamada ise maksimum oldugu
gozlemlenmistir (McCool ve ark., 1996; Dinigiizel, 2007). Biiylime sirasinda
boliinmeyen hiicrelerde de PHB nin yiiksek miktarda ¢ogaldigi bildirilmektedir (Lee,
1996; Dinigiizel, 2007). Ayrica spor ihtiva eden bakterilerin PHB birikiminin spor
olusumundan 6nce oldugu ve biriken PHB’ nin sporulasyonda enerji kaynagi olarak
kullanildig1 yapilan galismalar sonunda ortaya konulmustur (Nickerson ve ark., 1981,
Benoit ve ark., 1990; Dinigiizel, 2007).
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Bakteri hiicresinde PHB birikiminin artmasi; yiliksek asetil-CoA, yiiksek
NAD(P)H ve diisiik serbest CoA olmasina baglidir. Bunlar, mikroorganizmalar
arasinda farklilik gostermekle birlikte genellikle potasyum, nitrojen, siilfiir yada
oksijenin sinirlandirilmasi gibi biiyliimeyi kisitlayicit faktorlere de ihtiya¢ vardir

(Braunegg ve ark ., 1998; Yiice, 2014).
1.5. PHB’nin Biyosentezi

Molekiiler genetik caligmalarin 1s18inda 1987°den giiniimiize kadar PHB’nin
biyokimyasi, metabolizmasi ve fizyolojisinin aydinlatilmasiyla ilgili pek¢ok veri elde
edilmistir. PHA’lar arasinda en ayrintili sekilde PHB karakterize edilmis olup
intraseliiler sentezinde meydana gelen ara iriinler ve basamaklar B. megaterium 'da
incelenmistir. Glukoz substrati ile baslayan ve son iiriin PHB arasindaki ara
basamaklarda pirlivat, asetat, asetoasetat ve [-hidroksibiitirat oldugu ortaya

konmustur (Ali, 2002; Tirkoglu, 2009).

PHB biyosentezinde rol alan genlerinin kromozomda veya plazmid DNA’da
bulundugu belirtilmektedir (Yilmaz ve Beyath, 2003; Urug, 2006). Ralstonia
eutropha’da PHB sentezinde rol alan genlerin (pha CBA) ii¢ proteini sifreledigi
bildirilmektedir. Bu proteinler; PhaA (B-ketotiolaz), PhaB (NADPH-oksidorediiktaz)
ve PhaC (PHB polimeraz/sentaz) olarak ifade edilmistir (Luengo ve ark., 2003; Urug,
2006). Bunlarla gerceklestirilen PHB sentezinde asetil CoA’nin TCA dongiisiinde ve
PHB metabolik yolunda ilerleyisinin biiylime kosullarina bagli oldugu ortama
eklenen NADPH’nin PHB ve kopolimerlerinin {iretimini arttirmada gorevli oldugu

belirtilmektedir (Jung ve Lee, 2000; Urug, 2006).

PHB'nin biyosentezi, ii¢ degisik enzim tarafindan katalizlenen reaksiyondan
meydana gelmektedir. Birinci reaksiyon; iki Asetil-CoA molekiiliiniin, B-ketoagil
CoA tiolaz tarafindan Asetoasetil CoA'ya doniistiiriilmesiyle olusmaktadir. Ikinci
reaksiyon ise; Asetoasetil CoA'nin NADPH bagli bir Asetoasetil CoA dehidrogenaz
tarafindan, R-3 Hidroksibiitiril CoA'ya indirgenmesi reaksiyonudur. Ugiincii
reaksiyon; R-3 Hidroksibiitiril CoA monomerlerinin PHB sentaz tarafindan, PHB'a

polimerize olmast agamasidir (Madison ve Huisman, 1999; Tamdogan, 2008).
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Asetil-CoA+Asetil-CoA
CoA «— | PB-ketoacil CoA tiolaz
Asetoasetil CoA
NADP+ «—NADPH | Asetoasetil CoA dehidrogenaz
R-3-Hidroksibiitiril CoA

| PHB sentaz
PHB

Sekil 1.2. PHB sentezi (Tamdogan, 2008).

Cok sayida mikroorganizmanin ara bilesik olarak PHB sentezinde asetati

bulundurdugu belirtilmektedir. Rhodospirillum rubrum ve B. megaterium’da PHB

14
sentezinde  C-B-hidroksibiitiril-CoA kullanildiginda asetatin 6nemli bir ara {irlin

oldugu bildirilmistir (Anderson ve Dawes, 1990; Lee, 1996; Mercan, 2002).

1.6. PHB’nin Biyolojik Parc¢alanabilirligi ve Yenilenebilme Ozelligi

PHB’nin en o&nemli oOzelliklerinden birisi de herhangi bir toksik iiriin
olusturmadan ekosistemde tamamen pargalanmasidir. Yine PHB'nin anaerobik
sartlarda parcalanma iriinii metan, aerobik sartlardaki par¢alanma firiinleri ise
karbondioksit ve su olmaktadir (Yilmaz ve Beyatl, 2003; Urug, 2006). Dogada
PHB'nin tam olarak pargalanmasi birka¢ aydan, bir ka¢ yila kadar devam eden bir
siirectir (Mercan, 2002; Urug, 2006). Parcalanma sirasinda biyolojik etkenler olarak
bakteriler, mantarlar ve yiiksek organizmalar; kimyasal etkenler olarak hidroliz ve
oksidasyon; fiziksel etkenler olarak ise giines 15181, 1slanma ve mekanik aginma gorev

almaktadir (Yilmaz ve Beyatli, 2003; Urug, 2006).

PHB, biyolojik olarak parcalanabilmesinden dolay: bir kez kullanilip atilan yani
tek kullanimlik esyalarin iiretiminde ©Onemli bir avantaja sahiptir. Bakteriler,
funguslar ve algler gibi mikroorganizmalar PHB ve onun kopolimerlerini belirli
sartlar altinda tamamen karbondioksit ve enerjiye gevirerek pargalayabilmektedir

(Lafferty ve ark., 1998; Tamdogan, 2008). Bu par¢alanma esnasinda gerekli siire ve
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biyoparcalanma oraninin; kalinlik, yiizey ozellikleri, 1s1 ve ¢evredeki mikrobiyal
niifus gibi faktorlere gore degisebildigi belirtilmektedir (Lee, 1996; Lafferty ve ark.,
1998; Tamdogan, 2008).

Toprakta ¢ok fazla ve ¢esitte bulunan PHB’yi aerobik ya da anaerobik yolla
pargalayan bakterilerin yanisira funguslar da bu ayristirmada gorev almaktadir. Bu
organizmalar; toprak, kompostlar, aerobik ortamlar, anaerobik batakliklar, gol-deniz
sulari ve hava gibi farkli ekosistemlerde yer aldiklar1 yine kolaylikla izole
edilebildikleri i¢in biyoplastiklerin de bu ortamlarda ayrisabildigi saptanmistir.
Topraktaki bu ayristirma isleminde gorev yapan gram-pozitif ve gram-negatif
bakteriler, streptomisetler ve kiif mantarlar1 gibi organizmalarin oldugu cesitli

calismalarda belirtilmektedir (Jafar1 Barani, 2014).

1963 yilinda; Streptomyces, Pseudomanas ve Bacillus cinslerine ait ilk PHB
pargalayan mikroorganizmalari Chowdhury yaptigi ¢alismada bulmustur (Tokiwa ve
Calabia, 2004; Tirkoglu, 2009). Sonraki yillarda ise topraktan Acidovorax facilis,
Aspergillus fumigatus ve Pseudomonas lemoignei; aktiflenmis camurdan Alcaligenes
faecalisve ve P. fluorescens; deniz suyundan Comamonas testosteroni; gl suyundan
P. stutzeri ve anaerobik ¢amurdan Hyobacter delafieldii gibi ¢ok sayida bakteri ve
fungusun izole edildigi bildirilmistir (Ali, 2002; Tirkoglu, 2009).

Bakteriler tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilmesi icin PHB
depolimerize halde olmalidir. Yine depolimerizasyon sonrasinda meydana gelen 3-
hidroksibiitirik asiti cok sayida organizmanin kullanabilecegi belirtilmektedir (Sekil

1.3.) (Ediz ve Beyatli, 2005).

PHB'nin depolimerizasyonunda gorev yapan enzimler hiicre i¢i veya hiicre dis1
olmak iizere 2 gruba ayrilirlar. Hiicre i¢i enzimler B. megaterium ve A. eutrophus'da
tespit edilmistir (Lafferty ve ark., 1988; Yilmaz ve Beyatli, 2003). PHB'in hiicre ici
parcalanmasi, PHA depolimeraz enziminin PHB'1 hidrolize etmesi ile baslarken
(Braunegg ve ark., 1998; Tamdogan, 2008) hiicre dis1 parcalanmasini depolimeraz
katalize etmektedir. Enzimlerin aktiviteleri polimerin kompozisyonuna, amorf veya
kristalin yapida olmasina, kullanilan 6rnegin bdliimlerine ve cevresel sartlara gore

farklilik gosterebilmektedir (Madison ve Huisman, 1999; Tamdogan, 2008).
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PHB+— ¢ ¢ «—¢—«——«——«— «— 1
| PHB depolimeraz )
D(-)-3-hidroksibiitirat * PHB sentaz
| D(-)-3-hidroksibiitirat dehidrogenaz 1
Asetoasetat 1
| Asetoasetil CoA sentaz 1
Asetoasetil CoA————————— D(-)-3-hidroksibiitiril CoA
11 B-Ketotiolaz

Asetil CoA

Sekil 1.3. PHB’nin parcalanmasi ve sentezi (Ediz ve Beyatli, 2005).

PHB’nin 6nemli bir 6zelligi de iiretim kaynaklarinin yenilenebilmesidir. PHB’nin
fermentasyon ile sentezinde, seker ve yag asiti gibi tarim Uriinleri karbon ve enerji
kaynagi olarak kullanilmakta olup bu tarim {iiriinleri PHB’ye doniistiikkten sonra da
pargalanma triinleri CO, ve H,0’dur. Bu baglamda PHB’ler giderek azalan fosil
yakitlara alternatif olarak karsimiza g¢ikan yenilenebilen bilesiklerdir (Madison ve
Huisman, 1999; Ozdemir, 2012).

Biyoplastiklerin yeniden olusum siireci, sentez-parcalanma-sentez olarak ifade
edilmistir. Dogada bu siire¢ kendiliginden gerceklestigi igin ¢evre korunmasinda
dolayisiyla ekositemin dengesinin saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Dave ve

ark., 1996; Ozdemir, 2012).
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1.7. PHB’nin Kullanildig1 Alanlar

Endiistriyel olarak iiretilen termobiyoplastiklerin sertlik durumlarinin, polietilene
oranla dort kat daha fazla oldugu (20 kg/m) saptanmigtir. PHB ve petrol kokenli
polipropilenin fiziksel Ozellikleri kiyaslandiginda; PHB’nin kristal ve 06zgiil
agirliginin daha fazla olmasi, UV 1sinlarina direnglilik gibi 6zellikleri ile iiretiminin
Oonemli bir alternatif oldugu belirtilmektedir (Barham ve ark., 1984; Beyatli, 1996;
Bluhm ve ark., 1998; Mercan ve Beyatli, 2004). PHB, dogaya birakildiginda
tamamen parcalandigt ve c¢evre Kkirliligine neden olmadigt i¢in PHB/V tipi
polimerlerden ya da bunlarin baska polimerlerle karisimlart kullanilmaya

calisilmistir (Page, 1995; Lee, 1996; Mercan ve Beyatli, 2004).

Geleneksel yontemlerle iiretilen plastiklerin yillik biiylime oran1 %5 iken
biyoplastik iiretiminin biiyiime oran1 %30 olup daha yiiksektir. Arastirmalara gore
tiretim miktar1 2020°de 3.45 milyon tona ulasabilecektir ve yillik ortalama biiylime
orami 2013’den 2020 yilina kadar %6 olarak dngoriilmektedir. Uretim ve tiiketim
miktarlart kiyaslandiginda ise iiretimin talebi karsilamada yetersiz kaldig

saptanmustir (Ozdemir ve Erkmen, 2013; Dut, 2015).
1.7.1. Veterinerlikte Kullanildig1 Alanlar

Veterinerlik alaninda, ilaglarin kontrollii salinimini yapmak amaciyla PHB’den
yararlanilmaktadir. PHB genellikle sigir rumeninde ¢ok iyi pargalandigi igin
sigirlarda yapilan bir aragtirmada, hayvanlarin kurtlanmasini 6nlemek amaciyla bir
yil siireyle antihelmitik ilag i¢ceren PHB kapsiillerinin kullanimi incelenmistir.
Hayvan dokularinda toksik etkiye neden olmadigindan, viicutta absorbe edilen protez
aletlerin ve cerrahi dikislerin yapiminda PHB’nin kullanilmasi ile ilgili ¢ok sayida

bilim insan1 yogun olarak ¢alismaktadir (Mercan, 2002; Urug, 2006).
1.7.2. Ziraatta Kullanildig1 Alanlar

Toprakta biyopar¢alanmanin gerekli oldugu uygulamalarda PHB’nin oldukga
uygun bir yapiya sahip oldugu bilinmektedir. Bu 6zelliginden dolay1; film seklinde
kaplamada aliiminyum folyo gibi kullanilmasinin  yam1  swra  tohum

kapsiillendirilmesinde, fide tasimaciliginda 6rnekleri korumak amaciyla, giibre veya
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pestisitlerin ~ kontrolli ~ salimminda  plastik  kiliflar ~ seklinde  kullanildig
bildirilmektedir (Holmes, 1985; Tiirkoglu, 2009).

Yine tarimsal uygulamalarda tohumlarin zararlilardan korunmasi amaciyla
kullanildig1 da bilinmektedir. Bu amacla kisin, bugdayin topraktaki zararlilardan
korunmasi istendiginde, uygun insektisit PHB graniiliiniin i¢ine alinarak sonbaharda
bugdayla beraber topraga ekilebilir. Topraktaki bakteriler PHB graniiliinde kolonize
olur ve PHB bir hafta siiren inkiibasyon sonucunda insektisidi serbest birakmaya
baslar. Bitki biiyiimesi ve mikrobiyal biiylime insektisidin salinimiyla birlikte gec
sonbahara kadar devam eder. Yaklasan kisla birlikte topragin sicakligi diiser,
mikrobiyal biiylime orami azalir ve daha az insektisit serbest birakilmig olur.
Boylelikle aktif kimyasallar kullanilmadan toprakta zararlinin aktivitesi tim kis
boyunca azalir. Daha sonra ilkbahar ve toprak zararlisi tekrar geldiginde toprak
sicakligmmin  yiikselmesi PHB  kokenli pelletlerin  daha fazla mikrobiyal
parcalanmasini hizli bir sekilde artirir. Sonugta diger zararlilar i¢in de insektisit etkili
olur ve bu ise “biyolojik geribesleme” mekanizmasi olarak da bilinmektedir
(Holmes, 1985; Yilmaz ve Beyatli, 2003).

1.7.3. Tipta Kullamldig1 Alanlar

Son yillarda PHB saglik alaninda ¢ok sayida malzemenin iiretilmesinde yogun
olarak kullanilmaktadir. PHB’den; kardiyovaskiiler dokularda atardamar biiyiitmede
rejenerasyon malzemesi olarak, atriyal septal hasarlarin diizeltilmesinde, damar
naklinde, kardiyovaskiiler stent ve kalp kapak¢igi iiretiminde yararlanilmaktadir.
Yine PHA’lar implant ve tablet yapiminda, mikropartikiil taginiminda, sinirlerin
onariminda, ilag 6nciilii olarak, hayvan ve insan besin katki maddesi olarak, medikal
sektorde ise ortopedi alaninda lokal kemik olusumunun uyarilmasi amaciyla,
tirolojide {reter onariminda, yaralarmm sargisinda ve yumusak doku onariminda
kullanilmaktadir. Ayrica dis hekimliginde doku rejenerasyonunda kullanildigr da

bildirilmistir (Williams ve ark., 1996; Ensari, 2012).

PHB’nin dogrudan kullanilmasi ile birlikte depolimerizasyon iiriinii olan D(-)-3-
hidroksibiitirik asit monomeri de kullanilmaktadir. Bu tiim yiiksek yapili

organizmalarda bir ara metabolit bilesigi olmasinin yanisira insan kaninin normal bir
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Ogesi ve lipit metabolizmasinin da irlnidir (Holmes, 1985; Tamdogan, 2008).
Ozellikle beyin ve kalp dokusu i¢in de enerji kaynag olarak kullanilmaktadir. Ayni
zamanda diyabetiklerin kan serumunda anormal konsantrasyonlarda var olan keton

yapilarindan biri olarak da rol oynadigi da bildirilmistir (Tamdogan, 2008).

Ileri teknolojiler kullanarak tipta yeni iiriinler elde edilmesi gelecege yonelik
uygulamalar arasindadir. Bunlardan birisi ise; PHB’ nin uygun 6l¢iilerde su gegirmez
bir tiip formunda diizenlenen ¢ok ince fibrillerden olusan kan damari ya da bir
vaskiiler as1 seklinde kullanilmasidir. Uretilen bu as1, viicut iginde gelisen yeni
dokular i¢in gecici bir yapr iskelesi olarak gorev alabilir ve dogal dokular tarafindan
tamamen eski haline doniistiiriilebilir. Boylelikle viicudun dogrudan tepkisini alan
sentetik arterlerdeki blokaj ve pihtt olusum sorunununda ortadan kalkacagi

bildirilmektedir (Holmes, 1985; Mercan ve Beyatli, 2004).

