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Polihidroksialkanoatlar (PHA) biyouyumlu, %100 biyobozunur, toksik o6zellik
gostermeyen biyopolimerlerdir. Polihidroksialkanoatlar i¢erdikleri karbon sayilarina gore
uzun, kisa, orta zincir uzunluguna sahip olup, farkli mekanik ve fiziksel ozellikler

kazanirlar.

Giinlimiize kadar olan siirecte ziratte, hayvancilikta, plastik sanayiinde ve tibbi
uygulama gibi bir¢ok farkli alanda kullanilmak tizere PHAlar {iretilmis ve ¢alisilmistir.
Bunlar arasindan en fazla tibbi uygulamalar dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle orta zincir
uzunluklu PHA (Mcl-PHA) sahip oldugu 6zellikler ile yumusak doku onariminda ve ilag

tastyici sistem olarak kullanilmak {izere timit vericidir.

Bu calismada planlanan, Pseudomonas mendocina suslarinda Mcl-PHA nin
tiretilmesi ve farkli yontemler ile saflastirilarak, yaralarin iyilestirilmesi i¢in kullanilacak
kurkumin iceren sistem haline getirilmesidir. Bu amagla iiretilen Mcl-PHA ’nin monomer
yapisinin belirlenmesi ve hazirlanan yara iyi edici filmin fizikokimyasal 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in in vitro karakterizasyon testleri ger¢eklestirilmis, sitemin etkinligi hiicre

kiiltiirii galigmalarla belirlenmis ve kurkumin salim profili degerlendirilmistir.

Anahtar Sozciikler: Polihidroksialkanoat (PHA), Mcl-PHA, Pseudomonas mendocina,

Kurkumin.
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ABSTRACT

PRODUCTION OF POLYHYDROXYALKANOATES (PHA) FROM BACTERIA
FOR DEVELOP WOUND-HEALING SYSTEM THAT CONTAINS CURCUMIN

BURCU LATIFE ARSLAN

Department of Advanced Biotechnology
Programme in Biotechnology
Anadolu University, Graduate School of Natural and Applied Sciences, August 2020
Supervisor: Assoc. Prof. Giilay BUYUKKOROGLU

Polyhydroxyalkanoates (PHA) are biocompatible, 100% biodegradable,
biopolymers that do not exhibit toxic properties. Polyhydroxyalkanoates have long, short,
medium chain lengths acording to the carbon numbers they contain and have different

mechanical and physical properties.

In the process up to the sun, in agriculture, animal husbandry, plastic industry and
medical etc. PHAs have been produced and worked for use in many different areas.
Among these, the most medical applications draw attention. Especially medium chain
length PHA (Mcl-PHA) is promising with its features for its soft tissue repair and drug

delivery system.

The aim of this study is to produce Mcl-PHA in Pseudomonas mendocina strains
and to purify it using different methods then to prepare a system that containing curcumin
to be used for healing wounds. In order to determine the monomer structure of Mcl-PHA
produced for this purpose and to determine the physicochemical properties of the wound
healing film, in vitro characterization tests were performed. The effectiveness of the
system was determined by cell culture studies and the curcumin release profile was

evaluated.

Keywords: Polyhydroxyalkanoate (PHA), Mcl-PHA, Pseudomonas mendocina,

Curcumin.
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1. GIRIS

Tim diinyada yara tedavisi aragtirmalari ve uygulamalarinda kullanilan yara
ortiileri 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu yara bakim tiriinleri yara bolgesini ortiip, zarar
gbérmiis dokuyu dis etkilerden koruyarak ve yapisi uygunsa hiicre iiretimini aktive ederek
iyilesme siirecine katki saglamaktadir. Yara bolgesinde polihidroksialkanoat tiirevlerinin

kullanim1 yeni bir yaklagim olarak goriilmiis ve bu konuda ¢alismalar yapilmstir.

Biyolojik olarak pargalanabilen plastiklerden olan Polihidroksialkanoatlar (PHA)
biyouyumlu, %100 biyobozunur, kendisi ve parcalanma iiriinleri toksik ozellik
gostermeyen, piezoelektrik 6zellige sahip biyopolimerlerdir. Zincir uzunluklarina ve yan
dallarina gore farkli yapilar gosterebilmektedirler. Orta zincir uzunluklu (Mcl-PHA)’lar
ylksek esneklik ve diisiik kristallik ozellikleri ile hormonlarin ve ilaglarin yavas
salintmini saglarlar. Ayrica PHA bozunmasi sonucu olusan monomerler toksik 6zellik
gostermezken, aksine insan viicudunda dogal olarak bulunur. Belirli dokularda 6zellikle
de beyin ve kalp dokusu i¢in bir enerji kaynagi olarak kullanilir ve beyin gelisiminde rol
alan aminoasitlerin prekiirsorii olarak fizyolojik bir role sahiptir. Polihidroksialkanoatlar

bu 6zelligi ile canli viicudunda miikemmel uyum saglarlar.

Bununlarin yaninda PHA toprakta, suda, kanalizasyonda aerobik kosullar altinda
karbondioksit ve suya, anaerobik kosullar altinda metana kadar indirgenebilir.
Aragtirmalarla, PHA’nin %85’inin yedi hafta i¢inde bozunmus oldugu ve sudaki
ortamlarda 60°C’yi agmayan sicakliklarda 254 giin i¢inde bozundugu ve bozunma

tiriinlerinin toksik olmadig1 rapor edilmistir.

Kurkuminin yara iyilestirme potansiyeli, anti-inflamatuar anti-enfeksiyoz ve anti-
oksidan aktiviteleri gibi biyokimyasal etkilerinden kaynaklanmaktadir. Kurkuminin,
dokuyu yeniden modelleme, graniilasyon dokusu olusumu ve kollajen depolanmasina
katilmasiyla kutandz yara iyilesmesini arttirdigi bulunmustur. Cesitli c¢alismalar,
kurkuminin yara iizerine uygulanmasinin epitel rejenerasyonunu arttirdigini ve fibroblast
proliferasyonunu, vaskiiler yogunlugunu ve kollojen miktarinmi arttirdigini, yara iyilesme

stiresini kisalttig1 gostermistir.
Bu ¢alismada amaclanan,

* Pseudomonas mendocina suslarindan Mcl-PHA olan polihidroksioktanoatin

dretilmesi, ekstrakte edilmesi



* PHA’ya kurkuminin hapsedilerek yara iyi edici film formiilasyonunun

gelistirilmesi

* Elde edilen film formiilasyonlarinin, karakterizasyon testlerinin yapilmasi ve

salim profillerinin ¢ikarilmasi.
+ Elde edilen film formiilasyonlarinin, sitotoksisitesinin belirlenmesidir.

Bu amagla Pseudomonas mendocina suslarinin uygun kosullarda tiretilmesi ve
polimer fliretim ortamina maruz birakildiktan sonra ekstraksiyon islemine tabi
tutulmustur. Uretilen Mcl-PHA nin monomer yapismin belirlenmesi igin in vitro
karakterizasyon testleri gerceklestirilmistir. Elde edilen PHA ile kurkumin i¢eren yara iyi

edici film formiilasyonu gelistirilerek ve bu sistemin in vitro salim ¢alismasi yapilmaistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1.Biyobozunur Plastikler
Plastikler, ¢cok yonliilik, hafiflik, dayaniklilik ve bozunmaya kars1 direng

ozelliklerine sahiptir. Yasamin konforunu ve kalitesini arttirmak i¢in 6nemli bir madde
haline gelmislerdir. Plastikler, hemen hemen tiim sanayi alanlarinin 6nemli bir parcasidir
(Khanna vd., 2005). Farkli endiistriyel alanlarda polietilen terefthalat (PET), polietilen
(PE), polipropilen (PP), polistiren (PS) ve polivinil kloriir (PVC) kullanilmaktadir (Raza
vd., 2017). Plastik iiretiminin maliyeti ucuz olsa da plastik iirlinlerin %90’ 1n1 bir kez
kullandiktan sonra atilmakta ve bdylece kiiresel bir ¢cevre krizi yaratmaktadir (Sekil 2.1)
(The future of plastic, 2018). Plastik toprakta uzun siire parcalanmadan kalarak cevre
kirliligi ve toksik madde birikime sebep olurken, yakilmas1 sirasinda potansiyel olarak
tehlikeli olan hidrojen siyaniir, akrilonitril olugsmasi sebepleri ile saglik agisindan zararl
olmasinin yaninda pahali bir yoldur (Khanna vd., 2005; Mira¢ vd., 2003). 1970°1i
yillardaki petrol krizinde petrol fiyatlarinin artmasina da bagh olarak, petrol kokenli
polimerlere alternatifler aranmis ve 1976 yilinda, Ingiltere’deki Emperyal Kimya
Endiistrisi (ICI), bakteriyel fermentasyonla iiretilen poli-B-hidroksibiitirat’la (PHB) ilgili
arastirmalara baslamistir (Zinn vd., 2001; Mirag vd., 2003). Biopol, Nodax, Biogreen and
Biomer olarak adlandirilan iirtinler farkli monomer kompozisyonlar1 kullanilarak farkli

mikroorganizmalardan polihidroksialkanoatlarelde edilmistir (Bhuwal vd., 2013).

Plastiklerin geri doniisiimii yapilabilir, ancak zordur. Farkli ¢esitte atilmis plastik
malzemelerin siniflandirilmast da ¢ok zaman alan bir siirectir. Ayrica pigmentler,
kaplamalar, dolgu maddeleri gibi ¢ok c¢esitli katki maddelerinin varhigi, geri
dontistiiriilmiis malzemenin kullanimini sinirlar. Béyle bir durumda, biyolojik olarak
bozunabilir plastikler, konvansiyonel plastiklerden kaynaklanan ¢evresel tehlikeye en iyi

¢Oziimii sunar (Khanna vd., 2005).

Biyolojik olarak bozunabilir plastikler {i¢ kategoriye ayrilabilir: Kimyasal olarak

sentezlenen plastikler, nisasta bazli plastikler ve polihidroksialkanoatlar (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Biyo bazli ve biyobozunur olan farkii polimer siniflart (Bugnicourt 2014)

2.1.1. Kimyasal olarak sentezlenmis polimerler

Petrokimyasal ham maddelerden iiretilen konvensiyonel plastikler ve laktik asitten
iiretilen sentetik polimerler bu gruba girmektedir (Yates vd., 2013; The future of plastic,
2018). Biyobozunur polimerler, aerobik veya anaerobik kosullar altindaki

mikroorganizmalar tarafindan CO., CH4 ve H2O gibi daha kii¢lik molekiillere ayrilabilir.

Fotodegradasyon, oksidasyon ve hidrolizan gibi abiyotik kimyasal reaksiyonlar da
bozunma siirecine yardimei olurlar (The future of plastic, 2018). En yaygin olarak bilinen
biyolojik olarak ¢oziinebilir polimerler, polilaktit (PLA), poliglikolit (PGA),
polikaprolakton (PCL), polihidroksialkaoatlar (PHA), poli(biitilen siiksinat) (PBS) ve
poli(biitilen adipat-ko-etahalat) (PBAT), poli(e-kaprolakton), polivinil alkol, poli(etilen
oksit) bu kategoriye girer (Sekil 2.2). Bunlar enzimatik veya mikrobik saldiriya
duyarhidir. Plastiklerin tiim 6zelliklerini birebir karsilayamadiklar i¢in plastikler yerine
kullanilmalar ticari olarak uygun degildir (Khanna vd., 2005; The future of plastic,
2018).