PHB ve kopolimerlerinin bir diger oOnemli 0&zelligi ise; poliniikleotitler,
polisakkaritler polipeptitler ve proteinler gibi piezoelektrik polimer olmalari ve
poliviniliden florit polimeri gibi kesikli piezoelektrisite gostermeleridir. Poliviniliden
florit polimeri  filmlerinin  kemigi elektriksel stimiilasyon araciligi ile
kuvvetlendirdigi ve kemigin tamir edildigi bildirilmistir. Buradan yola ¢ikilarak bir
kemik kirigini sabitleyen levhalar PHB karisimindan yapilir ise, uyartiy1 alan kemik
biiylirek  gelisir. Daha sonra kemik kirigindaki plaka biyolojik yolla
pargalanabilmekte ve bulundugu yerde viicut tarafindan yavasca emilimi
saglanmaktadir. Tim bu siire¢ sonunda kemik kaynamakta plakayr uzaklasgtirmak
amaciyla bagka bir islem yapmaya ihtiya¢ duyulmamaktadir (Holmes, 1985;
Aydogmus, 2011).

1.7.4. Kimyasallarin Eldesinde Kullanilmasi

PHB’lardan ¢esitli kimyasallarin elde edilmesinde de yararlanilmaktadir.
Antibiyotikler, aromatikler, vitaminler ve feromonlar gibi kimyasallarin {iretiminde
kiral yap1 bloklari olarak, kiral bir merkezi ve iki fonksiyonel grubu (-OH, -COOH)
bulunan (R)-(-)-hidroksi asitler kullanilmaktadir (Lee ve ark., 1994; Dinigiizel,
2007).
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Yine organik kimya alaninda asimetrik sentez yontemi biiylk Onem
arzetmektedir. Enantiomerik saf bilesiklerden olan D-(-)-3 -hidroksibiitirik asit de bu
gruba ait oldugu i¢in saf maddelerin yiiksek miktarlarda elde edilmesinde PHB'nin
kullanilmast olduk¢a Onemlidir. D-(-)-3 konfigiirasyonuna sahip olan optik
izomerler, bulunduklar1 ortamda kiral merkezleriyle daha kuvvetli baglandiklari i¢in
kromatografi  ¢alismalarinda  kullanilabilmektedir.  Yine  bunlarin  yag/su
emiilsiyonlar1 amaciyla emiilsifikasyon ajani olarak kullanimi1 da uygundur (Holmes,

1985; Tamdogan, 2008).
1.7.5. Ozel Uygulamalarda Kullanimi

PHB, ¢ok aktif bir bilesik olmakla birlikte onu olusturan her bir hidroksibiitirat
ve hidroksivalerat monomer tnitesi kiral bir karbon atomuna sahip olup D(-)
konfigiirasyonundadir. Polimerlerin hidroliz olmasiyla elde edilen ¢ok sayida ilag,
yalniz bir kiral formda aktiftir ve bu materyal boyle bilesiklerin sentezinde ¢imento

gorevi yapar (Holmes, 1985; Mercan, 2002).

Paketleme filmleri ve bir kez kullanilip atilan esyalarin tiretiminde de PHB ve
kopolimerleri kullanilanilmaktadir. PHB filmleri, PET (polyethylene terephthalate)
kadar dayanikli degildir, ancak polipropilen filmleri kadar gii¢liidir. Cam ilaveli
PHB kaliplar1 ise naylona gére dayanikli ve daha serttir (Holmes, 1985; Tamdogan,
2008).

PHB; kopolimerleri kadar iyi bir sekilde preslenebilir, bigimlendirilebilir, lif
haline doniistiiriilebilir, filmleri yapilabilir ve klorine edilmis polietilen gibi baska
sentetik polimerlerle heteropolimer iiretiminde kullanilabilmektedir (Lafferty ve ark.,
1988; Tamdogan, 2008).

Son yillarda yapilan arastirmalar sonucunda tekstil sanayinde de, PHB'dan
yararlanilabilecegi bildirilmistir. Yapilan bir caligmada; A. eutrophus'dan izole edilen
genlerin pamuk bitkisine (Gossypium hirsutum L.Cv DP50) aktarilmas: ile
transgenik pamugun lif liimenleri i¢inde PHB {iretimi gergeklestirilmistir. PHB

graniilleri ile yiiksek 1s1 kapasitesi ve diisiik termal gecirgenligi olan transgenik
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liflerin  tekstil sanayisinde kullaniminin avantaj sagladigi Dbildirilmektedir
(Chowdhury ve John, 1998; Yilmaz ve Beyatli, 2003).

Lateks benzeri kagit ortiiler, glinlilk krem 6nciil maddeler ve gidalarda kullanilan
unun dagilimini saglayan ajanlarin tretiminde de PHB’den yararlanilmaktadir

(Madison ve Huisman, 1999; Weber, 2000; Lootz ve ark., 2001; Dinigiizel, 2007).

Ayrica cesitli poset, torba, jilet, catal, bicak, tabak, mutfak kaplari, tek
kullanimlik ¢ocuk bezi, sampuan ve mesrubat siseleri, karton siit kutularinin i¢ yiizey
kaplamalarinin yapiminda da PHB kullanilmaktadir (Hajikhani, 2003; Tiirkoglu,
2009).

Yine ¢ok sayida alanda o6zellikle; taze balik, et ve et Uriinleri, peynir, kurutulmus
tirtinler, orta nemli gidalar, yagli tohumlar, kurutulmus pastacilik {irtinleri, cipsler,
sekerlemeler gibi gidalarda nem ve oksijene karsi korumak ya da parlaklik saglamak,
aroma kaybmi onlemek i¢in PHB’nin kullanildigir bildirilmektedir (Lee, 1996;
Baysak, 2008).

1.8. PHB’nin Uretilmesinde Kullanilan Substratlar

PHB ve gesitli PHA’larin iiretimi amaciyla genellikle karbon kaynagi olarak;
glukoz, siikroz ve yag asitleri ile alkanlar ve kloroalkanoik asitler gibi substratlar
kullanilmaktadir. Yine biitirik ve pentatonik asit, propiyonik asit, 4-hidroksi
hegzanoik asit, L-Laktat gibi karbon kaynaklarmin kullanimi da arastirilmustir.
(Y1lmaz ve Beyatli, 2003; Baysak, 2008).

PHB’nin ticari iretimini ve pazarlanmasini, iretimde gerekli olan karbon
substratinm &zellikle de kullanilan sekerin fiyati sinirlandirmaktadir. Uretimin her bir
tonu icin 3 ton glukoz gerektigi belirtilmektedir (Page, 1992a; Ediz ve Beyatl,
2005). Maliyeti azaltmak i¢in rekombinant tiirler ile ¢alisilmakla birlikte degisik ve
ucuz karbon kaynaklari kullanilarak yliksek miktarda PHB {ireten suslar
arastirilmaktadir (Witholt, B., Kessler, 1999; Ediz ve Beyatli, 2005). Ayrica melas,
ksiloz, arpa ve soya atik sular1 ile peynir alti suyu kullanilarak diisiik maliyetli

biyoplastik iiretimi de amaglanmaktadir (Y1lmaz ve Beyatli, 2003; Urug, 2006).
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Page (1992b), A. vinelandii UWD susunun, seker pancari melasinda
tiretildiginde, glukozun {igte biri maliyete mal oldugunu ve ortama valerat eklenince
PHV kopolimerinin meydana geldigini tespit etmis ve melastan polimer {iretimini

arttirmak amaciyla ortama azot bilesenlerinin de eklenebilecegini bildirmistir.

P. pseudoflava ile yapilan bir arastirmada ise; karbon kaynagi olarak glukoz ve
ksiloz kullanilirsa PHB veriminin %22, arabinoz kullanilirsa %17 olabilecegini

belirlenmistir (Bertrand ve ark.. 1990).

Yine farkli bir substrat kullanilarak yapilan bagka bir ¢caligma da ise; rekombinant
E. coli’den peynir alt1 suyu kullanarak yiiksek PHB verimi elde edildigini Ahn ve
arkadaslar1 (2000) tespit etmislerdir.

Ayni substratla yapilan diger bir arastirmada; Kim (2000), rekombinant E. coli
tiirlinii peynir alt1 suyunda gelistirerek %20 ve Azotobacter chrococcum tiiriinii ise
nisasta igeren besi ortaminda gelistirip oksijeni sinirlandirilmis sartlarda %46 PHB

verimi sagladigini bildirmistir.
1.9. PHB Uretiminde Melasin Kullanimi

Melas, kristalize seker elde edildikten sonra ortaya cikan seker imali ve
rafinesinin son iirliniidiir. Bitki ¢esitine, hasata, toprak ve mevsim kosullarina, seker
rafinasyon islemlerine ve depolama sartlarina gore melasin bilesimi farklilik
gosterebilmektedir. Diinyada bulunan melasin %751 seker kamisindan, geri
kalaninin biiyiik bir kism1 ise seker pancarindan iretilmekte olup 100 ton seker
kamisindan 3-4 tonii, 100 ton seker pancarindan ise 4-6 ton melas ortaya
cikmaktadir. Melasin esas igerigini ise siikroz disakkariti olusturmaktadir (Yilmaz,

2003; Ediz ve Beyatli, 2005).

Azotlu maddeler (aminoasitler, amidler vb.), organik asitler, nisasta ve
pentozanlar gibi karbohidratlar melasta seker disinda bulunan organik maddelerdir.
Tiim bunlara ilaveten; mumsu maddeler, steroller ve pigmentler az da olsa
bulunmaktadir. Seker pancar1 melasindaki belirgin azotlu maddeler betain ile
glutamik asittir ve bunlar melasin kendine 06zgiin koku ve lezzetinin ortaya

¢ikmasinda rol oynaylar. Mikroorganizmalar melasta bulunan azotun sadece % 40-
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60’11 kullanalabildikleri i¢in amonyum tuzlari, sivi amonyak ya da iire besiyerine
eklenerek azot zenginlestirmesi yapilabilmektedir (Katircioglu ve Aksoz, 1996;

Goksungur, 1998; Mercan, 2002).

Melasin yapisinda; biyotin, inositol, riboflavin, tiyamin, pantotenik asit, nikotinik
asit, pridoksin ve kolin gibi B grubu vitaminler bulunmakla birlikte pancar melasinda
ise ¢cogunlukla potasyum miktar1 fazladir. Pancar melasinin bilesiminin; kuru madde-
%78-85; Toplam Seker-%48-58; Sakaroz-%51; Glukoz--; Fruktoz--; Rafinoz-%>1;
Toplam Azot-%02.8; a-Amino azot-%0.36; Fosfor, P205-%0.02-0.07; Kalsiyum,
CaO- %0.15-0.7; Magnezyum, MgO- %0.01-0.1; Potasyum, K20- %2.2-5.0; Cinko,
Zn-30-50 upg/g; Toplam Karbon, C-%2834; Toplam inorganik madde-%4-11;
Kiikiirt, SO3 -%0.3-0.4; Biyotin-0.01-0.13 pg/g; Kalsiyum pantotenat-40-100 pg/g;
Inositol-5000-8000 pg/g; Tiamin-1-4 pg/g; Pridoksin-2.3-5.6 ng/g; Riboflavin-0-
0.75 upg/g; Nikotinamid-37-51 pg/g; Folik asit-0.21 pg/g’den olustugu
bildirilmektedir (Ediz, 2004; Tiirkoglu, 2009).

Melas, fazla miktarda fermente edilebilir seker icerdigi icin c¢ok sayida
endiistriyel iriiniin fermantasyon ile iiretilmesinde hammadde kaynagidir (Cleasby,
1963; Srikanth ve ark., 2014; Ergene, 2015). Bu 6zelliginden dolay1; pigment, enzim,
aminoasit, etanol, biitanol, biyopolimer, biyohidrojen, polihidroksialkonatlar ve
organik asit iiretiminde diisiik fiyatli subsrat olarak da yararlanilmaktadir (Hsu ve
ark., 2014; Nakata ve ark., 2014; Srikanth ve ark., 2014; Shen ve ark., 2015; Ergene,
2015). Ayrica kimya endiistrisinde; yakit, lastik, baski, gida ve icecek iiretiminde
farkli amaglarla kullanildig1 da belirtilmektedir (Y1lmaz, 2006; Ergene, 2015).

Liu ve ark. (1998), rekombinant E. coli’nin tek karbon kaynagi olarak yiiksek
melas konsantrasyonlarinda PHB iiretiminin arttigini tespit etmislerdir. Bu amacla
yapilan ¢alismada; 35 saat sonra bakteri kuru agirliginin %80’inin PHB oldugunu
bildirmisler ve glukoz yerine melas kullanimimin daha ucuz ve ekonomik olacagini

ortaya koymuslardir.

B. megaterium’da PHB {iretimini arastiran Gouda ve ark. (2001); seker kamisi
melas1 ve misir suyunu karbon ve azot kaynagi olarak kullanarak en yiiksek PHB

miktarint melas ve glukoz igeren besiyerinden elde etmislerdir. Hiicre gelisiminin en
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fazla oldugu melas yiizdesi %3 olarak belirlenirken en yiiksek PHB veriminin

%46.2’lik oran ile %2’lik melas igeren besiyerinden elde edildigini saptamislardir.

1.10. Sideroforlarin Genel Ozellikleri

Demir diinyada en ¢ok bulunan ikinci metaldir. Fe (II) ve Fe (III) olarak iki
iyonize sekilde bulunabildigi i¢in genellikle oksidasyon-rediiksiyon enzimlerinin
kofaktorli olarak gorev yapmaktadir (Byers ve Arceneaux, 1998; Howard, 1999;
Seyer, 2009; Sezen, 2017). Fotosentez, solunum, oksijen salinimi, TCA
(trikarboksilik asit) dongiisii, nitrat sentezi, gen regiilasyonu, azot fiksasyonu, ATP
ve DNA sentezi gibi metabolik olaylarda ve diger biyolojik reaksiyonlarda c¢ok
sayida mikroorganizma (bazi laktobasiller hari¢) i¢in Onemli bir elementtir
(Neilands, 1995; Ratledge ve Dover, 2000; Skaar, 2010; Hammer ve Skaar, 2011;
Erdem, 2013; Sezen, 2017).

Okaryotik organizmalar demiri ¢ok zor ayristirdiklar1 halde bakteriler gesitli
yontemler gelistirerek kendilerine gerekli olan demiri kullanabilmektedirler (Erdem,
2013). Bu yontemlerden en iyi arastirilmis olani sideroforlardir. Molekiil agirliklar
1000 Da’dan az olan sideroforlar, demir baglamaya yiiksek egilim gosterirler. Cok
sayida enterik bakteri (E. coli, Klebsiella spp., Salmonella spp., Shigella spp.,

Enterobacter spp.) tarafindan;

» Enterobaktin (fenolat) ve
» Aerobaktin (hidroksamat)

olmak tizere iki tip siderefor tiretilmektedir (Tekin, 1998; Yal¢in, 2010). En yaygin
grup fenolat tipi sideroforlardir ve bunlar arasinda en ¢ok bilinen tiirii ise
enterobaktindir. Ancak bu sideroforun bakteriyel viriilanstaki gérevi kesin olarak
tespit edilememistir (Nassif ve Sansonetti, 1986; Podschun ve Ulman, 1998; Yalgin,
2010). Aerobaktin iiretimi ise bakteriyel viriilansta 6nem tasimaktadir (Podschun ve
Ulman, 1998; Yalgin, 2010).
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Winkelman ve Dreschel (1997) bakteriyal sidereforlari,

Katekolatlar,
Hidroksamatlar,
Peptid sidereforlari,
Mikobaktin ve

Sitrat hidroksamatlar

YV V. V V V

seklinde 5 tipte gruplandirmustir ( Sezen, 2017).

Kimyasal olarak ise siderofor; demirin yeterli olmadigi ortamda okaryotik,
prokaryotik ve yiiksek organizmalarca salinan diigiik molekiil agirlikli metal selat
bilesikler olarak tanimlanmaktadir (Miethke ve Marahiel, 2007; Giiney, 2014; Sezen,
2017). Onceleri siderofor; siderokrom, sideramin, sideromisin ve ionofor olarak ifade
edilmis olup daha sonralar1 bu terimler yerine Yunanca sideros: demir ve phores:
tasiyict anlamindaki siderofor terimi kullanilmigtir (Thomashow ve Weller, 1995;

Giiney, 2014).

Sideroforlar ¢ok farkli uygulama alaninda 6zellikle de biyoteknolojide dnemli bir
yere sahiptir Saglik, tarim, kozmetik gibi alanlarda, ozellikle cesitli kanserler ile
Malarianin tedavisinde demir tasiyicist ve antibiyotik olarak kullanildigi
bildirilmektedir (Bergeron ve Brittenham, 1993; Winkelmann, 2002; Diaz de
Villegas, 2007; Miethke ve Marahiel, 2007; Erdem, 2013).

Sideroforlar 6nemli enzimlerin gorevlerini yapmasini saglayan metal gruplarinin
elde edilmesinde kullanilirlar. Canlilarin metal kithigr yasadigi sartlarda metalleri
kullanilabilir duruma getirirler ve hiicresel homeostazisin saglanmasinda gorev
yaparak bakterileri fazla metalin toksik etkisinden de korurlar. Aerobik sartlarda
yasayan mikroorganizmalar; oksijenin indirgenerek ATP elde edilmesi, DNA’daki
ribotid Onciilerinin indirgenmesi, “heme” formasyonu ile farkli reaksiyonlarin
gerceklesmesi i¢in demir ve diger metallere gereksinim duymaktadir. Sideroforlar da

bu metallerin hiicreye kazandirilmasinda rol oynamaktadir (Aydin, 2014).

Demir iyonlarina baglanmadan sideroforlar ©Once kararli bir formda

bulunmaktadir. Demir iyonlari (Fe+3) ile karsilasan oktahedral (diizgilin sekizyiizlii)
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yaptya sahip bir siderofor, demir kompleksi olusturup ona giiclii bir sekilde baglanir
ve mikroorganizmalar, Fe*®ii Fe*?’ye doniistiirerek sideroforlar sayesinde demirin
alimmmini gergeklestirirler. Sideroforlarin hiicre ic¢ine yeniden hiicre disindan
alinabilmesi amaciyla hiicre zarinda 6zel reseptorler vardir. Bunlar tarafindan taninan
sideroforlar reseptorlere baglanarak hiicre zarinin iginden farkli mekanizmalar ile
hiicre icine taginmaktadirlar (Martinez ve ark., 2003; Raymond ve Denz, 2004,
Miethke ve Marahiel, 2007; Gliney, 2014; Sezen, 2017). Mikroorganizmalarda demir
alinmminda dis zar reseptorii, periplazmik siderofor baglayici protein (PBP) ve i¢

membranda ATP’ye bagl kaset (ABC) tasiyicilarin siderofor tasima sisteminde

gorev aldigr saptanmigtir (Ratul ve ark., 2012; Erdem, 2013).