Sekil 2.2. Biyobozunur ve biyo bazli polimerlerden olusan biyopolimerler (Rohman., 2017)

PLA yenilenebilir kaynaklardan iiretilen, parcalanma sonucunda laktik asit
monomerlerini tireterek toksik iiriin olusturmayan sentetik biyopolimerdir (Rancan vd.,
2014). Sahip oldugu fiziksel, kimyasal ve mekanik oOzellikleri nedeniyle mevcut
plastiklerin yerini alacak en iyi aday olarak kabul edilir. Bununla birlikte, bu tiir biyolojik
olarak bozunabilir polimerler endiistriyel 6l¢cekte iiretilirse, gida tiriinlerine sahip araziler

icin rekabet olusturacagi i¢in sorun haline gelebilir (The future of plastic, 2018).

2.1.2. Nisasta bazh plastikler

Bu tip nisasta, nisasta ve plastik karigimi (6rnegin, nisasta-polietilen) tiretmek i¢in
dolgu maddesi ve capraz baglayict madde olarak ilave edilir. Toprak mikroorganizmalari,
nisastay1 kolayca bozarak polimer matrisini parcalamaktadir. Bu, bozunma siiresinin
onemli Ol¢lide azalmasina neden olur. Ancak bu tiir plastikler kismen parcalanabilir.

Nisasta kaldirildiktan sonra kalan parcalar geri dondiiriilemez ve uzun bir siire ortamda

kalir (Khanna vd., 2005).

2.1.3. Polihidroksialkanoatlar (PHA)

Polihidroksialkanoatlar %100 biyobozunur enerji ve karbon deposu olarak
kullanilan biyopolimerlerdir (Kim vd., 2001). Polihidroksialkanoatlar nitrojen, azot,
oksijen, fosfat gibi temel besleyicilerin sinirli konsantrasyonunda ve ayni zamanda fazla
karbon kaynagi varliginda mikroorganizalar tarafindan hiicre icinde iiretilen
polihidroksialkanoatlarin polyesterleridir (Sekil 2.3). Polipropilen gibi ¢esitli sentetik

termoplastiklere benzer 6zelliklere sahiptirler ve dolayisiyla yerlerine kullanilabilirler



(Ojumu vd., 2004; Verlinden vd., 2007). PHA’lar insandaki yag veya bitkilerdeki nisasta
gibi bakterilerde depo maddesi olarak rol alamktadir (Mirag vd., 2003).
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Sekil 2.3. Mikrobiyal intraseliiler polihidroksialkanoatlar (PHA lar) ve PHA yapilar: (Chen vd., 2018)

PHA’lar, cesitli ortamlarda yiiksek biyobozunurluklari gibi benzersiz 6zelliklere
sahiptir ve bu nedenle biyobozunur polimer bilesikleri kadar biiyiik ilgi ¢ekmektedir
(Raza vd., 2017). Aaerobik kosullar altinda tamamen suya ve karbondioksite, toprak, gol
suyu ve kanalizasyonda bulunan mikroorganizmalar tarafindan anaerobik kosullar altinda
metana indirgenirler. (Khanna vd., 2005; Ong vd., 2017) Biyopolimerler arasinda, sahip
olduklar1 6zellikler ile biyo bazli polyesterler, petrokimyasal termoplastikler i¢in bir

alternatiftir (Raza vd., 2017).

Bu sebeplerden dolayr PHA nin kolaylikla geri kazanilmasi, ekonomik tiretiminde
cok onemli bir parametredir. Dolayisiyla, PHA’nin ekstraksiyonu i¢in ydntemlerin
gelistirilmesine ihtiya¢c duyulmaktadir, boylece genel islem daha basit ve daha ucuz

yapilabilir (Khanna vd., 2005).

2.2.Polihidroksialkanoatlarin Tarihcesi

Kloroformda ¢6ziinen sudanofilik, lipid benzeri inkliizyonlarin varligi ilk olarak
1920’11 yillarda Azotobacter chroococcum’da gozlemlenmistir. Bacillus megaterium’daki
benzer inkliizyonlarin kimyasal bilesimi, Lemoigne tarafindan 1923’te agikliga
kavusturulmustur (Verlinden vd., 2007). Bacillus subtilis kiiltiirleri ile yapilan ¢calisma ile

graniillerin monomer bileseni poli (3-hidroksibutirik asit) (P[3HB]) olarak tanimlanmistir



(Khanna vd., 2005). 1950’lerin sonuna gelindiginde, P (3HB) nin bu bakterilerde karbon
ve enerji i¢in hiicre i¢i rezerv olarak islev gérdiigliniin tespiti i¢cin Bacillus cinsi iizerine
yapilan calismalarla elde edilmis ve 11 farkli kisa zincirli B-hidroksi asit birimini

tanimlamistir (Sudesh vd., 2000; Findlay vd.,1983).

Bundan sonraki ¢aligmalar, PHA’larin farkli mikroorganizmalarda iiretilmesi ve
eldesine dogru yonelmistir. Mikrobiyal PHA’da 3-hidroksibiitirat (3HB) disindaki
hikdroksialkanoat (HA) birimlerinin tanimlanmasi, ticari olarak biiylik potansiyele sahip
oldugu diisiiniilerek, bu bakteri depo polimerinin arastirilmasi hiz kazanmistir (Sudesh

vd., 2000).

Ramsay ve arkdaslari 1990 yilinda Alcaliaenes eutrophus biyokiitlesini bir
stirfektan kullanarak, Hanh ve arkadaslari 1994 yilinda, yine Alcaliaenes eutrophus’den
sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ve kloroform kullanarak dispersiyon ile PHA eldesi

gerceklestimistir.

Schroll ve arkadaslar1 1996 yilinda, Pseudomonas cinslerinin undekanoat veya
dodekanoat iceren besiyerinde yetistirildiginde orta zincirli uzunlukta PHA’larin
tiretimine ek olarak, 6nemli miktarda 30H biitirik asit iceren PHA karisimlarinin
tiretimiyle sonuc¢lanmistir. Mcl-PHA nin varliginin ispat1 ile farkli arastirmacilar farklh

mikroorganizmalarla caligmalar gerceklestirmis ve elde edilen {irlinleri tanimlamagtir.