Mikroorganizmalarin degisik kimyasal o6zellikler gosteren yiizlerce siderofor
tirettigi bildirilmektedir (Ratledge ve Dover, 2000; Giiney, 2014). Giiniimiize kadar
yaklastk 500 farkli sideroforun c¢esitli mikroorganizmalardan elde edildigi
belirtilmektedir (Boukhalfa ve Crumbliss, 2002; Giiney, 2014).

Siderefor fireten rizobakteriler c¢esitli diizeylerde bitki saghigmi ve demir
beslenmesini gelistirirler. Antibiyotik molekiillerini serbest birakarak ve patojenler
icin var olan demirin sinirlandirilmasiyla patojenlerin biiylimesine engel olup diger

mikroorganizmalarin biiytimesini kisitlarlar (Jha ve ark., 2015; Sezen, 2017).

Toprak bakterisi olan Rhizobium tiirlerinin konakgis1 olan bitki ile simbiyotik bir
iliskisi vardir. Bu iliski; nodiil olusumunda, leghemoglobin sentezinde, nitrogenaz
kompleksi, ferrodoksin ve simbiyozis sirasinda nitrogenaz sisteminin enerjisini
saglayan diger elektron transport proteinlerinde, demire ihtiya¢ duyuldugundan
dolay1 demire baglidir. Konakg1 bitkinin dokusu i¢inde bulunan Rhizobium tiirlerinin
hayat dongiisliniin bir boliimiinde invazyon, biiyiime ve farklilasmaya ihtiyac
olmakta ve bu asamada ise bitki mikrop etkilesimi i¢in dnemli olan demirin elde
edilmesinde sideroforiin rol oynamaktadir (O’Hara ve ark., 1988; Gill ve ark., 1991,
Guerinot 1991; Datta ve Chakrabartty, 2014).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. PHB ile Tlgili Yapilan Calismalar

Tim diinyada PHB iiretimiyle ilgili ¢alismalar 6zellikle de son yillarda hizli bir
ivme kazanmis olup bu ¢alismarda yogun olarak mikroorganizmalar hatta 6zellikle

de bakteriler tercih edilmektedir.

Azospirillum brasiliense Cd susunun; eksponansiyel fazin son sathasinda, yiiksek
C/N oraninda ve oksijenin smirlandirildiginda %5 olan PHB veriminin, %40’a

yiikseldigini Tal ve Okon (1985) tespit etmislerdir.

Lillo ve Rodriguez-Valera (1990) vyaptiklari c¢alismada; Halobacter
mediterranei nin, karbon kaynagi olarak glukoz ve nisasta kullanildiginda ve fosfati

sinirlandirilmis kosullarda %60 PHB verimi elde etmislerdir.

Fotosentetik bakteriler olan Rhodospirillum ve Rhodobacter cinsleri iizerinde
Brandl ve ark., (1991) tarafindan yapilan ¢alismada; bunlarin n-alkanoik asitlerden
polimer depo ettigi ve nitrojenin sinirlandirildiginda % PHB veriminin hiicre kuru

agirliginin %60- %70'i kadar olabildigi saptanmustir.

Zenginlestirilmis besiyerinde g¢ogaltilan Bacillus cinsi bakterilerin hiicre kuru
agirhgmna gore %5- %20 arasinda PHB biriktirebildigi Chen ve ark., (1991)

tarafindan yapilan ¢alismada belirlenmistir.

Page (1992a) yaptigi bir ¢alismada; A. vinelandii UWD susunun glukoz, fruktoz,
sakkaroz, maltoz karbon kaynaklar: ile seker kamisi melasi, seker pancari melast,
misir surubu, malt ekstrakti gibi karbon kaynaklarinda ytiksek PHB verimi elde

etmistir.

E. coli’de PHB iiretimi i¢in, A. eutrophus PHB sentez genleri tasiyan plazmidleri
kullanan Lee ve ark., (1994) plazmid stabilitesinin yiiksek oldugunu ve PHB

veriminin %80.1'e ulastigini belirtmislerdir.

PHB igeriginin nitrogenaz enzimi aktivitesi ile ters, hidrogenaz enzimi aktivitesi

ile dogru orantili oldugunu ortaya koyan Bonartseva ve ark., (1994) R.
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leguminosarum, R. trifoli, R. galega, R. meliloti, R. phaseoli tiirlerinin PHB
tiretimlerinin susa ve kiiltiirel ortama bagl oldugunu goézlemlemislerdir. Siikroz
iceren besiyerinde, farkli azot kaynaklar1 kullanarak yaptiklar1 ¢alismada en yiiksek

PHB verimini KNO;’l1 besiyerinde %65 ile R. phaseoli’den elde etmislerdir.

P. extorquens’te PHB iiretimi incelenmis ve ti¢ farkli igerige sahip besiyerinde
yeast ekstrakt igeren temel ortam; %21 gliserinli iken %22, %1.5 glukozlu iken %15
ve %0.5 metanollii iken ise %27 oraninda PHB iretildigi Karaboz ve Umay (1994)
tarafindan bildirilmistir. Ayrica 0.81 pg/ml hiicre kuru agirhgindan %1 gliserinde
0.18 pg/ml, 0.93 pg/ml hiicre kuru agirligindan %21.5’luk glukozda 0.14 pg/ml ve
1.18 pg/ml hiicre kuru agirhigindan %0.5°1ik metanolde 0.32 pg/ml PHB elde edildigi
de bildirilmistir.

R. meliloti’de; ortamda karbon kaynagi olmasina ragmen gelisme igin gerekli
nitrojen gibi elementler sinirli tutuldugunda ve fruktozlu ortamda iiretildiginde biiyiik
miktarda PHB’nin depo edildigi Jan ve ark., (1996) tarafindan tespit edilmistir.

Gomez ve ark., (1996) toprak bulunan Gram negatif bakterilerin siikroz, fruktoz
ve glukoz ile propiyonik asitten PHB firetimini arastirmislar ve %50-80 arasinda

verim elde etmislerdir.

Farkli karbon ve nitrojen kaynaklarinin R. meliloti’deki PHB {iretimine etkilerini
aragtiran Tavernier ve ark., (1997) glukoz ve fruktoz igeren besi ortaminda
bakterilerin farkli gelistiklerini ve yeast ekstrakt iceren fruktozlu ortamda hiicre kuru

agirliginin %85 nin PHB oldugunu tespit etmislerdir.

A. beyerninckii bakterisinin kazein pepton, maya 6ziitii, kasamino asit ve iire gibi
organik azot kaynaklarinin glukoz veya siikroz gibi karbon kaynaklariyla kombine
edildiginde, azot sinirlamasina gerek kalmadan %50’den fazla PHB iiretebilecegi
Bormann ve ark., (1998) yaptiklari caligmada tespit etmislerdir. Arastirmacilar
PHB’nin biiyiime sartlarindan etkilendigini ve Kkazein-pepton iceren besiyerinde
biiylimenin durgun fazinda en yiiksek PHB firetiminin gerceklestigini, oksijeni

siirlandirilmis kosullarda PHB {iretiminin arttigini bildirmislerdir.
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10 adet B. sphaericus susunun PHB iiretimlerini inceleyen Mercan ve Beyathi
(2001); B. sphaericus suslarmin hiicre kuru agirliklarina gére PHB iretim
miktarlariin  %5- %25.88 arasinda oldugunu bildirmislerdir. %2 et ekstrakti
konsantrasyonunda B. sphaericus ATCC 7055, ATCC 12300 ve 34-2 suslarinin
hiicre kuru agirliklarinin sirastyla %32.50, %31.64, %30.63’{iniin PHB oldugunu

tespit etmislerdir.

Lebuzek ve Radecka (2001); B. cereus UW85 susunu nitrojeni sinirlandiriimis

kosullarda gelistirdiklerinde PHB veriminin %9 oldugunu gézlemlemislerdir.

B. megaterium’da PHB iiretimine farkli karbon kaynaklarinin etkisini arastiran
Mona ve ark., (2001); glukoz kullanildiginda PHB iiretiminin en yiiksek oldugunu
saptamiglardir. En iyi gelisme %3 melasta olurken PHB’nin maksimum verimini

(%46.2), %2 melas ortaminda elde etmislerdir.

B. sphaericus, B. subtilis, B. licheniformis, B. cereus, B. thuringiensis ve Bacillus
spp. bakterilerinin PHB iiretim yeteneklerini arastiran Saadettin ve ark., (2001);
hiicre kuru agirliklarina gére PHB iiretim miktarlarin1 Bacillus spp. suslarinda
%3.14- %31.42, B. subtilis suslarinda %10.71- %35.0, B. cereus suslarinda %12.24-
%22.22, B. sphaericus suslarinda %10.71- %57.40, B. licheniformis susunda %46.66

olarak bulmuslardir.

Substrat olarak pancar melasi kullanilan ortamlarda, batik kiiltiir fermantasyonu
ile P. extorquens DSM 1337 ve A. chroococcum (TEM)’in PHB iiretimlerini
arastiran Ates ve Ekmekgi (2001); optimum kosullarda sakkarozlu ve melasli mineral
ortamda PHB {iretim verimini de karsilagtirmiglardir. PHB {iretim verimi pancar
melaslt mineral ortamda P. extorquens DSM 1337°de %22.98 ve A. chroococcum
(TEM)’de %12.10 olarak bulmuslar ve en iyi PHB iiretiminin sakkarozlu mineral

ortamdan elde edildigini bildirmislerdir.

Mercan (2002) doktora ¢alismasinda; R. meliloti, B. japonicum, R. phaseoli, R.
legiiminosarum, R. viciae ve Rhizobium spp. tiirlerine ait 31 adet sus kullanarak
bakterilerin PHB iiretimlerinin hiicre kuru agirliklarina gére %5.37- %57.09 arasinda
oldugunu bildirmistir. Maksimum PHB {ireten R. viciae F111 (%57.09), R. meliloti
Y11 (%39.25) ve B. japonicum S Irat Fab (%34.43) suslarinin farkli karbon ve azot
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kaynaklarinda PHB {iretimlerini incelemistir. R. meliloti Y11 (%87.75) ve B.
japonicum S Irat Fab (%34.31) suslarindan glukoz besi ortaminda maksimum PHB
saglanirken, R. viciae F111 susundan mannitol i¢eren besiyerinde yiiksek oranda
(%41.22) PHB eclde edilmistir. Suslarin azot kaynaklarinda (F111 disinda) PHB
verimlerinin yiikksek olmadigi saptanmistir. Azot kaynagi olarak proteaz pepton
iceren besi ortaminda R. meliloti Y11 susu maksimum %26.23 ve B. japonicum S
Irat Fab susu %26.78 PHB iiretirken R. viciae F111 susunun asparajin azot

kaynaginda maksimum %48.13 PHB iirettigini tespit etmistir.

27 adet Streptomycetes izolatinin %80’inin PHB’yi 9%0.3-7.6 oraninda
sentezledigi Ugur ve ark., (2002) tarafindan bildirilmistir.

Aslim ve ark., (2002) Ankara topraklarindan izole ettikleri Bacillus cinsi
bakterilerin PHB iiretimlerini incelemislerdir. Aldiklar: alt1 farkli toprak 6rneginden
40 adet bakteri izole etmisler, 27 sus ile ¢alismislar ve hepsinde PHB saptamislardir.
En yiiksek PHB veriminin B. megaterium Y6 (%43.13)’da iken, hiicre kuru
agirhigina gore en diisik PHB veriminin B. subtilis K1 (%6.53)’de oldugunu
belirtmislerdir

Melas besiortaminda iki adet R. japonicum, bir adet B. japonicum ile iki adet
Rhizobium spp. susunun PHB iretimleri, Ali (2002) tarafindan arastirilmis ve
bakterilerin PHB iiretimlerinin kuru agirliklarina gére %2.2- %51.1 arasinda oldugu
bulunmustur. Yiiksek PHB verimine sahip Rhizobium spp. 3172 susu ile orta derece
PHB verimi gosteren Rhizobium spp. MR90 susunun asparajin, glisin, KNO; ve
proteaz peptonda PHB iiretim yetenekleri arastirilmistir. Rhizobium spp. MR90
susunun karbon kaynagi olarak glukoz kullanildiginda PHB veriminin en yiiksek
(9%10.7) ve azot kaynagi olarak asparajin kullanildiginda en yiiksek (%41.1) oldugu,
Rhizobium spp. 3172 susunun karbon kaynagi olan sukrozda en yiiksek (%23.8) ve
azot kaynagi olarak proteaz peptonda (%21.6) oldugunun saptandigi bildirilmistir.

Mercan ve ark., (2002) bir adet R. japonicum, alt1 adet R. cicer, sekiz adet
Rhizobium spp. ve B. japonicum USDA C110 susunda PHB iiretimini
aragtirmiglardir. Suslarin PHB igeriklerinin 0.01-0.5 g/l ve PHB verimlerinin hiicre

kuru agirliklarina gore %1.36- %40.0 arasinda degistigini saptamiglardir. En yiiksek
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verime sahip olan Rhizobium spp. 2426 ile orta verimlilige sahip olan Rhizobium spp.
640 suslarin1 se¢ip, farkli karbon ve azot kaynaklarmin PHB iretimine etkisini
incelemislerdir. Yine suslarin Yeast Mannitol Broth (YMB) besiyerinde diisiik, L-
sistein ve Glisin iceren besiyerinde yiiksek miktarda PHB {irettigini bildirmislerdir.
L-sistein ve Glisin ortaminda Rhizobium spp. 640 susunun PHB verimi sirasiyla
%13.40 ve %56.67, Rhizobium spp. 2426 susunun sirasiyla %70.0 ve %61.43

oldugunu da belirtmislerdir.

Lactobacillus, Lactococcus ve Streptococcus cinslerine dahil olan bazi laktik asit
bakterilerinin PHB {iretimlerini arastiran Yiiksekdag ve ark., (2003) hiicre kuru
agirlhigina gére PHB veriminin Lactobacillus tiirlerinde %0.52- %25.55, Lactococcus
tirlerinde 9%0.61- %14.81 ve Streptococcus tiirlerinde %1.20- %13.69 oldugunu
saptamiglar ve Streptococcus’un bir, Lactococcus’un alti susunun PHB iiretmedigini

bildirmislerdir.

Nutrient Broth besiyerinde yiiksek oranda PHB iireten B. subtilis F1 ve B.
megaterium P1 suslarin1 ¢esitli melas konsantrasyonlarinda ve ¢esitli inkiibasyon
stirelerinde inceleyen Ediz (2004) PHB iiretimlerinin kuru agirliklarina gore B.
subtilis F1 susunda %15.80- %84.71 ve B. megaterium P1 susunda %12.00- %85.00
arasinda  degistigini  saptamistir. B. subtilis FI susunda %0.5 melas
konsantrasyonunda inkiibasyonun 36. saatinde en yiiksek PHB verimi (%84.71) ve B.
megaterium P1 susunda %2 melas konsantrasyonunda inkiibasyonun 24. saatinde en

yiiksek PHB verimi (%85.00) elde ettigini belirtmistir.

R. phaseoli CIAT 899 ve R. leguminosarum Le 735 suslarinin YMB besiyerinde
PHB iiretimlerini arastiran Urug (2006) PHB {iretimlerinin kuru agirliklarina gére R.
phaseoli suslarinda %17.23- %26.04 ve R. leguminosarum suslarinda %8.69- %

18.91 arasinda oldugunu bildirmistir.

Toprak, ¢amur, su ve tuz drneklerinden halofilik bakteriler izole eden Dinigiizel
(2007) PHB iiretenleri Sudan Black B boyasi ile belirledigi bakterilerin PHB
miktarlarin1 0.123-0.519 g/l ve PHB verim yiizdelerini hiicre kuru agirliklarinin
%2.03- %29.48’1 arasinda bulmustur. AG 27 kodlu izolat %29.48 verimle en yiiksek,
TG 24 kodlu izolat %2.03 verimle en az PHB iirettigini tespit etmistir. AG 27
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izolatinin PHB veriminin; besiyeri %1 oraninda galaktoz igerdiginde %43.47, %2
oraninda galaktoz igerdiginde %42.09, %5 oraninda galaktoz i¢erendiginde %42.69,
%0.3 oraninda yeast ekstrakt icerdiginde %52.20’ye yiikseldigini, %0.00375
oraninda KH,PO, igerdiginde ise %27.14’¢ diistiigiinii bildirmistir. Ayrica besiyerine
%1 oraninda galaktoz ve %0.3 oraninda yeast ekstrakt birlikte eklendiginde AG 27
izolatinin PHB veriminin %59.19’a yiikseldigini saptamstir.

Tekin (2008) tuzla topraklarindan izole ettigi 14 izolatin fenotipik ve genotipik
analizlerini yaparak PHB iireten izolatlar1 belirlemek igin Nile Blue A boyasi
kullanmis ve en iyi PHB iireticisi olarak 10 no’lu izolati segmistir. PHB {iretici
kontrol grubu olarak Haloferax mediterranei ATCC 33500 tip straini kullanmustir.
Fosfat sinirlamasi olan %1 asetat, %2 glikoz iceren ortamda 10 no’lu izolatin hiicre
kuru agirhgmin %6.534, H. mediterranei ATCC 33500’tn %40.3’1; fosfat
sinirlamast olan %2 glikozlu ortamda 10 no’lu izolatin hiicre kuru agirliginin
%b5.34°1, H. mediterranei ATCC 33500’iin %38.59°u; %1 glikoz ve %0.1 yeast
ekstrakt igceren temel ortamda 10 no’lu izolatin toplam hiicre kuru agirliginin
%4.48’1, H. mediterranei ATCC 33500’iin %54.26’s1 oraninda PHB direttigini
bildirmistir.

R. phaseoli bakterilerinin YMB besiyerinde PHB iiretimlerini arastiran Baysak
(2008) farkli seker konsantrasyonlari, ¢alkalama hizlar1 ve inkiibasyon siirelerinin
PHB iretimine etkisini incelemistir. R. phaseoli suslarmin farkli seker
konsantrasyonlarinda PHB {iiretimlerini kuru agirliklarma gore %16.08- %26.84,
farkli galkalama hizlarinda %16.88- %26.38 ve farkli inkiibasyon siirelerinde %2.5-
%31.16 arasinda buldugunu belirtmistir.

B. subtilis ATCC 6633 susunun PHB verimini arastiran Tamdogan (2008)
inkiibasyon siiresi, sicaklik, pH, farkli karbon kaynaklari, farkli azot kaynaklari ve
(C/N) oraninin PHB sentezine etkisini incelemistir. En yliksek PHB birikimini, 24
saat inkiibasyonda (10.4981 pg/ml), pH 7’de (10.4981 ug/ml), karbon kaynagi olarak
D-mannitol i¢eren besiyerinde (23.6623 pug/ml), azot kaynagi olarak L-glisin igeren
besiyerinde (14.6217 pg/ml), karbon/azot orani 2.5 olan besiyerinde (3.2481 pg/ml )
ve 30 °C sicaklikta (10.4981 pg/ml) tespit etmistir.
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Melasin farkli konsantrasyonlarinda spektrofotometrik metot yardimiyla
Rhizobium suslarmin PHB iiretimlerini inceleyen Tiirkoglu (2009) kontrol grubu
olarak Ankara Toprak ve Giibre Arastirma Enstitiisii’nden R. phaseoli CIAT 899
susunu temin etmistir. R. phaseoli CIAT 899 susunda  %0.5°lik melas
konsantrasyonunda, 96 saatlik inkiibasyonda hiicre kuru agirliklarina gore en yiiksek
PHB verimi (%29.43) elde edilmistir. Diger Rhizobium suslarinin PHB verimlerinin
farkli melas konsantrasyonlarinda %5.90- %60.23 arasinda degistigi saptanmustir.
Farkli melas Kkonsantrasyonlarindaki en yiiksek PHB verimi %15 melas

konsantrasyonunda 15F kodlu izolattan (%60.23) sagladigini bildirmistir.

PZR yontemi ile ¢ogaltilan A. latus DSM 1124 irkinda yer alan PHB biyosentez
genlerinin pSP 72, pUC 19 ve pQE 40 plazmitlerine aktarimi Ensari (2012)
tarafindan saglanmistir. Rekombinant plazmitler 10 farkli E. coli irkina aktarilarak
PHB iiretimi i¢in en uygun olan 1rk ve plazmit olarak pQEAL1124 plazmitini tasiyan
E. coli Rosetta irk1 belirlenerek PHB firetiminin arttirilmasi igin besiyeri, karbon
kaynagi, sicaklik, karistirma hizi etkisi incelenmis ve %60’1n iizerinde verim elde

edilmistir.

B. thuringiensis RSKK 381 ile PHB iiretimi ve starter sus taramasinda izolasyon
yapilan alanlardan tarimsal bolgelerin 6nemi Dut (2015) tarafindan incelenmistir.
Bakterinin {iretimi ve PHB birikimi i¢in; ph (3-5-7-11), inkiibasyon siiresi (1-2-3-
giin), sicaklik (30-37 C) ve karistirma hizi (karistirmasiz-350 rpm-650 rpm) etkisi
aragtirtlmistir. PHB Dbirikimini arttirmak igin sentetik ve dogal farkli azot- karbon
kaynaklarinin ve metal iyonlariin etkisi de incelenmistir. Bakteriyel biiyiime i¢in
optimum pH 7, sicaklik 30 °C, siire 48 saat ve karistirma hizinin 650 rpm oldugu
belirlenmistir. Bu kosullarda farkli karbon kaynaklarinda en yiiksek biyokiitle
kontrol grubunda (0.685 g/ 1 KHA), en hizli biiyiime gliserolde (0.854 h-1) ve en
yiiksek PHB verimi mannozda (%29.73 g PHB / g KHA) saptanmistir. Farkli azot
kaynaklarinda en yiiksek biyokiitlenin konrol grubunda (0.685 g/l KHA), en hizli
biiyiimenin amonyum siilfatta (0.659 h-1) ve en yiiksek PHB veriminin amonyum
nitratta (%27.3 g/ KHA) oldugu tespit edilmistir. C/N orani acisindan en yiiksek
biokiitle C/N =0.5’te en yiiksek PHB verimi C/N =1.5’ta gozlemlenmistir.
Mikrobiyal bityiime (0.787 g/ KHA) ve PHB verimi (%28.33 g PHB/ g KHA) igin en
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etkili metal iyonunun Nikel oldugu fakat en hizli bitytimenin Bor ortaminda (0.863 h-
1) gergeklestigi ve Magnezyumun biokiitle ve PHB verimi agisindan minimum etki
gosterdigi belirtilmektedir. Ayrica bakterinin tarimsal alanlardaki uygulamaya
yonelik gosterdigi tepkiyi belirlemek igin biyokiitle, tireme hizi ve PHB verimi
acisindan 3 farkli giibre kullanilarak hazirlanan besiortamlarinda bakterinin en
yiiksek biyokiitle ve PHB verimi biyogiibreden (organik giibre, 0.240 g/ 1 KHA,
%43.3 g PHB/ g KHA) elde edildigi bildirilmistir.

Kiicik ve ark., (2016) Vicia sativa L.’min kok nodiil bakterilerinde PHB
iiretimlerini arastirmuslardir. Izolatlarin PHB diretimi, hiicre kuru agirligma gore
0.100-0.428 g/l (w/v) arasinda olup en yiiksek PHB verimi V1 izolatinda (%77.3)
belirlenmistir. Izolatlarda PHB dongiisiinde rol oynayan iki enzimin aktivitesi
incelendiginde en yiiksek B-ketothiolaz aktivitesinin V15 izolatinda, en yiiksek -
hidroksibiitirat dehidrogenaz aktivitesinin ise V3 izolatinda tespit edildigi

belirtilmistir.
2.2. Siderofor ile ilgili Yapilan Cahsmalar

Melioidozisli hastalardan izole ettikleri 84 P. pseudomallei izolatinda siderofor
tiretimini CAS agar kullanarak arastiran Yang ve ark., (1991) biitiin Pseudomonas

tiirlerinde siderofor liretimi oldugunu bildirmislerdir.

Monjanatha ve ark., (1992) 6 referans susun (3’1 yavas gelisen B. japonicum ve
3’1 hizli gelisen R. fredii) siderofor iiretimini ve R. fredii mutantinin (asir1 siderofor
tiretimi i¢in Tn5 ilavesiyle gelistirilen) alkali toprakta gelisme yetenegini arastirmis
ve B. japonicum referans suslarini (BDTB 110, 123 ve 135) “Neilands” yontemine
gore CAS Agar soliisyonu kullanarak sivi kiiltiirde incelemistir. Daha fazla siderofor
tiretimi i¢in TnS transpozunun kullanilmasiyla Cin R. fredii susu gelistirilmistir.
Yavas gelisen 3 Bradyhizobia arasinda BDTB 135’nin demir miktariin disiik
oldugu sivi besiyerinde siderofor iireten tek sus oldugunu bildirmislerdir. Sera
sartlarinda nodiil olusumu incelendiginde siderofor iireten iki mutant R. fredii susu

ile tiretim orani %3 ve %4 olurken yabani tiirde bu oranin %19 oldugu belirtilmistir.

35



Topraktan izole ettikleri 2 P. fluorescens ve 2 P. chlororaphis izolatinin siderofor
tiretimini ve gida patojenleri tizerindeki antimikrobiyal etkilerini arastiran Laine ve

ark., (1996) 4 izolatin da siderofor iirettigini bildirmislerdir.

Vachee ve ark., (1997) kaynaklardan siselenme Oncesinde topladiklart maden
sularindan izole ettikleri ve %29’unu tiir seviyesinde tanimladiklar1 382 izolatin
siderofor iretimini  arastirdiklari  ¢alismalarinda 120 Pseudomonas  spp.
tammlamislardir. Identifiye edilemeyen, floresan &zellikteki Pseudomonas’larin
99’unda (%82.5); izole edilen P. fluorescens’lerin 35’inde (%70), P.
chlororaphis’lerin 1’inde (%25), P. stutzeri ve P. alcaligenes’lerin tamaminda
siderofor tiretimini saptamislardir. King B besiyerinde pyoverdin iretimi tespit
ettikleri halde CAS Agar’da siderofor iiretmeyen suslarin %35 oraninda oldugunu

belirtmisglerdir.

Tekin (1998) yapti1 calismada; istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
hastalarina ait idrar orneklerinden izole ettigi 95 Klebsiella pneumoniae susunun
93’{inlin  (%97.8), 29 K. oxytoca susunun ise 28’inin (%96.5) siderofor iirettigini

tespit etmistir.

R. ciceri suslarinin kiiltiirel sartlarda siderofor iiretimini arastiran Dhul ve ark.,
(1998) mutant Ca401RW5 digindaki tiim suslarin siderofor iireticisi olduklarini tespit
etmistir. Yiksek oranda siderofor {ireticisi oldugu belirlenen nohut bitkisine standart
Cal81 susu asilanarak siderofor iiretimindeki sartlar1 ayarlamada kullanilmis ve
sadece hidroksamat tip sideroforlart firettigi saptanmistir. Hidroksamat {iretim
seviyesi, dogrusal olarak giinliik gelisme evresi boyunca 8 giine kadar arttirilmistir.
Orta seviyedeki demir takviyesi, hidroksamat iiretiminde diisiisle sonuglanmis ve
500J.IM demir seviyesinde, hidroksamat seviyesi % 40 kadar diigmiistiir. Test edilen
diger suslar icinde, hidroksamat seviyesindeki diisiis %30- %75 arasinda degisiklik
gostermistir. Ca85A23 susundaki bu demir seviyesi tamamen hidroksamat {iretimini
durdurmustur. Demir takviyesinin, neredeyse teste tabi tutulan tiim suslarda nodiil
taze agirligini uyardigini belirtmistir. Ayrica, bu uyarti bakteriyel susta cesitlilik
gosterse de, her bitkideki nitrojen kazancinin simbiyotik yeterliligin artis1 yoniinde

oldugu bildirilmektedir.
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Mahmoud ve ark., (2001) rizosfer mikroflorasindan izole ettikleri 84 izolatin
siderofor iiretimini kimyasal yollarla arastirmiglardir. CAS Agar’da pozitif sonug
veren 42 izolat i¢indeki P. aeruginosa izolatlarmin tamaminin giiglii pozitif sonug

verdigini saptamiglardir.

Ang-Kiiciiker ve ark., (2002) triner sistem infeksiyonlu hastalardan izole ettikleri
20’si K. pneumoniae ve 6’s1 K. oxytoca olmak iizere toplam 26 susun tiimiinde
siderofor iiretimi tespit etmislerdir. izolatlarm %54’iiniin enterobaktin, %8’inin ise
aerobaktin tirettigi ve aerobaktin iireten suslarin hepsinin K. pneumoniae oldugunu

belirtmislerdir.

El-sukhon (2002) siit ve siit iriinlerinden izole ettigi 346 Klebsiella tiiriiniin

96’smin (%27.7) siderofor tirettigini saptamistir.

Huston ve ark., (2004) P. aeruginosa’da tanimlanan 2 tip siderofor olan
pyosiyalin ve piyoverdin iiretimini King A ve King B ortamlarinda incelemislerdir.
Calismalarinda 35 klinik Pseduomonas spp. izolati kullanmislar ve 4 sus hari¢ tiim

izolatlarda King B ortaminda pyoverdin tipi siderofor iiretildigini bildirmislerdir.

30 rizosfer orneginden izole ettikleri floresan 6zellikteki Pseudomonas’larin in
vitro kosullarda siderofor tiretimi King B ortaminda Paez ve ark., (2005) tarafindan
arastirilmistir. S1vi ve kati ortamda 24 saat inkiibe ettikleri P. aeruginosa, P. putida
biovar B ve P. marginalis izolatlarinda sari-yesil pigment olusumunu siderofor

varlig1 olarak yorumlamislardir.

Hindistan’da National Collection of Industrial Microorganisms (NCIM) ve
National Chemical Laboratory (NCL) merkezlerinden temin ettikleri P. fluorescens
NCIM5096 ve P. putida NCIM 2847 suslarinda siderofor {retimini
spektrofotometrik metot ile arastiran Sayyed ve ark.,, (2005) CAS Agar’da
sonuglarimi dogrulamiglardir. CAS Agar’da P. fluorescens’in %87 ve P. putida’nin

%83 oraninda siderofor iirettigini bildirmislerdir.

Degisik klinik 6rneklerden elde edilmis 120 Klebsiella spp. izolatinin %30.8’inin
aerorobaktin, %91.7’sinin enterobaktin sentezledigi Kaleli ve ark., (2006) tarafindan

bildirilmistir.
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Calismasinda izole ettigi Pseudomoanas’larin siderofor tayinlerini Schwyn ve
Neilands yontemine gore belirleyen Aydmn (2010) TSB besiyerine ekerek 24 saat
inkiibasyona biraktig1 kiiltiirlerden 2-3 koloni alip CAS agara inokiile etmistir. 30-
35°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda mavi-turkuaz renkteki CAS agarin sari-
turuncuya donmesini siderofor varligi olarak yorumlamis ve tiim izolatlarda siderofor

tiretiminin oldugunu bildirmistir.

Ankara’da tiikketime sunulan etleri Klebsiella tiirleri agisindan inceleyen Yalgin
(2010) izole ettigi 45 Klebsiella spp. izolatim1 CAS Agar kullanarak Schwyn ve
Neilands yontemine gore arastirmis ve 20 adedinin (%44) siderofor {ireticisi

oldugunu belirtmistir.

Bazi Bacillus tiirlerinde siderofor iiretimini ve B. cereus DSM 4312 susunda
siderofor tiretiminin optimizasyonu arastiran Giiney (2014) tiim suslarda Payne’nin
(1994) caligmasini referans alarak CAS Agar’da siderofor iiretimi gozlemlemis ve
CAS s1vi deneyleri sonucunda sadece B. cereus DSM 4312 susunda siderofor iiretimi
saptamustir. En yiiksek siderofor iiretimini B. cereus DSM 4312 bakterisinde (8 mm),
en diistik ise B. cereus / B. thuringiensis A77/K-1 (4 mm) bakterisinde tespit etmistir.

Aydin (2014) yaptig1 calismasinda; Payne’nin (1994) ¢aligmasini referans alarak
Brevibacillus laterosporus’un siderofor iiretimini ve gesitli metallerin (Fe, Co, Ni,
Hg) siderofor tiretimine etkilerini arastirmistir. CAS analizi ile siderofor varligini ve
Arnow (1937) analizi ile B. laterosporus’un iirettigi sideroforun katekol tipi
oldugunu tespit etmistir. B. laterosporus 01/IK3-2 bakterisinde zon ¢apininin 10 mm

oldugunu belirlemistir.

Erzurum ve c¢evresindeki tuz igerigi yiiksek habitatlardan izole ettigi halofilik
rizobakterilerin siderofor iiretme potansiyellerini inceleyen Sezen (2017) TSB
besiyerinde 24 saat gelistirtigi bakteri kiiltiirlerini 15.000 rpm’de 15 dk. santrifiij
ettikten sonra yaklasik 0,5-1x10° CFU/ml ODggo olacak sekilde ayarlamig ve CAS
Agar’da actig1 kuyucuklara inokiile ederek 30°C’de 7 giin inkiibasyona birakmuistir.
Inkiibasyon sonucunda siderofor iireten izolatlarin zon caplarinin1 0.5-1.2 cm olarak

tespit etmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Kullanilan Bakteri Kiiltiirleri

Calismada Kirsehir il merkezi ve ilgelerdeki (Kaman, Mucur, Akpinar, Ak¢akent,
Cigekdagi, Boztepe) yabani baklagil bitkilerinden (fig (Vicia cracca L.) ve tas
yoncasi (Melilotus officinalis (L.) Desr.)) daha 6nce izole edilmis Rhizobium spp.

izolatlar1 kullanilmistir (Tablo 3.1.).

Ayrica kontrol susu olarak ise; Institute of Fermentation, Ojaka, Japonya’dan

temin edilen R. leguminosarum IFO 14778 tiirti kullanilmustir.
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Tablo 3.1. Rhizobium spp. Izolatlarinin Toplandig1 Bitkiler

Izolat Toplanan Izolat Toplanan
No: Bitkiler No: Bitkiler
HR 1 Melilotus officinalis HR 45-1 Melilotus officinalis
HR 2-1 Melilotus officinalis HR 48-1 Vicia cracca
HR 2-2 Melilotus officinalis HR 48-2 Vicia cracca
HR 4 Vicia cracca HR 49 Melilotus officinalis
HR 7a Melilotus officinalis HR 50-1 Melilotus officinalis
HR 7b Melilotus officinalis HR 50-2 Melilotus officinalis
HR 14 Melilotus officinalis HR 51 Melilotus officinalis
HR 16-1 Melilotus officinalis HR 52-2 Vicia cracca
HR 16-2 Melilotus officinalis HR 59-1a Vicia cracca
HR 19 Melilotus officinalis HR 59-1b Vicia cracca
HR 28 Vicia cracca HR 59-2 Vicia cracca
HR 29 Melilotus officinalis HR 102-1 Vicia cracca
HR 31 Melilotus officinalis HR 102-2 Vicia cracca
HR 33-2a Vicia cracca HR 103 Vicia cracca
HR 33-2b Vicia cracca HR 104-2b Melilotus officinalis
HR 33-3a A Vicia cracca HR 105-2 Melilotus officinalis
HR 36-1 Melilotus officinalis HR 106-1 Melilotus officinalis
HR 36-2 Melilotus officinalis HR 106-2 Melilotus officinalis
HR 37 Melilotus officinalis HR 107 Vicia cracca
HR 38-1a Melilotus officinalis HR 109 Melilotus officinalis
HR 38-2 Melilotus officinalis HR 111 Melilotus officinalis
HR 40-1a Vicia cracca HR 123 Melilotus officinalis
HR 40-1b Vicia cracca HR 124 Melilotus officinalis
HR 40-2 Vicia cracca HR 125 Melilotus officinalis
HR 41-1 Vicia cracca HR 132-2a Vicia cracca
HR 41-2 Vicia cracca HR 138-1 Melilotus officinalis
HR 42 Melilotus officinalis HR 143-1 Melilotus officinalis
HR 43-2 Melilotus officinalis HR 143-2 Melilotus officinalis
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3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Calismada Rhizobium cinsi bakterilerin gelistirilmesinde YMB besiyeri, PHB

tiretimlerinin belirlenmesinde ise melasin farkli konsantrasyonlari kullanilmistir.

Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM ) Sivi Besivyeri

Maddeler Miktar (g/L)
Mannitol 10.0
KH2PO4 0.5
MgSO, H,0 0.2
NaCl 0.1
Tripton 2.5
Pepton 2.5
Yeast Ekstrakt 2.5

Yukarida belirtilen maddeler 1 litre distile suda ¢6zdiirtildiikten sonra 0.01N HCI
ve 0.01N NaOH ile besiyerinin pH degeri 7’ye ayarlanarak 100 ml’lik erlenlere
50’ser ml olacak sekilde dagitilmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilmistir.

YMA’nin hazirlanmasi sirasinda ortama %2 oraninda agar ilave edilerek besiyeri
otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilmis ve aseptik sartlarda steril petrilere dokiiliip

kontaminasyonunu kontrol etmek icin bir gece 37°C de etiivde inkiibe edilmistir.
Kirsehir Seker Fabrikasindan temin edilen melas ise; saf su ile %0.5, %1,

%1.5°lik konsantrasyonlara ayarlanarak otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilmistir.

3.1.3. Kullanilan Arag¢ ve Gerecler

» Otoklav (Niive OT 40L)
» Etiiv (Niive EN 500)
» Calkalamali Etiiv (MAXQ 4450)

> Pastor Firini
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Mikroskop

Santrifiij (Thermo MR 23 1)
Hassas Terazi

Buzdolabi

-80 (Niive DF 490)

Vortex

Su Banyosu (Clifton)
Distile Su Cihazi
Ultrasonik Banyo

pH metre (Hanna HI 221)
Spektrofotometre (Thermo Genesys 10S UV-VIS)
Mikropipet

vV V.V V V V V V V V V VY

3.2. Metod
3.2.1. lizolatlarin Kiiltiirel ve Biyokimyasal Ozelliklerinin Tespiti

Rhizobium spp. izolatlarinin 6zelliklerini belirlemek amaciyla Gram boyama
yapildiktan sonra katalaz, oksidaz ve hareket testleri uygulanarak Bromthymol
Mavili besiyerinde ve Kongo Kirmizili YMA’da iireme 6zellikleri belirlenmistir

(Ogiitcii ve Algur, 2014).
3.2.1.1. Gram Boyama

Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin duvar yapilari arasindaki farkliliklarin,
Gram boyama tepkimesindeki farkliliklardan kaynaklandig diisiiniilmektedir. Gram
boyama sirasinda hiicre i¢inde kristal viyole-iyot kompleksi meydana gelmektedir.
Bu kompleks, alkol ile Gram negatif bakteriden uzaklasmakta ancak Gram pozitif
bakteride kalmaktadir. Gram pozitif bakterilerin birka¢ tabakali peptidoglikandan
olusan ¢ok kalin duvari vardir. Duvar alkol ile muamele edildigi zaman su
kaybetmektedir. Bu durum duvardaki porlarin kapanmasina yol agarak ¢éziinmeyen
kristal viyole-iyot kompleksinin hiicre digina ¢ikmasina engel olmaktadir. Gram
negatif bakteride ise alkol, lipid acisindan zengin dis duvardan hizla igeri girerek
kristal viyole-iyot kompleksini hiicreden oziitleyip uzaklastirmaktadir (Madigan ve
Martinko 2010; ipek-Erbey, 2015).
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Gram boyama i¢in 28°C’de YMA’da gelisen kiiltlirlerden preparat hazirlanmistir.
Preparat fikse edildikten sonra kristal viyole ile boyanarak 1 dk. bekletilmistir. Daha
sonra bol su ile yikanan preparat liigol soliisyonu ile 1 dk. muamele edilmistir.
Preparat bol su ile yikanarak tizeri %961k etil alkol ile kaplanmis ve 10-15 saniye
igerisinde alkolde boya giderimi saglanmistir. Preparat su ile yikanarak safranin
boyasi ile kaplanmis ve 30-45 saniye bekletilmistir. Preparat siire sonunda bol su ile
yikanmis ve kurutma kagidiyla kurutulmustur. Isik mikroskobunun 100x objektifinde
preparat iizerine immersiyon yagi damlatilarak hiicreler incelenmistir. Mor renkte
goriilen bakteriler Gram pozitif, pembe renkte goriilenler Gram negatif olarak

degerlendirilmistir (Temiz, 2010).
3.2.1.2. Hareketlilik Testi

Birgok bakteri, flagella adi verilen hiicre organelleri ile aktif hareket
edebilmektedir. Bakterilerde hareket flagella varliginin belirlenmesi yerine hareketin

gdsterilmesi olarak ortaya ¢ikmaktadir (Ipek-Erbey, 2015).

Hareketlilik tespitinde yar1 kat1 besiyeri kullanilmistir. Igerisinde %0.4-0.5
oraninda agar bulunan YMA besiyerine igne uclu 6ze ile dibe kadar diiz bir hat
boyunca ekim yapilmis ve 24-48 saat 28°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucunda, besiyerinin yiizeyinde ve inokiilasyon hatt1 boyunca iireme olurken, saga
veya sola dogru bir dallanma ve yayilma olmaz ise, bakteri hareketsiz; inokiilasyon
hattindan etrafa agarin i¢ine dogru bir yayilma ve dallanma olur ise bakteri hareketli

olarak degerlendirilir (Celebi, 2012; Orhan, 2013; Ogiitcii ve Algur, 2014).
3.2.1.3. Katalaz Testi

Aerobik ve fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalarin sahip oldugu katalaz
enzimi, hidrojen peroksiti (H20,) su ve oksijene ayristirmaktadir. Kat1 ya da sivi
besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltiiriine eklendigi zaman, serbest oksijenin gaz
kabarciklart seklinde go6zlenebilmesi, hidrojen peroksitin ayrismasimi ve bu ise

ortamdaki bakteride katalaz enziminin bulundugunu gostermektedir (Temiz, 2010).

28°C'de 24 saat yatik YMA’da gelistirilen kiiltiirlerin tizerine %3’lik 1 ml

hidrojen peroksit ¢ozeltisi damlatilip gaz kabarciklarinin ¢ikip ¢ikmadigina bakilmis
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ve gaz kabarciklarinin ¢ikist pozitif sonug¢ olarak kabul edilmistir (Gerhardt, 1981;
Tamer ve ark. 1989; Temiz, 1994).

3.2.1.4. Oksidaz Testi

Bu test Sitokrom C oksidaz enziminin varligini ortaya koymaktadir. Bu enzim
demir igeren bir hemoprotein olup aerobik solunuma katilmaktadir (Aydin, 2004;

Adigiizel ve ark., 2010; Ipek-Erbey, 2015).

Bir parga filtre kagidi, Tetrametil-p-fenilendiamin-dikloriir’in =~ %1°lik
soliisyonunun birka¢ damlasi ile 1slatilarak 24 saatlik YMA kiiltiiriinden bir 6ze
dolusu organizma alinarak filtre kagidinin iizerine yayilmistir. 10 saniye igerisinde
mavi-menekse bir renk olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Gerhardt, 1981;
Saygili, 2012; Karaman, 2017).

3.2.1.5. Brom Tyhmol Mavili YMA’da Gelisim

0.5 g Bromo thymol blue 100 ml Etil alkol igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra
121°C’de 15 dk. otoklavda steril edilmistir. 5 ml alinip 1 litre YMA ortamina
eklenerek pH, 1 N NaOH ve 1IN HCI ile 6.8’¢ ayarlanip steril edilmistir ve aseptik
sartlarda steril petrilere dokiilmiistiir (Vincent, 1970; Yao ve ark., 2002; Yildiz,
2007). Stok kiiltiirlerden alman Rhizobium izolatlarr YMA  ortaminda
aktiflestirildikten sonra bromthymol mavili YMA’ya ¢izgi ekimi ile inokiile edilerek
28°C’de inkiibasyona birakilmistir. Yavas gelisen Rhizobium izolatlar1 alkali
reaksiyon vererek ortami mavi renge, hizli gelisen Rhizobium izolatlar ise asit
reaksiyon vererek ortami sartya doniistiirmiistiir (Ulgen,1980; Yildiz, 2007; Ogﬁtcﬁ
ve ark., 2010; Ogiitcii ve Algur, 2014).

3.2.1.6. Kongo Kirmizih YMA’da Gelisim

2.5 g Kongo kirmizi 100 ml distile suda c¢ozdiiriildiikten sonra otoklavda
121°C’de 15 dk. steril edilmistir. %0.25 suda ¢6ziinmiis 10 ml karisim 1 litre YMA
besiyerine eklenmis ve steril edilerek aseptik sartlarda steril petrilere dokilmustiir.
Stok kiiltlirlerden alinan izolatlar YMA besiyerinde aktiflestirildikten sonra Kongo
kirmizili YMA besiyerine ¢izgi ekimi ile inokiile edilmistir. 28°C’de 1 hafta boyunca
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izolatlarin boyayi absorblama yetenegine bakilmistir. Rhizobium tiirleri genellikle
karanlikta inkiibe edildiginde Kongo kirmizisini absorbe etmezler ve koloniler beyaz,
opak veya bazen pembe kalmaktadir. Buna karsilik 1sikta inkiibe edildiginde ise
boyay1 absorblayarak kirmizi renkli koloniler olusturmaktadirlar (Vincent, 1970;

Ogiitcii ve ark., 2010; Ogiitcii ve Algur, 2014).

3.2.2. lizolatlarin Muhafaza Edilmesi

YMA iceren yatik tiiplere ii¢ paralel seklinde inokiile edilen izolatlar 28°C’de bes
giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda +4°C’de buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Stoklar iki ayda bir yenilenmistir (Ates ve Ekmekei, 2001;
Tiirkoglu, 2009). Ayrica kati besiyerlerinde gelistirilen kiiltiirlerden birer koloni
almarak %20’1ik gliserol iceren YMB’li besiyerine aktarilarak - 80°C’de muhafaza

edilmis ve alt1 ayda bir yenilenmistir.
3.2.3. PHB Graniillerinin Nile Blue A ile Boyanmasi

PHB iireten ve liretemeyen bakterileri ayirt etmek amaciyla Nile Blue A boyasi
kullanilmistir. Bu amagla 0.01 g/ml Nile Blue A stok ¢ozeltisinden %21 olacak
sekilde YMA besiyerine eklenmis ve besiyerinin pH degeri 7.0+0.2’ye 0.01 N NaOH
ve 0.01 N HClI ile ayarlanarak otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilmistir. Agarin
ylizeyine Onceden aktiflestirilmis olan Rhizobium izolatlarindan tek koloni ekimi
yapilarak, 30+1°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
koloniler UV 15181 altinda incelenmistir. PHB sentezleyen bakterilerin kolonilerinin
Nile Blue A ile boyanarak turuncu renk olusturdugu gozlenmistir (Ostle ve Holt,
1982; Pierce ve Schroth, 1994; Mercan, 2002; Dut, 2015).

3.2.4. Analitik Ol¢iim icin PHB Metodu

Rhizobium izolatlarinin firettikleri PHB miktari, Bonartseva ve Myshkina’nin
(1985) metoduna gore belirlenmistir (Mercan ve ark., 2002; Urug, 2006; Dinigiizel,
2007; Baysak, 2008; Tamdogan, 2008; Tiirkoglu, 2009; Dut, 2015; Kiigiik ve ark.,
2016).
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» Stok kiiltiirden 6ze ile alinan inokiilum igerisinde 50 ml YMB bulunan bir
erlene aktarilarak 6n zenginlestirme yapilmigtir.

» Bu erlenden, igerisinde 100’er ml %0.5, %1, %]1.5 oranlarinda seyreltilmis
melas bulunan dort ayr1 erlene %4 oraninda kiiltiir agilanmustir.

» Erlenler 28°C’de 96 saat kalmak sartiyla ¢alkalamali etiive kaldirilmistir.

> Inkiibasyon sonucunda erlenlerdeki kiiltiirler, darasi alinmis olan santifiij
tiiplerine alinarak 12.000 rpm’de 20 dk. santrifiij edilmistir.

» Swvi kisim (siipernatant) atildiktan sonra tiiplerde bulunan pelet, 35°C’de 24
saat kurutulmustur.

» Tipler tartilarak 100 ml’lik kiiltiirdeki hiicre kuru agirligi hesaplanmistir.

> Ornekler, tartim isleminden sonra 5 ml distile suyla homojenize edilmistir.

» Homojenize olan o6rnekler, 1 saat ultrasonik banyoda tutulmustur. Bu
orneklerden 2’ser ml alinarak yeni santrifiij tiiplerine aktarilmistir.

» 2 ml 6rneklerin tizerine 2 ml 2 N HCI eklenerek 100°C’de su banyosunda 2
saat tutulmustur.

» Daha sonra 6rnekler, 7500 rpm’de 25 dk. santrifiij edilmis, sivi kisim atilarak
kalan pelet tizerine 5 ml kloroform eklenmistir. Tiplerin kapaklar
kapatilarak bir gece 28°C’de ¢alkalamali etiivde bekletilmistir.

» Tiplerin kapaklar1 agilmis ve 7500 rpm’de 40 dk. santrifiij edilmistir.
Kloroform kismindan 0,1 ml alinmis ve 40°C’de 15 dk. bekletilerek
kloroform ugurulmustur.

» Sonrasinda 5 ml konsantre H,SO, eklenerek 100°C’de su banyosunda 20 dk.
tutulmustur.

» Su banyosundan ¢ikarilan 6rneklerin sogumasi beklenmis ve 235 nm. dalga

boyunda spektrofotometrede okutulmustur.

3.2.5. PHB’nin Standart Grafiginin Hazirlanmasi

Standart grafigin hazirlanmasi i¢in Sigma-Aldrich Cheme’den temin edilen
saflagtirllmis ve toz haline getirilmis standart PHB kullanilmigtir. PHB, krotonik
asite dontstiiriilmiis ve spektrofotometrede absorbans taramasi yapilarak maksimum

absorbans gosterdigi dalga boyunun 235 nm. oldugu tespit edilmistir (Urug, 2006;
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Dinigiizel, 2007; Baysak, 2008; Tekin, 2008; Tamdogan, 2008; Tiirkoglu, 2009;
Ensari, 2012; Dut, 2015).

Standart grafik i¢in PHB’nin; 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 pg/ mI’lik (stlfirik asit
iginde) soliisyonlar1 hazirlanmig ve 100°C’de su banyosunda 10 dk. tutularak
krotonik asite doniistiiriilmiistiir. Maksimum absorbans gosterdigi dalga boyunda
absorbansi Ol¢tlilerek PHB nin pg/ ml’ye karsilik gelen standart grafigi elde edilmistir
(Urug, 2006; Dinigilizel, 2007; Baysak, 2008; Tekin, 2008; Tamdogan, 2008;
Tiirkoglu, 2009; Ensari, 2012; Dut, 2015).
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Sekil 3.1. Krotonik asit formundaki standart PHB’nin 235 nm. dalga boyunda

miktara bagli standart grafigi
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3.2.6. lizolatlarda Siderofor Varhiginin Tespiti

Rhizobium izolatlarmin siderofor tayinleri CAS Agar kullanilarak Schwyn ve

Neilands’in (1987) yontemine gore yapilmistir;

Chrome Azurol Sulphate (CAS) Agar

CAS indikator soliisyonunun hazirlanmasi;

Chrome Azurol S (CAS) :60.5 mg
Demir-111 Klorid hekzahidrat (Iron(l11) chloride hexahydrate) ;27 mg
Hidroklorik asit (HCI) 1833 ul
Hexadecyltrimethylammonium bromide (HDTMA) : 72.9 mg

CAS indikator soliisyonunu hazirlamak amaciyla; 60.5 mg CAS 50 ml distile
suda ¢ozdiiriilmiis ve ilizerine 10 ml Iron III soliisyonu eklenmistir (IronlIlII soliisyonu
100 ml distile suya ilave edilerek 83.3 ul konsantre HCI tizerine 27 mg FeCl;.6H,0
eklenip hazirlanmistir). Hazirlanan soliisyona 40 ml distile suda ¢ozdiiriilmiis 72.9
mg HDTMA Karistirilarak yavasga eklenmis ve otoklavda 121°C’de 15 dk. steril

edilmistir.

Bazal agarin hazirlanmasi;

3-(N-morpholino)propane sulfonic asit (MOPS) :3.00r
Agar :1.50r
Sodyum kloriir (Sodium chloride) :0.05 gr
Potasyum fosfat (Potassium phosphate) :0.03 gr
Amonyum kloriir (Ammonium chlorure) :0.01gr
L-asparjin (L-aspargine) :050r
Distile su 183 ml
% 50 NaOH :5mi
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100 ml basal agar hazirlamak amaciyla agar disinda yukarida belirtilen tim
maddeler 83 ml distile suda eritilmis ve besiyerinin pH’s1 NaOH soliisyonu ile 6.8’¢
ayarlanmigtir. Sonra 1.5 gram agar eklenerek karisim otoklavda 121°C’de 15 dk.
steril edilmistir. Steril edilmis basal agar ve CAS indikatorii 50°C sicakliktaki bir su
kiivetinde sogutulmustur. 2 ml %50’lik glukoz soliisyonu basal agar iizerine
kanstirilarak ilave edilmistir. CAS indikatorii de bu karisim {izerine yavasga Ve

karistirtlarak eklenmistir. Son olarak bu karisim steril plaklara dokiilmiistiir.