2000 yilinda Tian ve arkadaslari, Pseudomonas mendocina suslarini miristik asit,
oktanoat, oleik asit ve sitrik asit gibi farkli karbon kaynaklarini i¢ceren besiyerlerinde

yetistirip, Mcl-PHA tiirlerini analiz etmislerdir.

Kroumova ve arkadaglar1 2002°de, Pseudomonas mendocina’y1 karbonhidrat igeren
besiyerinde yetistirerek PHA iiretim yolunu arastirmis ve Mcl-PHA’nin 30H agil
bilesenlerini, yag asidi sentetaz (FAS) yolagindan tiiretildigini bulmuslardir. Furrer ve
arkadaglart 2007 yilinda, Pseudomonas putida’dan poli 3-hidroksioktanoat-ko-3-

hidroksiheksanot geri kazanimi i¢in sicaklik kontrollii bir yontem gelistirmislerdir.

Rai ve arkadaslar1 2011°de Pseudomonas mendocina’nin tek karbon kaynagi olarak
sodyum oktanoat ile yetistirildiginde, bir kopolimer yerine, poli (3-hidroksioktanoat)

P(3HO)’ nun homopolimerini tirettigini belirlemislerdir.



Glniimiizde, diiz, dalli, doymus, doymamis ve aromatik yapilara sahip
polihidroksialkanoatlarin, 150 farklt monomer bilesenlerinin 90’dan fazla mikrobiyal tiir
tarafindan {iretildigi bildirilmistir (Anjum vd., 2016). 1970’lerin basinda, arastirmacilar
PHA’larin sentezinden sorumlu genleri bulmuslar ve 1980’lerin sonlarinda, Ralstonia
eutropha susunu kullanarak biyosentetik yolda yer alan enzimleri klonlayarak, E. coli’de
fonksiyonel olarak aktif enzimler elde etmislerdir. Bu yaklasim, polimer {iretimi i¢in yeni

bir yol olarak goriilmektedir (Rohman, 2017).

Tanimlanan polihidroksialkanoat tiirevlerinin biyomedikal ve farmasotik
alanlardaki kullanimlart FDA tarafindan 2007°de oanaylanmistir (Papaneophytou vd.,
2019). Farkli aragtirma gruplar1 olan; Simion ve arkadaslarinin 2013 yilinda, Gumel ve
arkadaslarinin 2015°de, Senthilkumar ve arkadaslarnin 2017 yilinda ilag tasiyici sistem

olarak PHA tiirevlerini kullanmay1 denemislerdir.

2.3.Polihidroksialkanoatlarin Genel Ozellikleri

Polihidroksialkanoatlar (PHA), hiicre ici karbon ve enerji depolama bileseni olarak
cok sayida gram pozitif ve negatif bakteri, arkealar ve bitkiler tarafindan sentezlenen depo
maddeleridir (Khanna vd., 2005; Verlinden vd., 2007; Tan vd., 2014). Genellikle,
bakteriler, biiylimenin sabit fazi boyunca, dengesiz bir biiylime kosuluna maruz
kaldiklarinda, fazla karbon kaynagi ve ayni anda oksijen, azot, kiikiirt, magnezyum ve
fosfor gibi besinlerin sinirlandirilmasi ile bu graniilleri {iretirler. Bununla birlikte, baz1
bakteri, Alcaligenes latus gibi herhangi bir beslenme kisitlamasina tabi tutulmadan

PHA’lar iiretir. (Rai vd., 2011).

Polihidroksialkanoatlar (PHAs) Sekil 2.4’de gosterilen kimyasal yapiya sahip 3, 4,
5 ve 6 hidroksalkanoik asitlerin poliesterleridir (Rai vd., 2011). Polihidroksialkanoatlar
suda ve alkolde ¢oziinemezken, kloroform ve diger klorlu hidrokarbonlarda ¢oziilebilirler

(Bugnicourt vd., 2014).

Polihidroksialkanoatlar sitoplazmik inkliizyonlar olarak birikirler ve bu graniillerin
sayist tiirler arasinda farklilik gosterirler (Zinn vd., 2001; Rai vd., 2011). Bu graniillerin
boyutu 0,2um ve 0,5um arasinda olup, Nile Red, Nile Blue A veya Sudan Black B ile
boyanarak faz kantrast mikroskobuyla gozlemlenebilirler (Urtuvia vd., 2014; Rohman,

2017).
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Sekil 2.4 Polihidroksialkanoatlarin genel yapisi. R1 / R2 = alkil gruplari C1-C13, x = 1-4, n = 100-
30,000. (Rai vd., 2011)

300°den fazla bakteri tiiriiniin, yapisina ve hidroksialkanoik asit monomerlerinden
olusan yan zincir uzunluguna gore Sekil 2.5°te gosterildigi gibi li¢ gruba ayrilabilen
PHA’y1 sentezleyebilecegi bulunmustur (Kathiraser vd., 2007; Guo vd., 2011). Bu
bakteriler tarafindan iiretilen 150°den fazla homopolimer ve kopolimer tanimlanmistir
(Parlane vd., 2016). Birinci grup kisa monomer birimlerinden (3-5 karbon atomu) olusan
kisa zincir uzunlugunda PHAs’dir (Scl-PHA) (Guo vd., 2011; Kourmentza vd. 2017). Bu
siifin Ornekleri arasinda poli (3-hidroksibutirat) [P (3HB)] ve poli (4 hidroksibutirat)
[P(4HB)] bulunur (Keshavarz vd., 2010).