YMA besiyerine ekilerek 24 saat inkiibasyona birakilan kiiltiirlerden 2-3 koloni
almmis ve CAS agara nokta ekimi yapilmistir. 28°C’de 1 haftalik inkiibasyon
sonrasinda mavi-turkuaz renkteki CAS agarda sari-turuncu zon olusmasi siderofor
varhigi olarak degerlendirilmistir (Schwyn ve Neilands, 1987; Aydin, 2010; Yalgn,
2010; Sezen, 2017).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Tzolatlarn Kiiltiirel ve Biyokimyasal Ozellikleri

Toplam 56 adet Rhizobium spp. izolati kullanilmis olup hepsi Gram negatif ve
cubuk seklindedir. Bu izolatlar YMA besiyerinde krem ve mukozlu koloniler
olusturmus ancak HR 41-1 izolat1 sar1 renkli koloni olusturmustur. izolatlarin katalaz
ve oksidaz enzimlerine sahip ve hareketli olduklari belirlenmistir. Ayn1 zamanda
Kongo Kirmizilt YMA’da beyaz, Bromtimol mavili YMA’da ise sar1 renkli koloniler
olusturduklari tespit edilmistir. izolatlarin YMA’da iireme fotograflar1 Resim 4.1.’de,

kiiltiirel ve biyokimyasal test sonuclar1 ise Tablo 4.1. ve Tablo 4.4.’te gosterilmistir.

Resim 4.1. Izolatlarin YMAda iireme fotograflart

a.HR36-2 b.HR37 c.HR38-la d.HR41l-1 e HR51
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Tablo 4.1. izolatlarin Gram Boyama, Bakteri Morfolojisi, Koloni Rengi ve Mukoz
Olusturma Ozellikleri

Izolat Gram Bakteri Koloni Mukoz
No: Boyama Morfolojisi Rengi Olusturma
HR 1 - Cubuk Krem +
HR 2-1 - Cubuk Krem +
HR 2-2 - Cubuk Krem +
HR 4 - Cubuk Krem +
HR 7a - Cubuk Krem +
HR 7b - Cubuk Krem +
HR 14 - Cubuk Krem +
HR 16-1 - Cubuk Krem +
HR 16-2 - Cubuk Krem +
HR 19 - Cubuk Krem +
HR 28 - Cubuk Krem +
HR 29 - Cubuk Krem +
HR 31 - Cubuk Krem +
HR 33-2a - Cubuk Krem +
HR 33-2b - Cubuk Krem +
HR 33-3a A - Cubuk Krem +
HR 36-1 - Cubuk Krem +
HR 36-2 - Cubuk Krem +
HR 37 - Cubuk Krem +
HR 38-1a - Cubuk Krem +
HR 38-2 - Cubuk Krem +
HR 40-1a - Cubuk Krem +
HR 40-1b - Cubuk Krem +
HR 40-2 - Cubuk Krem +
HR 41-1 - Cubuk Sar1 +
HR 41-2 - Cubuk Krem +
HR 42 - Cubuk Krem +
HR 43-2 - Cubuk Krem +

51



Tablo 4.2. izolatlarin Gram Boyama, Bakteri Morfolojisi, Koloni Rengi ve Mukoz

Olusturma Ozellikleri (Devami)

Izolat Gram Bakteri Koloni Mukoz
No: Boyama Morfolojisi Rengi Olusturma
HR 45-1 - Cubuk Krem +
HR 48-1 - Cubuk Krem +
HR 48-2 - Cubuk Krem +
HR 49 - Cubuk Krem +
HR 50-1 - Cubuk Krem +
HR 50-2 - Cubuk Krem +
HR 51 - Cubuk Krem +
HR 52-2 - Cubuk Krem +
HR 59-1a - Cubuk Krem +
HR 59-1b - Cubuk Krem +
HR 59-2 - Cubuk Krem +
HR 102-1 - Cubuk Krem +
HR 102-2 - Cubuk Krem +
HR 103 - Cubuk Krem +
HR 104-2b - Cubuk Krem +
HR 105-2 - Cubuk Krem +
HR 106-1 - Cubuk Krem +
HR 106-2 - Cubuk Krem +
HR 107 - Cubuk Krem +
HR 109 - Cubuk Krem +
HR 111 - Cubuk Krem +
HR 123 - Cubuk Krem +
HR 124 - Cubuk Krem +
HR 125 - Cubuk Krem +
HR 132-2a - Cubuk Krem +
HR 138-1 - Cubuk Krem +
HR 143-1 - Cubuk Krem +
HR 143-2 - Cubuk Krem +
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Tablo 4.3. izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglar

Brom Thymol Congo Red
Izolat No: Blue besiyerinde | besiyerinde Hareket Katalaz | Oksidaz
koloni rengi koloni rengi Testi Testi Testi
HR 1 Sari Beyaz + + +
HR 2-1 Sari Beyaz + + +
HR 2-2 Sari Beyaz + + +
HR 4 Sari Beyaz + + +
HR 7a Sari Beyaz + + +
HR 7b Sar Beyaz + + +
HR 14 Sari Beyaz + + +
HR 16-1 Sari Beyaz + + +
HR 16-2 Sari Beyaz + + +
HR 19 Sar1 Beyaz + + +
HR 28 Sar1 Beyaz + + +
HR 29 Sar1 Beyaz + + +
HR 31 Sari Beyaz + + +
HR 33-2a Sar1 Beyaz + + +
HR 33-2b Sar1 Beyaz + + +
HR 33-3a A Sar1 Beyaz + + +
HR 36-1 Sar1 Beyaz + + +
HR 36-2 Sar1 Beyaz + + +
HR 37 Sar1 Beyaz + + +
HR 38-1a Sar1 Beyaz + + +
HR 38-2 Sari Beyaz + + +
HR 40-1a Sari Beyaz + + +
HR 40-1b Sar Beyaz + + +
HR 40-2 Sar1 Beyaz + + +
HR 41-1 Sar1 Beyaz + + +
HR 41-2 Sar1 Beyaz + + +
HR 42 Sar1 Beyaz + + +
HR 43-2 Sari Beyaz + + +
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Tablo 4.4. izolatlarin Biyokimyasal Test Sonuglar (Devami)

Brom Thymol Congo Red
Izolat No: Blue besiyerinde | besiyerinde Hareket Katalaz | Oksidaz
koloni rengi koloni rengi Testi Testi Testi
HR 45-1 Sari Beyaz + + +
HR 48-1 Sari Beyaz + + +
HR 48-2 Sari Beyaz + + +
HR 49 Sari Beyaz + + +
HR 50-1 Sar1 Beyaz + + +
HR 50-2 Sari Beyaz + + +
HR 51 Sari Beyaz + + +
HR 52-2 Sari Beyaz + + +
HR 59-1a Sar1 Beyaz + + +
HR 59-1b Sar1 Beyaz + + +
HR 59-2 Sar1 Beyaz + + +
HR 102-1 Sar1 Beyaz + + +
HR 102-2 Sari Beyaz + + +
HR 103 Sar Beyaz + + +
HR 104-2b Sar1 Beyaz + + +
HR 105-2 Sari Beyaz + + +
HR 106-1 Sar1 Beyaz + + +
HR 106-2 Sar1 Beyaz + + +
HR 107 Sar1 Beyaz + + +
HR 109 Sar Beyaz + + +
HR 111 Sari Beyaz + + +
HR 123 Sari Beyaz + + +
HR 124 Sari Beyaz + + +
HR 125 Sar1 Beyaz + + +
HR 132-2a Sari Beyaz + + +
HR 138-1 Sar1 Beyaz + + +
HR 143-1 Sar1 Beyaz + + +
HR 143-2 Sari Beyaz + + +

54



4.2. PHB Graniillerinin Nile Blue A ile Boyanmasi

Izolatlarin PHB iiretme yeteneklerini belirlemek amaciyla Sudan Siyah1 B’den

daha fazla affiniteye ve spesifiklige sahip olan Nile Blue A boyasi kullanilmis ve 56

izolattan 43 adetinin PHB iiretebildigi (turuncu renk olusturanlar) ancak 13 adetinin

PHB iiretme yetenegine sahip olmadigi tespit edilmistir (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. izolatlarin PHB Uretebilme Yetenekleri

Izolat No: PHB Uretimi Tzolat No: PHB Uretimi
HR1 + HR 45-1 +
HR 2-1 - HR 48-1 -
HR 2-2 + HR 48-2 -
HR 4 - HR 49 +
HR 7a atd HR 50-1 -
HR 7b aF HR 50-2 +
HR 14 + HR 51 +
HR 16-1 + HR 52-2 +
HR 16-2 Gh HR 59-1a +
HR 19 + HR 59-1b +
HR 28 + HR 59-2 +
HR 29 + HR 102-1 +
HR 31 h HR 102-2 +
HR 33-2a - HR 103 +
HR 33-2b - HR 104-2b +
HR 33-3a A - HR 105-2 -
HR 36-1 + HR 106-1 +
HR 36-2 + HR 106-2 +
HR 37 + HR 107 +
HR 38-1a + HR 109 +
HR 38-2 + HR 111 +
HR 40-1a + HR 123 +
HR 40-1b + HR 124 +
HR 40-2 - HR 125 +
HR 41-1 + HR 132-2a +
HR 41-2 - HR 138-1 +
HR 42 + HR 143-1 -
HR 43-2 + HR 143-2 -

Calisgmamizda PHB sentezleme yeteneginde olan 43 izolattan 5 adeti (HR 36-2,
HR 37, HR 38-1a, HR 41-1, ve HR 51) secilmis (Resim 4.2.) ve kontrol susu (R.

leguminosarum

IFO

14778) ile

birlikte melasin

%0.5,

%1, %]1.5°lik

konsantrasyonlarinda kuru agirliklar1 ve PHB iiretim verimleri incelenmistir.
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Resim 4.2. Izolatlari Nile Blue A’ YMA’daki fotograflar:

a. HR 36-2 (+) b. HR 37 (+)
c. HR 38-1a (+) d. HR 41-1 (+)
e. HR 51 (+) f.HR 4 ()
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4.3. Hiicre Kuru Agirhiklarinin Belirlenmesi

Izolatlarn  asitlandign  100’er ml’lik  melasin;  %0.5, %1, %]1.5°lik
konsantrasyonlarda 28°C’de 96 saat inkiibasyona birakilmasi sonucu elde edilen
kiiltiirler santrifiij edildikten sonra sivi kisim atilmis ve pelet kurutulmustur. Calisma
lic paralel olarak diizenlenmis her birisinin tek tek kuru agirliklart tartilarak

ortalamalar1 alinmig ve standart sapmalar1 hesaplanmistir.

Tablo 4.6. izolatlarin %0.5 Melas Konsantrasyonunda Hiicre Kuru Agirliklar (g/T)

Izolat 1.paralel 2.paralel 3.paralel Ortalama | Standart

No: Sapma

R. leguminosarum 0.524 0.555 0.581 0.553 + 0.028
IFO 14778

HR 36-2 1.289 0.973 1.191 1.151 + 0.161

HR 37 0.889 0.925 1.337 1.050 + 0.248

HR 38-1a 0.875 1.494 1.931 1.433 + 0.530

HR 41-1 0.320 0.309 0.356 0.328 + 0.024

HR 51 0.666 0.874 0.705 0.748 + 0.110

Tablo 4.6.’da goriildiigii tizere R. leguminosarum IFO 14778 susunun %0.5
melas konsantrasyonunda hiicre kuru agirligi 0.553 g/1 olarak tespit edilmistir. Ancak
izolatlardan biri hari¢ (HR 41-1) diger izolatlarda kontrol susundan daha yiiksek
hiicre kuru agirh@ &lgiilmiistiir. izolatlarm kuru agirhiklarn 0.328-1.433 g/l olarak
bulunmustur. HR 38-1a kod’lu izolat en yiiksek hiicre kuru agirligina (1.433 g/l)
sahip iken, en diisiik hiicre kuru agirligi (0.328 g/l) HR 41-1 kod’lu izolata aittir.
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Tablo 4.7. izolatlarin %1 Melas Konsantrasyonunda Hiicre Kuru Agirliklari (g/1)

Izolat 1.paralel 2.paralel 3.paralel Ortalama | Standart

No: Sapma

R. leguminosarum 1.585 1.539 1.781 1.635 + 0.128
IFO 14778

HR 36-2 2.491 2.304 2.530 2.441 + 0.120

HR 37 2.328 2.304 2.723 2.451 + 0.235

HR 38-1a 1.327 0.657 1.126 1.036 + 0.343

HR 41-1 0.655 0.659 0.659 0.657 + 0.002

HR 51 1.592 0.937 1.250 1.259 + 0.327

Tablo 4.7.’de goriilen veriler incelendiginde; R. leguminosarum IFO 14778
susunun %1 melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirhigi 1.635 g/l olarak
bulunmustur. Izolatlardan 2 adetinin (HR 36-2, HR 37) kontrol susundan daha
yiiksek, 3 adetinin (HR 38-1a, HR 41-1, HR 51) ise daha diisiik hiicre kuru agirligina
sahip oldugu saptanmustir. Izolatlarin kuru agirliklar1 0.657-2.451 g/l olarak tespit
edilmistir. HR 37 kod’lu izolat en yiiksek hiicre kuru agirligina (2.451 g/l) sahip

iken, en diisiik hiicre kuru agirligi (0.657 g/l) HR 41-1 kod’lu izolata aittir.
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Tablo 4.8. izolatlarin %1.5 Melas Konsantrasyonunda Hiicre Kuru Agirliklar (g/T)

Izolat 1.paralel 2.paralel 3.paralel Ortalama | Standart

No: Sapma

R. leguminosarum 2.454 2.545 2.577 2.525 + 0.063
IFO 14778

HR 36-2 1.203 1.119 1.258 1.193 + 0.070

HR 37 1.243 1.216 1.279 1.246 + 0.031

HR 38-1a 0.778 0.789 1.115 0.894 + 0.191

HR 41-1 1.127 1.132 1.117 1.125 + 0.007

HR 51 0.945 0.896 0.952 0.931 + 0.030

Tablo 4.8.’de incelendiginde; R. leguminosarum IFO 14778 susunun %1.5 melas
konsantrasyonundaki hiicre kuru agirhigi 2.525 g/l olarak belirlenmistir. Ayni
zamanda biitiin izolatlarin hiicre kuru agirhi@inin kontrol susundan daha disiik
oldugu tespit edilmistir. izolatlarmin kuru agirliklar: 0.894-1.246 g/l arasinda
bulunmustur. HR 37 kod’lu izolat en yiiksek hiicre kuru agirligina (1.246 g/l)
sahipken, en diisiik hiicre kuru agirligi (0.894 g/l) HR 38-1a kod’lu izolata aittir.

R. leguminosarum IFO 14778 susunun hiicre kuru agirligi %0.5 melas
konsantrasyonunda en diisiik (0.553 g/l), %1.5 melas konsantrasyonunda en yiiksek
(2.525 g/l) olarak bulunmustur (Tablo 4.6.-4.7.-4.8.). Izolatlarinin hiicre kuru
agirhiklart; %0.5 melas konsantrasyonunda 0.328-1.433 ¢/l, %1 melas
konsantrasyonunda 0.657-2.451 g/l, %1.5 melas konsantrasyonunda 0.894-1.246 g/l
arasinda degisiklik gostermistir (Tablo 4.6.-4.7.-4.8.).

Doktora ¢alismasinda Mercan (2002); YMB’de 48 saatlik inkiibasyon sonunda
hiicre kuru agirliklarin1 R. phaseoli suslarinda 0.095-0.260 g/l, R. leguminosarum
suslarinda 0.155-0.470 g/l, R. cicer suslarinda 0.100-1.805 g¢/I, R. meliloti suslarinda
0.320-0.950 g/l ve Bradyrhizobium japonicum suslarinda 0.225-0.540 g/l olarak
belirlemistir. Arastirmacinin  buldugu hiicre kuru agirliklar, c¢alismamizdaki
sonuglara gore oldukca diisiik olup bu farklilikta kullandigimiz melasin ve

inkiibasyon siiresinin etkili oldugu disiiniilmektedir (Tablo 4.6.-4.7.-4.8.).
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Yine baska bir c¢alismada Uru¢ (2006); c¢alismasinda YMB’de 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarim1 R. phaseoli suslarinda 0.0982-
0.2424 g/l olarak ve R. leguminosarum suslarinda ise 0.2544-0.4424 g/l arasinda
bulmustur. Bu sonuglarin calismamizdaki degerlere gore diisiik olmasinda,

kullandigimiz melasin ve inkiibasyon siiresinin etkili oldugu kanaatindeyiz (Tablo

4.6.-4.7.-4.8).

Rhizobium cinsi bakterilerle yapmis oldugu calismasinda Baysak (2008), R.
phaseoli suslarmin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarini;
%0.5 seker konsantrasyonunda 0.0745-0.2267 g/l, %1 seker konsantrasyonunda
0.0978-0.2430 g/l ve %1.5 seker konsantrasyonunda 0.1129-0.2546 g/l olarak
bulmustur. Bu sonuglarin aragtirmamizdaki degerlere oranla diisiik olmasinda,
kullanilan melasin ve diisiik inkiibasyon siiresinin etkili oldugu disiiniilmektedir.
Ayrica galismasinda, R. phaseoli suslarinin 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
hiicre kuru agirliklarini, 1.6002-4.0128 g/l arasinda bulmustur. Bu degerler ise
arastirmamizda buldugumuz degerlere gore yiiksektir (Tablo 4.6.-4.7.-4.8.).

Yine Rhizobium tiirleri ile yaptigi ¢alismada Tirkoglu (2009), R. phaseoli
suglarinin 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarini, %0.5 melas
konsantrasyonunda 0.8594-1.9482 g¢/l, %1 melas konsantrasyonunda 0.5283-2.9511
g/l ve %1.5 melas konsantrasyonunda 0.8907-3.1166 g/I arasinda bulmustur.
Arastirmamizdaki degerler bu ¢alismadaki hiicre kuru agirlik degerlerine benzerlik
gostermektedir (Tablo 4.6.-4.7.-4.8.).