R-Metil veva Etil (kasa zincir nzunluklu PHA)
R-Propil, Biitil, Pentil (orta zincie uzunluklu PHA)

R-Tekrarlayan birimlerde 14"den fazla karbon {uzun zincir uzunluklu PHA)

Sekil 2.5. Bakteriyel polyesterlerin genel siniflandirmast (Roy vd., 2014)

Ikinci grup cogunlukla Pseudomonas tiirleri tarafindan sentezlenen monomerler
olup genellikle 6-14 aras1 bir karbon zinciri uzunluguna sahip orta zincirli uzunlukta
PHAs ‘dir (Mcl-PHA) (Guo vd., 2011; Kourmentza vd., 2017). Bu smifin 6rnekleri, poli
(3-hidroksiheksanoat) [P(3HHx)], poli (3-hidroksioktanoat) [P(3HO)] homopolimerlerini
ve P(3HHXx-co-3HO) gibi heteropolimerleri igerir (Keshavarz vd., 2010).



Uciincii grup, 16 karbondan daha fazla karbon iceren monomer birimlerinden
olusan uzun zincir uzunluguna sahip PHAs’dir (Lcl-PHA) (Kathiraser vd., 2007;
Kourmentza vd., 2017). Bir R. Eutropha mutantinin irettigi kisa zincir uzunlugunda ve
orta zincirli uzunluktaki PHAs kopolimerlerinden olusan iiriin, Lcl-PHA’ya 6rnek olarak
verilebilir (Guo vd., 2011). Biyosentetik enzimlerin stereo 6zgiinliigii nedeniyle tim
monomerler R konfigiirasyonunda olup biyodegredasyonu ve biyouyumlulugu bu sekilde

saglarlar (Zinn vd., 2001; Anjum vd., 2016).

PHA’larin fiziksel ve yapisal 6zellikleri, monomer kompozisyonu ve kimyasal
yapisi, yani polimer omurgasindan uzanan sarkik gruplarin uzunlugu, bu sarkik grubun
homo veya kopolimer olarak kimyasal bilesimden ve polimer omurgasinda ester baglari

arasindaki mesafeden biiyiik 6l¢iide etkilenmektedir (Anjum vd., 2016; Raza vd., 2018).

PHA biyosentezinde gorevli ii¢c gen PhaA (B-ketotiolaz), PhaB (NADPH’ye bagh
asetoasetil-CoA rediiktaz) ve PhaC (Poliester sentaz), PhaCAB operonu ile
diizenlenmistir. Bu genlerin her organizmada kiimelenmis olmasi veya ayni sirada olmast
gerekmez (Sekil 2.6) (Reddy vd., 2003). PHA polimerazlar sitozolde lokalize olup, graniil
ylizeyine gelince aktive olur. Alt birimlerin sayisi, boyutu ve substrat 6zgiilliigii ile
farklilik gosteren 53 farklit PHA polimeraz klonlanip krakterize edilmistir (Zinn vd.,
2001).
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Sekil 2.6. Polihidroksialkanoat sentezinden sorumlu genler (Reddy vd., 2003)

PHA depolimeralar (PhaZ), PHA’lar1 pargalayan ana enzimdir. PHA
depolimerazlari, hiicre i¢i ve hiicre dis1 depolimerazlar olmak iizere iki gruba ayrilir
(Parlane vd., 2016). Hiicre i¢ci PHA (iPHA) depolimerazlar, PhaCl ve PhaC2 genleri
arasinda iki kopya sekilde kodlanirlar ve ilk defa Pseudomonas putida’da tespit
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edilmislerdir (Jendrossek, 2009). PHA graniillerinin yiizeyinde bulunur ve daha 6nce

birikmis olan PHA’lar1 bakteri i¢inde yikar. Hiicre dis1 PHA polimerazlar, hiicre disindaki

(denatiire) PHA’lar1 kullanabilmek i¢in ¢ok sayida bakteri tarafindan hiicre digina
salgilanir (Parlane vd., 2016).

Tablo 2.1. PHA metobolizmasindaki enzimler ve onlarin fonksiyonu (Sagong vd., 2018)

Enzim Fonksiyonu

PhaA Asetil-CoA asetiltransferaz (p-ketotiolaz)

PhaB Asetil-CoA rediiktaz

PhaC PHA sentaz

PhaE PHA sentaz (Sinif II PHA sentaz alt iinitesi)

PhaR PHA sentaz (Smif IV PHA sentaz alt {initesi)

Phaz PHA depolimeraz

PhaY PHA oligomer hidrolaz

PhaP Phasin, PHA graniillerinin sayis1 ve boyununun kontrolii, PhaC transkripsiyon
regiilasyonu, PHA sentezini destekler

PhaF Phasin, hiicre boliinmesinde PHA graniillerinin segregasyonu ve hiicre ici
lokasyonunda rol alir, PhaC transkripsiyon regiilasyonu

Phal Phasin, bilinmeyen fonksiyonu ile PHA sbiyosentezi iizerine etkilidir, PhaF ile
etkilesim

Gal4, Msm16 Phasin, PHA graniillerinin sayis1 ve boyununun kontrolii

ApdA Phasin, PHA graniillerinin sayis1 ve boyununun kontrolii, PHA depolimeraz aktive
eder

PhaM Hiicre boliinmesi sirasinda PHA graniillerinin segregasyonu ve hiicre ici
lokasyonunda rol alir, PHA sentazi aktive eder

PhaR Phasinin transkripsiyonel regiilasyonu, PHA biyosentezi regiilasyonu

PhaQ Phasinin transkripsiyonel regiilasyonu

Grantiillerin yapis1 kisa ve uzun zincirli PHAlarda farklilik gdsterir. Mcl-PHA ve

Scl-PHA’ nin her ikisinin graniil yapisinda proteinler ve bunlarla iligkili yapilar 4 sinifa

ayrilir; PHA polimeraz, PHA depolimeraz, Phasin, PHA monomerlerinin sentezinde yer

alan enzimler ve transkripsiyonel regiilatorler gibi proteinlerdir (Zinn vd., 2001; Maestro

vd., 2017).
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PHA’lar, Sekil 2.7°de gosterildigi tlizere; hiicre sitoplazmasinda, amorf bir
biopolyester cekirdege ve ag seklinde veya gomiilii olarak yapisal, metabolik ve
diizenleyici polipeptitlere sahip bir yiizeyi olusturan 2-4 nm kalinliginda proteinli bir
ylizey tabakas1 (graniille iliskili proteinler veya GAP’ler) ile kaplanan suda ¢éziinmeyen
100-800 nm biiytikliiglinde graniiller halinde depolanir (Pouton vd., 1996; Zinn vd., 2001;
Parlana vd., 2016). PHA graniilleri, granuloz, glikojen, triasilgliseroller ve balmumu
esterleri gibi PHA’larin yami sira karbon ve enerjinin diger prokaryotik depolama
bilesiklerini iceren yapilar ‘karbonozom’ olarak adlandirilan karmagik ve iyi organize

edilmis yapilardir (Janderossek, 2009).

PHA Merkezi

Phasin 5
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Sekil 2.7. PHA graniillerinin sematik ¢izimi (Maestro vd., 2017)

Graniillere elektron mikroskobu ile bakildiginda iki protein tabakasini bdlen
fosfolipit tabakas1 icerdigi gézlenir (Zinn vd., 2001). GAP’lar, katalitik fonksiyonlardan
yoksundur ancak graniil yapisinda ve PHA metabolizmasinda 6nemli bir rol oynayan ve
PHA graniillerinin ¢ogunu kaplayan ve phasin olarak adlandirilan kiigiik heterojen
proteinler ile birlikte PHA metabolizmasi ile iligkili birka¢ enzimi igerir (Maestro vd.,

2017).

Phasinlerin, PHA sentezinin diizenlenmesinin yaninda PHA depolimerazi
aktiflestirerek graniil yapisinin bozunmasi, graniiliin biiyiikliigiiniin diizenlenmesi, PHA

graniil yiizeyi lizerinde aglarin olusumu ve PHA graniillerinin hiicre boliinmesi sirasinda
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dagilimi gibi baska bir¢ok fonksiyona katildigi ileri siiriilmektedir (Parlane vd., 2016;
Mezzina vd., 2016).

Graniil yapisi, sitoplazma ve dis membrandan orjin alan lipofilik proteinler ile
kolayca kontamine oldugundan graniil iliskili proteinlerin ayrimin1 yapmak zordur. Bu
nedenle graniil iligkili proteinlerin graniil iizerinde orijinal lokasyonu ile ilgili siipheler

vadir (Zinn vd., 2001).

PHA’lar molekiiler agirlig1 50,000 ve 1,000,000 Dalton arasinda degisen, biyolojik
olarak parcalanabilir, biyouyumlu, piezoelektrik Ozellik gosteren (kemik biiylimesini
tesvik eder ve yara iyilesmesinde yardimci olur) ve kimyasal yapilarindaki g¢esitlilikten
kaynaklanan genis fiziksel ve mekanik 6zellikler sergileyen molekiillerdir (Reddy vd.,

2003; Rai vd., 2011).

Bu Ozellikler nedeniyle PHA’lar, ozellikle tibbi uygulamalar gibi cesitli
uygulamalar i¢in tercih edilen biyolojik materyal olarak dikkat ¢cekmektedir (Rai vd.,
2011). PHA’larin biyomedikal uygulamalari, fiziksel ve mekanik 6zelliklerine baglidir.
PHA’nin mekanik 06zellikleri, hidroksialkanoatlarin dalli uzunluguna bagli olarak
kirilganlik ve esneklik ozelliklerinin derecesini belirlemektedir (Guogiang vd., 2001).
Mcl-PHA disiik kristallik, gerilme mukavemeti, erime noktasina ve diisik cam
sicakliklart esnek bir maddedir (Guoqiang vd., 2001; Philip vd., 2007). Kirilgan scl-
PHA’larla karsilastirnnldiginda, mcl-PHA’lar yapiskan, elastik ve sekilsiz olma
egilimindedir (Wang vd., 2017). Bu nedenle Mcl-PHAlar ve kopolimerleri, kalp
kapaklari, kalp yamalar1 ve diger vaskiiler uygulamalar, cilt dokusu miihendisligi, yara
iyilesmesi, kontrollii ila¢ tasinmasi1 ve benzeri uygulamalar i¢in daha caziptir (Rai vd.,

2011a).

2.3.1. Mcl-PHA ozellikleri

Mcl-PHAs ilk olarak 1983 yilinda P. oleovorans’in oktanda yetistirildigi zaman
kesfedilmistir. O zamandan beri, rRNA homoloji grubuna ait olan bir¢ok floresan
Pseudomonas sp. PHA fretimi i¢in kullanilmistir. Bugiine kadar degisik karbon
substratlarinda ¢esitli Pseudomonas suslarinin kiiltiirlenmesiyle 150°den fazla Mcl-PHA
monomeri tretilmistir (Rai, vd., 2011b). Scl-PHA’lara kiyasla, Mcl-PHA’lar diisiik

kirilganlik, azalan kristallik, diisiik cams1 gecis sicakligi ve yiiksek erime sicakliklari gibi
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mekanik 6zelliklere sahipken, zayif gerilme mukavemeti 6zelliklerine sahiptirler (Raza

vd., 2017).
Genel olarak, Mcl-PHA’larin siniflandirilmasi;

1) herhangi bir fonksiyonel kisim igermeyen doymus alifatik Mcl-PHAlar,
ornegin; P (3HO), P (3HHx) ve P (3HN)

2) terminal-reaktif gruplarinda n-alken besiyerinde karbon-karbon ¢ift baglar1 ve

karbon-karbon {i¢lii baglar1 igeren doymamis Mcl-PHAlar
3) brom, klor, floriir gibi halojenlenmis reaktif gruplari igeren Mcl-PHAlar
4) aromatik yan zincirleri iceren Mcl-PHA’lar, olarak yapilir (Anjum vd., 2016).