Kiigiik ve ark.(2016), yaptiklart ¢alismalarinda; Rhizobium izolatlarinin YMB’de
72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarin1 0.26-1.90 g/l arasinda
bulmuslardir. Bu sonuglarin ¢alismamizdaki degerlere gore diisiik olmasinda,
kullanilan melasin ve inkiibasyon siiresinin etkili oldugu diisiiniilmektedir (Tablo

4.6.-4.7.-4.8.).

Saadettin ve ark. (2001), yapmis olduklar1 calismada, Bacillus cinsine ait
bakterilerin Nutrient Broth besiyerinde hiicre kuru agirliklarin1 0.15-2.67 g/l arasinda

bulmuslardir. Bu degerler ise arastirmamizdaki sonuclar ile uygunluk gostermektedir

(Tablo 4.6.-4.7.-4.8.).
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Calismasinda Bacillus cinsi bakterileri kullanan Ediz (2004); 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarini B. subtilis F1 susunda %0.5 melas
konsantrasyonunda 0.01-0.19 g/l, %1 melas konsantrasyonunda 0.01-0.22 g/l ve
%1.5 melas konsantrasyonunda 0.01-0.35 g/l olarak bulmustur. Bacillus megaterium
P1 susunda ise %0.5 melas konsantrasyonunda 0.00-0.10 g/l, %1 melas
konsantrasyonunda 0.01-0.09 g/l ve %1.5 melas konsantrasyonunda 0.02-0.22 g/l
arasinda bulmustur. Bu degerler arastirmamizdaki degerlere gore oldukea diisiik olup
farkli bakteri tliriiniin kullanilmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Tablo 4.6.-

4.7.-4.8.).

Halofilik bakterilerin PHB tiretimlerini inceleyen Dinigiizel (2007), %6 oraninda
NaCl iceren Nutrient Broth besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre
kuru agirliklarin1 0.24-5.86 g/l arasinda bulmustur. Maksimum hiicre kuru agirhig

caligmamizdaki degerlere gore yiiksektir (Tablo 4.6.-4.7.-4.8.).
4.4. PHB Uretimlerinin Belirlenmesi

Hiicre kuru agirliklar1 tespit edildikten sonra ultrasonikasyon islemleri ile PHB
elde edilmistir. PHB, siilfirik asit ile krotonik asite doniistiiriilmiis, son maddenin

miktart, 235 nm’de UV spektrofotometrede ol¢lilmiistiir.

Tablo 4.9. izolatlarin %0.5 Melas Konsantrasyonunda PHB Uretimi (g/1)

Izolat 1.paralel 2.paralel 3.paralel Ortalama | Standart

No: Sapma

R. leguminosarum 0.129 0.136 0.138 0.134 + 0.004
IFO 14778

HR 36-2 0.521 0.539 0.439 0.499 + 0.053

HR 37 0.511 0.441 0.402 0.451 + 0.055

HR 38-1a 0.582 0.566 0.510 0.552 + 0.037

HR 41-1 0.095 0.113 0.233 0.147 + 0.075

HR 51 0.290 0.534 0.429 0.417 + 0.122
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Tablo 4.9.’da belirtildigi iizere; R. leguminosarum IFO 14778 susunun %0.5
melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirligina gére PHB iiretimi 0.134 g/l olarak
tespit edilmistir. Yine tablo incelendiginde; biitiin izolatlarda PHB fiiretiminin kontrol
susundan daha yiiksek hatta bazi izolatlarda bu oranin 3-4 kat fazla (HR 36-2, HR
37, HR 38-1a; sirastyla 0.499, 0.451, 0.552) oldugu belirlenmistir. Izolatlarin kuru
agirhiklarmma gore PHB iiretimleri 0.147-0.552 g/l olarak bulunmustur. En yiiksek
PHB iiretimine (0.552 g/l) HR 38-1a kod’lu izolatta, en diisilk PHB iiretimine (0.147
o/l) HR 41-1 kod’lu izolatta rastlanmustir.

Tablo 4.10. izolatlarin % 1 Melas Konsantrasyonunda PHB Uretimi (g/1)

Izolat 1.paralel 2.paralel 3.paralel Ortalama | Standart

No: Sapma

R. leguminosarum 0.166 0.187 0.241 0.198 + 0.038
IFO 14778

HR 36-2 0.685 0.763 0.751 0.733 + 0.042

HR 37 0.792 0.794 0.821 0.802 + 0.016

HR 38-1a 0.796 0.760 0.701 0.752 + 0.047

HR 41-1 0.066 0.050 0.028 0.048 + 0.019

HR 51 0.051 0.545 0.140 0.245 + 0.263

Tablo 4.10.’daki veriler incelendiginde; R. leguminosarum IFO 14778 susunun
%1 melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirligina gére PHB iiretimi 0.198 g/l
olarak belirlenmistir. izolatlardan biri haric (HR 41-1) diger izolatlarda kontrol
susundan daha yiiksek PHB iiretimi saptanmis olup hatta 3 izolatin (HR 36-2, HR 37,
HR 38-1a; sirastyla 0.733, 0.802, 0.752) 3-4 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Izolatlarn  kuru agirhiklarina gére PHB iiretimleri 0.048-0.802 g/l olarak
bulunmustur. En yiiksek PHB tiretimine (0.802 g/lI) HR 37 kod’lu izolatta, en diisiik
PHB iiretimine (0.048 g/l) HR 41-1 kod’lu izolatta rastlanmistir.
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Tablo 4.11. izolatlarm %1.5 Melas Konsantrasyonunda PHB Uretimi (g/1)

Izolat 1.paralel 2.paralel 3.paralel Ortalama | Standart
No: sapma

R. leguminosarum 0.446 0.256 0.214 0.305 + 0.123
IFO 14778
HR 36-2 0.707 0.716 0.715 0.712 + 0.004
HR 37 0.753 0.654 0.792 0.733 + 0.071
HR 38-1a 0.660 0.642 0.610 0.637 + 0.025
HR 41-1 0.455 0.371 0.351 0.392 + 0.055
HR 51 0.573 0.575 0.556 0.568 + 0.010

Tablo 4.11.’de goriildiigii tizere; R. leguminosarum IFO 14778 susunun %1.5
melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirligina gore PHB iiretimi 0.305 g/l olarak
bulunmustur. Sonuglar degerlendirildiginde ise; tiim izolatlarda PHB {iretiminin
kontrol susundan daha yiiksek 6zellikle de 4 izolatin (HR 36-2, HR 37, HR 38-1a,
HR 51; sirasiyla 0.712, 0.733, 0.637, 0.568) yaklasik 2 kat fazla orana sahip oldugu
tespit edilmistir. Izolatlarm kuru agirliklarina gére PHB iiretimleri 0.392-0.733 g/l
olarak belirlenmistir. En yiliksek PHB iiretimine (0.733 g/l) HR 37 kod’lu izolatta, en
diisiik PHB tiretimine (0.392 g/l) HR 41-1 kod’lu izolatta rastlanmistir.

R. leguminosarum IFO 14778 susunun hiicre kuru agirhigma goére PHB iiretimi %
0.5 melas konsantrasyonunda en diisiik (0.134 g/l), %1.5 melas konsantrasyonunda
en yiiksek (0.305 g/l) olarak tespit edilmistir (Tablo 4.9.-4.10.-4.11.). Izolatlarmin
hiicre kuru agirliklarina gére PHB iiretimi; %0.5 melas konsantrasyonunda 0.147-
0552 g/l, %1 melas konsantrasyonunda 0.048-0.802 g/, %15 melas
konsantrasyonunda 0.392-0.733 g/l arasinda degisiklik gostermistir (Tablo 4.9.-4.10.-
4.11.).

Doktora ¢alismasinda Mercan (2002); YMB’de 48 saatlik inkiibasyon sonunda
hiicre kuru agirliklarinina gére PHB iiretimlerini R. phaseoli suslarinda 0.024-0.060

g/l, R. leguminosarum suslarinda 0.024-0.106 g/l, R. cicer suslarinda 0.007-0.142 g/I,

63



R. meliloti suslarinda 0.068-0.365 g/l ve B. japonicum suslarinda 0.029-0.105 g/I
olarak bulmustur. Arastirmacinin tespit ettigi maksimum ve minimum PHB

tiretimleri calismamizdaki sonuglara gore disiiktiir (Tablo 4.9.-4.10.-4.11.).

Urug (2006), yapmis oldugu tez calismasinda; YMB’de 48 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda hiicre kuru agirliklarina gore PHB {iretimlerini, R. phaseoli suslarinda
0.0248-0.0553 ¢/l olarak ve R. leguminosarum suslarinda ise 0.0271-0.0601 g/l
arasinda bulmus olup bu degerler ¢alismamizdaki sonuglara gore oldukga diigiiktiir
(Tablo 4.9.-4.10.-4.11.).

Rhizobium cinsi bakterilerle yapmis oldugu c¢alismasinda Baysak (2008); R.
phaseoli suglarinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarina
gore PHB iiretimlerini %0.5 seker konsantrasyonunda 0.0199-0.0518 g/I, %1 seker
konsantrasyonunda 0.0246-0.0554 g/l ve %1.5 seker konsantrasyonunda 0.0271-
0.0562 g/l olarak bulmustur. Inkiibasyon siiresini 96 saate ¢ikardiginda ise bu
degerler 0.4858-1.1280 g/l arasinda olmustur. Caligmamizda oldugu gibi inkiibasyon
siiresinin arttirilmast degerleri olduk¢a yiikseltmistir. Yiiksek inkiibasyon siiresi
sonunda buldugu PHB iiretim degerleri ¢alismamizdaki PHB iiretim degerleriyle
benzerlik gostermektedir (Tablo 4.9.-4.10.-4.11.).

Tirkoglu (2009), R. phaseoli suslarmin 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
hiicre kuru agirliklarina goére PHB iiretimlerini, %0.5 melas konsantrasyonunda
0.0584-0.6121 g/l, %1 melas konsantrasyonunda 0.2434-0.5536 g/l ve %1.5 melas
konsantrasyonunda 0.2639-0.6170 g/l arasinda bulmustur. Aragtirmamizdaki degerler
bu ¢alismadaki PHB iiretim degerleriyle benzerlik gostermektedir (Tablo 4.9.-4.10.-
4.11)).

Kiigiik ve ark.(2016), ¢alismalarinda Rhizobium izolatlarinin YMB’de 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarina gére PHB {iretimlerini 0.100-
0.428 g/l arasinda bulmuslardir. Bu sonuglar ¢alismamizdaki degerlere gore biraz
diistiktiir (Tablo 4.9.-4.10.-4.11.).

Saadettin ve ark. (2001), yapmis olduklar1 calismada, Bacillus cinsine ait
bakterilerin Nutrient Broth besiyerinde hiicre kuru agirliklarina gére PHB
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tiretimlerini 0.030-0.310 g/l arasinda bulmuslardir. Bu degerlerin aragtirmamizdaki

sonuglara gore biraz diisiik oldugu goriilmektedir (Tablo 4.9.-4.10.-4.11.).

Calismasinda Bacillus cinsi bakterileri kullanan Ediz (2004); 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarina gére PHB tiiretimlerini, B. subtilis
F1 susunda %0.5 melas konsantrasyonunda 0.03-0.06 g/l, %1 melas
konsantrasyonunda 0.00-0.04 g/l ve %1.5’lik melas konsantrasyonunda 0.01-0.25 g/I
arasinda bulmustur. B. megaterium P1 susunda ise %0.5 melas konsantrasyonunda
0.00-0.03 g/l, %1 melas konsantrasyonunda 0.02-0.05 g/l ve %15 melas
konsantrasyonunda 0.03-0.08 g/l arasinda tespit etmistir. Bu degerler

arastirmamizdaki sonuglara gore oldukea diisiiktiir (Tablo 4.9.-4.10.-4.11.).

Halofilik bakterilerin PHB iiretimlerini inceleyen Dinigiizel (2007); %6 oraninda
NaCl igeren Nutrient Broth besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre
kuru agirliklarina gére PHB iiretimlerini 0.022-0.519 g/l arasinda bulmustur. Bu
sonuglarin ¢aligmamizdaki degerlere oldukga yakin oldugu goriilmektedir (Tablo
49.-4.10.-4.11.).

4.5. PHB Verimlerinin Belirlenmesi

Suslarin PHB {iretimleri tespit edildikten sonra elde edilen degerler kullanilarak

PHB verimleri hesaplanmistir.

Tablo 4.12. Izolatlarn %0.5 Melas Konsantrasyonunda Hiicre Kuru Agirliklarma
Gore % PHB Verimleri

Izolat No: Kuru agwrlik (g/1) PHB iiretimi (g/I) % PHB
R.  leguminosarum 0.553 0.134 24.23
IFO 14778
HR 36-2 1.151 0.499 43.35
HR 37 1.050 0.451 42.95
HR 38-1a 1.433 0.552 38.52
HR 41-1 0.328 0.147 44 .81
HR 51 0.748 0.417 55.74
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Sekil 4.1. Izolatlarin %0.5 melas konsantrasyonunda % PHB verimleri

Tablo 4.12. ve Sekil 4.1. incelendiginde; R. leguminosarum IFO 14778 susunun
%0.5 melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirligina gore PHB verimi %24.23
olarak bulunmustur. Ayn1 zamanda tablo ve sekil’de de goriildiigii iizere; biitiin
izolatlarda PHB veriminin kontrol susundan daha yiiksek hatta yaklasik 2 kat daha
fazla orana sahip oldugu saptanmustir. Izolatlarin kuru agirliklarma gére PHB
verimleri %38.52- %55.74 olarak belirlenmistir. HR 51 kod’lu izolat %55.74 verimle
en yiiksek degere sahipken, %38.52 ile HR 38-la kod’lu izolat en diisik PHB

verimine sahiptir.
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Tablo 4.13. izolatlarin %1 Melas Konsantrasyonunda Hiicre Kuru Agirliklarina Gére
% PHB Verimleri

Izolat No: Kuru agwrlik (g/1) PHB iiretimi (g/I) % PHB
R.  leguminosarum 1.635 0.198 12.11
IFO 14778
HR 36-2 2.441 0.733 30.02
HR 37 2.451 0.802 32.72
HR 38-1a 1.036 0.752 72.58
HR 41-1 0.657 0.048 7.30
HR 51 1.259 0.245 19.45
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Sekil 4.2. izolatlarin %1 melas konsantrasyonunda % PHB verimleri

Tablo 4.13. ve Sekil 4.2.’deki veriler incelendiginde; R. leguminosarum IFO
14778 susunun %1 melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirligina gére PHB
verimi %12.11 olarak belirlenmistir. Bu oranlara bakildiginda; izolatlardan biri harig

(HR 41-1) digerlerinin kontrol susundan daha yiiksek PHB verimine sahip oldugu
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tespit edilmistir. Izolatlarin kuru agirhiklarina gére PHB verimleri %7.30- %72.58
arasindadir. HR 38-1a kod’lu izolat %72.58 verimle en yiiksek degere Sahipken,
%7.30 ile HR 41-1 kod’lu izolat en diisitk PHB verimine sahiptir.

Tablo 4.14. Izolatlarn %1.5 Melas Konsantrasyonunda Hiicre Kuru Agirliklarina
Gore % PHB Verimleri

Izolat No: Kuru agwrlik (g/1) PHB iiretimi (g/1) % PHB
R.  leguminosarum 2.525 0.305 12.07
IFO 14778
HR 36-2 1.193 0.712 59.68
HR 37 1.246 0.733 58.82
HR 38-1a 0.894 0.637 71.25
HR 41-1 1.125 0.392 34.84
HR 51 0.931 0.568 61.00

% 1,5 Melas Konsantrasyonunda PHB
Verimi
20190001900r3I
10190081900r3|
29190081900r2l 11190001900r31 |
19190051900r2I 281900121900020481900¢2) 6100
9190081900r2! -
30190081900r1 319003619001 2!
20190001900r1I —
10190001900rY {9i5481600T ] |
0190001900r1l :
o Vv Q > N N
@6 Q:éo ‘23:) "Joo'\ Q,b‘\ «23"6
N & . «2& S
&\a@% Izolatlar % PHB
@b@

Sekil 4.3. izolatlarin %1.5 melas konsantrasyonunda % PHB verimleri
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Tablo 4.14. ve Sekil 4.3.’de belirtildigi iizere; R. leguminosarum IFO 14778
susunun %1.5 melas konsantrasyonundaki hiicre kuru agirligina gére PHB verimi
%12.07 olarak bulunmustur. Ayrica tablo ve sekil incelendiginde; tiim izolatlarda
PHB veriminin kontrol susundan oldukga yiiksek yaklasik 3 ile 6 kat daha fazla
orana sahip oldugu saptanmustir. Izolatlarmin kuru agirliklarina gére PHB verimleri
%34.84- %71.25 arasinda hesaplanmistir. HR 38-1a kod’lu izolat %71.25 verimle en
yiiksek degere sahipken, %34.84 ile HR 41-1 kod’lu izolat en diisitk PHB verimine
sahiptir.

R. leguminosarum IFO 14778 susunun hiicre kuru agirligina gore PHB verimi;
%0.5 melas konsantrasyonunda en yiiksek (%24.23), %1.5 melas konsantrasyonunda
en diisiik (%12.07) olarak belirlenmistir. Izolatlarin hiicre kuru agirhiklarina gore
PHB verimi, %0.5 melas konsantrasyonunda %38.52- %55.74, %1 melas
konsantrasyonunda %7.30- %72.58, %1.5 melas konsantrasyonunda 9%34.84-
%71.25 arasinda degisiklik gostermistir (Sekil 4.1., 4.2., 4.3.).