Mcl-PHA’lar ii¢ yolla sentezlenebilir. Birincisi, agil-CoA’nin asetil-CoA ile
yogunlastirilmasiyla zincir uzunlugunun arttirilmasidir. Ikincisi, yag asitlerinin p-
oksidasyonu yoludur (Sekil 2.8); bu, yag asitlerinin substrat olarak kullanildigi ana
yoldur. Ugiinciisii, ucuz karbon bilesiklerinin biyosentezinde anahtar adim olan yag

asitlerinin biyosentezi yoluyla gerceklesir (Raza vd., 2017).

Yag Asidi (C7-C14)
|

Asetil CoA Acil-CoA

X

Asetoasetil-CoA

- Rastgele Kopolimer
» Homopolimer & s

p-oksidasyon {‘ﬂj\)\}‘ [

3-ketoacil-CoA \'olagl B 3
j Mcl-PHA

8

\J

4 3 7

S-3-hidroksiacil-CoA ™™ R-3-hidroksiacil-CoA

Sekil 2.8. mcl-PHA tiretimi igin -oksidasyon yolagi: medium-chain-length PHA; 1: yag asidi-CoA ligaz;
2: acil-CoA dehidrogenaz; 3: S-enoil-CoA hidrataz ; 4: S-3-hidroksiacil-CoA dehidrojenaz; 6: acetyl-
CoA asetiltransferaz ; 7: R-enoil-CoA hidrataz; 8: PHA sentaz (Wang vd., 2017)

Pseudomonas tiirleri, PHAs iiretmek icin yapisal olarak iliskili ve iliskisiz karbon

kaynaklari lizerinde yetistirilebilir. (Rai vd., 2011a).

Bazi mikroorganizmalarin aromatik hidrokarbonlardan, hem aromatik hem de

alifatik mcl-PHA ’1ar1 biriktirdigi gozlenmistir. Bununla birlikte bazi istisnalar vardir,
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ornegin Pseudomonas mendocina, oktanoat beslemesinde yetistirildiginde PHA

homopolimerini (3HO) biriktirmistir (Rai vd., 2011a).

Mcl-PHAs hidrofobiktir, bu nedenle halojenler, karboksil, hidroksil, epoksi,
fenoksi, siyanofenoksi, nitrofenoksi gruplar1 gibi islevsel gruplarin varligi 6zellikle
onemlidir (Lenz vd., 1992). Mcl-PHA’larin fonksiyonel kisimlari onlart diger
PHA'’lardan daha ¢ok yonlii hale getirir ve belirli uygulamalar i¢in daha serbest bir sekilde
degistirilebilir (Raza vd., 2017). Bu fonksiyonel kisimlarin daha ileri kimyasal
modifikasyonlart ile uyarlanabilen Ozelliklere sahip yeni biyomateryallerin iiretimi
sagalanabilir. Bu gibi islevsel gruplar ayrica medikal tedavi i¢in ilaglar gibi aktif
bilesiklerin sonraki baglantilar1 i¢in potansiyel hedefler olarak da gorev yapabilir (Lenz

vd., 1992).

Mcl-PHA'larin kristalin bolgeleri fiziksel ¢apraz bag olarak rol oynar, bu nedenle
erime sicakligina yakin sicakliklarda yumusar. Mcl-PHA grubunun diger kopolimerleri,
polimer yapisinin diizensizliginde bozukluk olusturan ve kristallesmeyi onleyen islevsel
gruplarin varlig1 nedeniyle kristallenmezler. Mcl-PHAlar, fiziksel ¢apraz baglar olarak
islev goren kristalin kisimlari igeren elastomerlerdir. Vaskiiler uygulamalar, sinir ve cilt
yenilenmesi gibi yumusak doku rejenerasyonu veya daha elastomerik polimerlerin
gerekli oldugu, kontrollii ila¢ dagitim sistemleri i¢in gerekli olan matrisler i¢in yiiksek

esneklik ve diisiik sertlikte elastomerik Mcl-PHAlar caziptir (Rai vd., 2011a).

2.3.2. Polihidroksialkanoatlarin biyosentez yollari

PHA’larin {retilebilmesi i¢in kimyasal sentez, transgenik bitki hiicreleri
kullanilarak ve bakteri fermentasyonuyla olarak bilinen {i¢ ana teknik vardir. Bakteriyal
fermentasyon sayesinde PHA biyopolimeri hiicre sitoplazmasinda sentezlenir (Jacquel

vd., 2008).

PHA ireten mikroorganizmalar farkli karbon kaynaklarimi kullanarak PHA’ nin
cesitlenmesini saglamaktadirlar. Bu karbon kaynaklari arasinda sakkaritler (6rn.; Fruktoz,
laktoz, arabinoz, vb.), N-alkanlar (6rn.; heksan, oktan, vb.), N-alkanoik asitler (6rn.;
asetik asit, propiyonoik asit, biitirik asitler, asit, vb.), n-alkoller (6rn.; metanol, oktanol,

gliserol vb.), gazlar (6rn.; metan ve karbon dioksit) ve su Uriinleri vardir (Tan vd., 2014).
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PHA iiretiminde bakterilerdeki biyosentetik yolaklar1 dogrudan veya dolayli olarak
bakterinin glikoliz, pentoz fosfat yollari, Krebs Donglisii, f-oksidasyon, de novo yag
asitleri sentezi, amino asit katabolizmasi, Calvin Dongiisii ve serin yolu dahil olmak iizere
merkezi metabolik yolaklar ile karmasik bir sekilde baglantilidir. Bugiine kadar 14 PHA
sentez yolu tanimlanmistir. Ancak bunlardan 4 ana yol aydinlatilabilmistir (Tan vd.,

2014; Sagong vd., 2018).