Yaptig1 calismada Mercan (2002), YMB’de 48 saatlik inkiibasyon sonunda hiicre
kuru agirliklarinina gére PHB verimlerini, R. phaseoli suslarinda %23.08- %28.70,
R. leguminosarum suslarinda %14.22- %25.85, R. cicer suslarinda %5.71- %16.71,
R. meliloti suslarinda %7.82- %39.25 ve B. japonicum suslarinda %5.37- %34.43
olarak bulmustur. Arastirmacinin tespit ettigi maksimum ve minimum PHB
verimlerinin ¢alismamizdaki sonuglara gore diisiik oldugu goriilmektedir (Tablo
4.12,4.13.,4.14., Sekil 4.1.,4.2.,4.3)).

Urug (2006), yapmis oldugu calismasinda; YMB’de 48 saatlik inkiibasyon stiresi
sonunda hiicre kuru agirliklarina gére PHB verimlerini, R. phaseoli suslarinda
%17.23- %26.04 olarak ve R. leguminosarum suslarinda ise %8.69- %18.91 arasinda
bulmustur. Bu sonuglar ¢alismamizdaki degerlere gore diisiiktiir (Tablo 4.12, 4.13.,
4.14., Sekil 4.1.,4.2.,4.3.).

Rhizobium cinsi bakterilerle yapmis oldugu calismasinda Baysak (2008), R.
phaseoli suslarinin 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarina
gore PHB verimlerini, %0.5 seker konsantrasyonunda %16.08- %26.84, %1 scker
konsantrasyonunda %17.15- %20.00 ve %1.5’lik seker konsantrasyonunda %19.28-
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%25.01 olarak bulmustur. 96 saatlik inkiibasyon siiresinde ise %725.80- %31.16
arasinda bulmustur. Aragtirmamizdaki sonuclar bu calismadaki PHB verimlerine

uygunluk gostermektedir. Ayrica ¢alismamizda oldukga yiiksek PHB verimleri de
elde edilmistir (Tablo 4.12, 4.13., 4.14., Sekil 4.1.,4.2.,4.3.).

Yine baska bir ¢alismada Tirkoglu (2009), R.phaseoli suslarimin 96 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarina gére PHB verimlerini, %0.5
melas konsantrasyonunda %5.90- %37.93, %1 melas konsantrasyonunda %8.50-
%52.65 ve %1.5 melas konsantrasyonunda %9.51- %60.23 arasinda bulmustur.
Arastirmamizdaki degerler bu ¢alismadaki hiicre kuru agirlik degerlerine benzerlik
gostermekte olup yiiksek PHB verimleri de bulunmaktadir (Tablo 4.12, 4.13., 4.14.,
Sekil 4.1.,4.2.,4.3.).

Kigiik ve ark., (2016) ¢alismalarinda Rhizobium izolatlariin YMB’de 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarina gére PHB verimlerini %12.00-
%77.30 arasinda bulmuslardir. Elde ettikleri maksimum ve minimum PHB verimleri,
calismamizdaki sonuclar ile uygunluk gostermektedir (Tablo 4.12, 4.13., 4.14., Sekil
4.1.,4.2.,4.3).

Bagka bir ¢alismada ise Saadettin ve ark., (2001) yapmis olduklar1 ¢alismada,
Bacillus cinsine ait bakterilerin Nutrient Broth besiyerinde hiicre kuru agirliklarina
gore PHB verimlerini, %4.93- %57.40 arasinda bulmuslardir. Arastirmamizdaki
sonuglar bu c¢aligmadaki PHB verimlerine uygunluk gostermektedir. Ayrica
caligmamizda oldukga yiiksek PHB verimleri de elde edilmistir (Tablo 4.12, 4.13.,
4.14., Sekil 4.1.,4.2.,4.3)).

Yaptig1 calismada Bacillus cinsi bakterileri kullanan Ediz (2004); 48 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirliklarina gére PHB verimlerini, B. subtilis
F1 susunda %0.5 melas konsantrasyonunda %29.47- %84.71, %1 melas
konsantrasyonunda %15.91- %81.33 ve %1.5 melas konsantrasyonunda %52.00-
%82.00 arasinda bulmustur. B. megaterium P1 susunda ise farkl inkiibasyon siireleri
sonunda %0.5 melas konsantrasyonunda 9%30.00- %42.50, %1 melas

konsantrasyonunda %45.26- %82.50 ve %1.5 melas konsantrasyonunda %35.00-

70



%72.00 arasinda tespit etmistir. Aragtirmamizdaki sonuglar bu ¢alismadaki degerlere

yakindir (Tablo 4.12, 4.13., 4.14., Sekil 4.1.,4.2.,4.3.).

Halofilik bakterilerin PHB iiretimlerini inceleyen Dinigiizel (2007), %6 oraninda
NacCl igeren Nutrient Broth besiyerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre
kuru agirliklarina gére PHB verimlerini, %2.09- %29.48 arasinda bulmustur. Bu
sonuclar ¢alismamizdaki degerlere gore oldukca diistiktiir (Tablo 4.12, 4.13., 4.14.,
Sekil 4.1.,4.2.,4.3.).

Nair ve ark., (1993) yaptiklar1 ¢alisgmada; Rhizobium tiirlerinin PHB
iceriklerindeki farkliligin izolata spesifik oldugunu bildirmektedirler. Buradan yola
¢ikilarak bizim c¢alismamizda tiirler, Kirsehir merkez ve ilgelerinin farkl
lokasyonlarindaki yabani bitkilerden elde edildigi icin goriilen farkliligin hem
izolatlardan hem de lokasyonlardan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.

4.6. Izolatlarda Siderofor Varhgmin Tespiti

Calismamizda Rhizobium spp. izolatlarinin siderofor tayinleri Chrome Azurol
Sulphate (CAS) Agar kullanilarak Schwyn ve Neilands’in (1987) yontemine gore
yapilmis ve 56 izolattan 6 adetinin siderofor liretmedigi (zon olusturamayan), diger
50 adet izolatin ise siderofor {irettigi (zon olusturan) tespit edilmistir. Calisma 2
paralel seklinde yapilmis olup zon cgaplart Olgiilerek ortalamalari alinmigtir. Zon

caplar1 8.5-12.5 mm arasinda bulunmus ve Tablo 4.15.- 4.16.”da gosterilmistir.

Rhizobium spp. izolatlarinin CAS Agar’da olusturduklart zonlar Resim 4.3.’de

gosterilmistir.
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Resim 4.3. Izolatlarin CAS Agar’da olusturduklar1 zonlar
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Resim 4.4. izolatlarin CAS Agar’da olusturduklari zonlar (Devami)
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Tablo 4.15. izolatlarm Siderofor Uretme Potansiyelleri ve Zon Caplari

Izolat 1.paralel 2.paralel Ortalama

No: (mm) (mm) (mm)
HR 1 13 11 12
HR 2-1 - - -
HR 2-2 14 9 11.5
HR 4 14 9 11.5
HR 7a 12 8 10
HR 7b 10 10 10
HR 14 11 11 11
HR 16-1 12 12 12
HR 16-2 13 11 12
HR 19 11 9 10
HR 28 9 10 9.5
HR 29 11 8 9.5
HR 31 13 11 12
HR 33-2a 12 12 12
HR 33-2b 11 10 10.5
HR 33-3a A 9 9 9
HR 36-1 13 10 11.5
HR 36-2 11 10 10.5
HR 37 10 9 9.5
HR 38-1a 12 10 11
HR 38-2 11 10 10.5
HR 40-1a 13 10 11.5
HR 40-1b 14 11 12.5
HR 40-2 11 9 10
HR 41-1 10 9 9.5
HR 41-2 11 8 9.5
HR 42 - - -
HR 43-2 10 8 9
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Tablo 4.16. izolatlarm Siderofor Uretme Potansiyelleri ve Zon Caplari (Devami)

Izolat 1.paralel 2.paralel Ortalama

No: (mm) (mm) (mm)
HR 45-1 10 9 9.5
HR 48-1 13 8 10.5
HR 48-2 - - -
HR 49 12 10 11
HR 50-1 12 12 12
HR 50-2 15 10 12.5
HR 51 10 11 10.5
HR 52-2 9 8 8.5
HR 59-1a 11 10 10.5
HR 59-1b 13 11 12
HR 59-2 12 11 11.5
HR 102-1 14 10 12
HR 102-2 11 11 11
HR 103 10 8 9
HR 104-2b - - -
HR 105-2 10 8 9
HR 106-1 12 8 10
HR 106-2 13 8 10.5
HR 107 12 11 11.5
HR 109 11 9 10
HR 111 10 9 9.5
HR 123 10 9 9.5
HR 124 11 8 9.5
HR 125 - - -
HR 132-2a - - -
HR 138-1 10 10 10
HR 143-1 11 13 12
HR 143-2 11 8 9.5
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Tablo 4.15-4.16’da gorildigi tizere; HR 1 (12 mm), HR 16-1 (12 mm), HR
16-2 (12 mm), HR 31 (12 mm), HR 33-2a (12 mm), HR 40-1b (12.5 mm), HR 50-1
(12 mm), HR 50-2 (12.5 mm), HR 59-1b (12 mm), HR 102-1 (12 mm), HR 143-1
(12 mm) izolatlar1 6nemli derecede siderofor lireterek, CAS Agar’da sari-turuncu zon
olusturmuslardir. Buna karsilik HR 2-1, HR 42, HR 48-2, HR 104-2b, HR 125, HR
132-2a izolatlar1 ise zon olusturmamis ve dolayisiyla siderofor iiretmedikleri tespit
edilmistir. Ayrica bu izolatlar disindaki diger 39 izolatinda 6nemli derecede siderofor

irettikleri l¢iilen zon ¢apindan belirlenmistir.

Gliney (2014), calismasinda tiim suslarda CAS Agar’da siderofor iiretimi
saptamis ve en yiiksek siderofor iiretimini Bacillus cereus DSM 4312 bakterisinde (8
mm), en diisiik siderofor tiretimini ise B. cereus / B. thuringiensis A77/K-1 (4 mm)
bakterisinde tespit etmistir. Aragtirmamizdaki sonuglar bu ¢alismadaki degerlere gore

oldukga yiiksektir (Tablo 4.15-4.16).

Brevibacillus laterosporus’un siderofor tiretimini ve ¢esitli metallerin (Fe,
Co, Ni, Hg) siderofor iiretimine etkilerini arastiran Aydin (2014), CAS analizi ile
siderofor varligini tespit ettigi B. laterosporus 01/IK3-2 bakterisinde zon gapiniin
10 mm oldugunu bildirmistir. Aragtirmacinin tespit ettigi zon ¢ap1 ¢alismamizda elde

ettigimiz zon gaplarina uygunluk gostermektedir (Tablo 4.15-4.16).

Sezen (2017), Erzurum ve gevresindeki tuz igerigi yiiksek habitatlardan izole
ettigi halofilik rizobakterilerde siderofor {ireten izolatlarin zon ¢aplarinini 0.5-1.2 cm
arasinda bulmustur. Calismada Olglilen zon ¢aplar1 tespit ettigimiz Olgtimler ile

uygunluk gostermektedir (Tablo 4.15-4.16).
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5. SONUC VE ONERILER

PHB, kok nodiil bakterilerinde ve prokaryotik mikroorganizmalarda karbon depo
polimeri olup yaygin olarak bulunmaktadir (Ratcliff ve ark., 2008; Trainer ve Trevor,
2006). PHB ve PHA biyolojik olarak ayrisabilen biyoplastikler olduklar1 i¢in son
yillarda ticari olarak da 6nem kazanmislardir (Gao ve ark., 2011). PHB graniilleri
cok sayida mikroorganizmada zarla c¢evrili sekilde olup bu graniillerin
mikroorganizmalarda karbon ve enerji kaynagi olarak rol aldiklar1 bildirilmektedir

(Nair ve ark., 1993; Kii¢iik ve ark., 2016).

Yaptigimiz c¢alismada, yabani baklagil bitkilerinden daha 6nce izole edilmis
Rhizobium spp. izolatlarinin, PHB iiretim verimlerinin ve siderofor iiretimlerinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla ilk olarak toplam 56 adet Rhizobium spp.
izolatina morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler uygulanarak izolatlarin

ozellikleri belirlenmistir.

izolatlarin PHB iiretme yeteneklerini belirlemek amaciyla Nile Blue A boyasi
kullanilmis ve 56 izolattan 43 adetinin PHB iiretebildigi saptanmistir. Bu 43 izolattan
5 adeti (HR 36-2, HR 37, HR 38-1a, HR 41-1, ve HR 51) se¢ilmis ve Rhizobium
leguminosarum IFO 14778 kontrol susu ile birlikte melasin %0.5, %1, %1.5’lik
konsantrasyonlarinda 96 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre kuru agirligi, PHB

iiretimi, PHB verimleri incelenmistir.

R. leguminosarum IFO 14778 susunun hiicre kuru agirligi %0.5’lik melas
konsantrasyonunda en disiik (0.553 g/l), %1.5’lik melas konsantrasyonunda en
yiksek (2.525 g/l) bulunurken, izolatlarinin hiicre kuru agirliklart ise; %0.5°lik
melas konsantrasyonunda 0.328-1.433 g/l, %1’ lik melas konsantrasyonunda 0.657-
2.451 g/l ve %]1.5’lik melas konsantrasyonunda 0.894-1.246 g/l olarak tespit
edilmistir (Tablo 4.6.-4.7.-4.8.).

R. leguminosarum IFO 14778 susunun hiicre kuru agirhigma gore PHB iiretimi
%0.5’lik melas konsantrasyonunda en disiik (0.134 g/1), %1.5’lik melas
konsantrasyonunda en yiiksek (0.305 g/lI) bulunurken, izolatlarinin hiicre kuru

agirhiklarina gore PHB tiretimi ise; %0.5’lik melas konsantrasyonunda 0.147-0.552

77



o/l, %1’lik melas konsantrasyonunda 0.048- 0.802 g/l ve %1.5’lik melas
konsantrasyonunda 0.392-0.733 g/l olarak tespit edilmistir (Tablo 4.9.-4.10.-4.11.).

R. leguminosarum IFO 14778 susunun hiicre kuru agirhigina gére PHB verimi;
%0.5’lik melas konsantrasyonunda en yiiksek (%24.23), %1.5’lik melas
konsantrasyonunda en diisiikk (%12.07) olarak belirlenirken, izolatlarin hiicre kuru
agirliklarina gére PHB verimi, %0.5’lik melas konsantrasyonunda %38.52 - %55.74,
%1’lik melas konsantrasyonunda %7.30- %72.58 ve %1.5’lik melas
konsantrasyonunda %34.84- %71.25 olarak tespit edilmistir (Tablo 4.12, 4.13., 4.14.,
Sekil 4.1.,4.2.,4.3.).

Sonug olarak uygulanan 3 konsantrasyon karsilagtirildiginda en yiiksek verim
%1.5 melas konsantrasyonunda elde edilmistir. izolatlar agisindan bir degerlendirme
yapildiginda ise yiiksek verim degerlerinin HR 38-1a’ya ait oldugu tespit edilmistir
(Tablo 4.12, 4.13., 4.14., Sekil 4.1.,4.2.,4.3.).

Inkiibasyon siiresi ve kullandigimiz melas calismamizda yiiksek oranda verim
elde etmemizde Onemli bir unsur olmustur. Ayrica yapilan bir ¢alismada PHB
tiretimindeki farkliligin Rhizobium spp.’den kaynaklanabilecegi belirtilmektedir
(Nair ve ark., 1993). Bu baglamda bizim ¢alismamizin da bu fikri destekler nitelikte
oldugu distiniilmektedir.

Yapilan c¢alismalar incelendiginde; PHB iretiminde kullanilan Rhizobium
bakterilerinin kiiltiir bitkilerinden veya topraktan izole edildigi, yabani baklagil
bitkilerinden izole edilen Rhizobium bakterilerinden PHB iiretimiyle ilgili
calismalarin sayisinin birkag tane ile sinirli oldugu goriilmektedir. Bizim calismamiz
bu yoniiyle farklilik gostermekte olup, kullanilan Rhizobium bakterileri yabani
baklagil bitkilerinden ve Kirsehir yoresinin farkli lokalitelerinden izole edilmistir. Bu
yoniiyle arastirmamiz 6zgiin bir deger tagimakta olup Kirsehir ilinde yapilan ilk

caligmadir. Ayrica bu alanda yapilacak ¢aligmalara 11k tutacagi da ongoriilmektedir.

Calismamizda Rhizobium spp. izolatlarinin siderofor tiiretme potansiyelleri
Schwyn ve Neilands yontemine gore CAS Agar kullanilarak arastirilmis ve toplam
56 adet izolattan 50 adetinin siderofor tiretebildigi belirlenmistir. Calisma 2 paralel

seklinde yapilarak zon ¢aplar1 6l¢giilmiis ve ortalamalari alinmigtir. Zon ¢aplar1 8,5
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mm-12,5 mm arasinda bulunmus; HR 1 (12 mm), HR 16-1 (12 mm), HR 16-2 (12
mm), HR 31 (12 mm), HR 33-2a (12 mm), HR 40-1b (12.5 mm), HR 50-1 (12 mm),
HR 50-2 (12.5 mm), HR 59-1b (12 mm), HR 102-1 (12 mm), HR 143-1 (12 mm)

izolatlarinin 6nemli derecede siderofor tirettigi tespit edilmistir (Tablo 4.15-4.16.).

Son yillarda petrol kaynaklarinin azalmasi ve buna bagli olarakta fiyatlarinin
yiikselmesinden dolay1 biyoteknolojik yontemlerle iiretilen biyoplastikler oldukca
Onem kazanmistir. Ayrica biyoplastiklerin biyo¢oziiniir ve biyouyumlu olmalarindan
dolay1 ¢evre dostu olmalar1 onlar1 daha cazip hale getirmektedir. Bu ¢alismalarda ise
bakterilerin kullanilmasinin diger organizmalara gore daha avantajli oldugu
bilinmekte olup bunlar kullanilarak cesitli kosullarda daha yiiksek verim elde etmek
amaciyla arastirmalar yogun olarak siirmektedir. Bu baglamda yukarida belirtilen
Ozeliklere sahip tilirlerin  biyoplastik {iretim calismalarinda kullanilmasinin
ekosistemin  dengesinin  diizenlenmesine de  biiyilkk katki  saglayacagi

diistiniilmektedir.
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