Ik yolak Sekil 2.9.(B) A. eutrophus’ta incelenmistir. Bu yolda 3HB monomeri, B-
ketotiyolaz enzimi tarafindan asetoasetil-CoA olusturmak iizere trikarboksilik asit (TCA)
dongiisiinden iki asetil-CoA molekiiliiniin kondensasyonuyla iiretilir. Daha sonra, bir
NADPH ‘ye bagl asetoasetil-CoA rediiktaz (PhaB) enzimi, 3. pozisyondan indirgeyerek,
3-hidroksibutiril-CoA’ya doniisiimiinii gergeklestirir. Son adimda PHA sentaz (PhaC)
tarafindan 3-hidroksibutiril-CoA’nin poli (3- hidroksibutirat) esterifikasyonu yoluyla
katalizlenen polimerizasyon reaksiyonudur (Khanna vd., 2005, Philip vd., 2007, Zinn vd.
2001). Bu reaksiyon yalnizca hiicre i¢inde gergeklesir (Zinn vd. 2001).

Yag asidi metabolizmasina katilan yollar, PHA biyosentezinde kullanilan farkli
hidroksalkanoat monomerler iiretirler. ikinci yolak Sekil 2.9.(J) bir PHA biyosentetik
yolag1 tipi, rRNA homoloji grubu I P.oleovoran‘a ait bir¢ok Psuedomonas tiirlinde
bulunur ve hiicreler alkanlar, alkanoller veya alkanoik asitte yetistirilirse, Mcl-PHA

tiirevlerini biriktirir (Khanna vd., 2005; Philip vd., 2007).

Ugiincii yolak PHA biyosentetik yol tipi Sekil 2.9.(K), rRNA homoloji grubu II ‘ye
ait hemen hemen tiim Psuedomonas tiirlerinde bulunur. Yol III en ilgilenilen yoldur
clinkii yapisal olarak basit, ucuz karbon kaynaklar1 olan glikoz, sukroz ve fruktoz PHA
sentezi i¢in monomerler liretmeye yardimci olurlar. Yag asidi biyosentetik yolagindan
gelen ®-3-hidroksiagil ara maddeleri, acil tasiyict protein (ACP) formundan acil-ACP-
CoA transacilaz enzimi (phaG ile kodlanmis) tarafindan CoA formuna doniistiiriiliir

(Khanna vd., 2005; Philip vd., 2007).

Dordiinci  yol ise; Rhodopsuedomonas rubrum’da, -ketoitolaz tarafindan
olusturulan asetoasetil-CoA’nin bir NADH’ye bagimli rediiktaz ile L-(+)-3-
hidroksibutiril-CoA’ya indirgendigi ve daha sonra iki enoil-CoA hidrataz tarafindan D-(-
)-3-hidroksibutiril-CoA’ya dontstiiriildiigii ikinci asamadan sonra farklilik gdosterir

(Khanna vd., 2005).
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Sekil 2.9. PHA biyosentez yollari. Noktali ¢izgiler varsayilan verileri temsil eder (Tan vd., 2014)

Polihidroksialkanoatlar ve onun kopolimerleri ve terpolimerleri, endiistriyel
iriinler, yaglar, linyoseliillozik hammaddeler, tarimsal ve evsel atik maddeler, gliserol,
sekerler ve atiksu gibi genis bir yelpaze farkli suslar tarafindan substrat olarak
kullanilabilir ve yapinin karamagikligina gore Scl-PHA ve Mcl-PHA elde edilebilir
(Tablo 2.2).
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Tablo 2.2. Farkli bakteriler ve arkealar tarafindan iiretilen polihidroksialkanoatlar (Reddy vd., 2003,
Verlinden vd., 2007; Urtuvia, 2014, Tan vd., 2014, Raza vd., 2018)

Organizma Kiiltiir Koleksiyon Numarasi Karbon Kayna PHA
Aeromonas hydrophila Laurk asit, Oleik asit mchPHAs
Alcaligenes eutrophus Glikonat, Propionat, Octanoat PHB
Alcaligenes latus Malt, Soya atigy, Siit atif1 PHB
Azohydromonas australica ATCC29713,DSM1124, Malt atigi P3HB
[AM12664, LMG3324
Azohydromonas lata ATCC29714, DSM1123, Siikroz P3HB
TAM12665, LMG3325 Fruktoz, Glikoz P3HB
Azotobacter beijerinckii DSM1041, NCIB 11292 Glikoz P3HB
Bacillus cereus Glikoz, e-caprolactone, Seker pancart
Bacillus megaterium DSM90 Sitrik asit, Glikoz, Gliserol, Siiksinik asit P3HB
Bacillus megaterium CCM 1464, DSM509, Sitrik asit, Glikoz, Gliserol, P3HB, scl-mcl-PHA,
1F012109, NBRC12109 Sitksinik asit, Oktanoik asit mcl-PHA

Bacillus spp.

Bradyrihizobium japanicum

Burkholderia cepacia

Burkholderiasacchari sp. Nov.

Burkholderia sp. DSMZ9243

Burkholderia sp. USM JCM 15050

Burkholderia sacchari IPT189
Burkholderia xenovorans LB400
Corynebacterium glutamicumn

Corynebacterium hydrocarboxydans

Caulobacter crescentus
Culobacter vibrioides
Cupriavidus necator H16

Holomonas boliviensis LC1

Hydrogenophaga pseudoflova

Klebsiella aerogenes rekombinant

Legionella pneumophila
Lycinibacillus sphaericusGBS1

ATCCI7759
DSM50181
NCIM9085

ATCC15990, DSM20137, NCIB10337  Asetik asit, Sitrik asit, Glikoz, Gliserol, Siiksinik asit

ATCC21767

DSM4727
ATCC 17699
DsM428
KCTC224%
NCIM10442
DSM518
ATCC17697, DSM531

CECT4623, KCTC2649NCIMB115%9

DSM545

ATCC BAA-759,DSM 15516

ATCC33668, DSM1034

Asetat, n-alkanoat, 3-Hidroksbitirat, Propionat,

Siikroz, Valerat, e-caprolactone, Seker pancart
Trehaloz, Ksiloz, Rafinoz, Maltoz, Dekstroz,
Laktoz, Priivat, Seker pancari, Malloz,
Ksiloz: levulinik asit
Gliserol
Fruktoz, Glikoz, Siikroz
Hurma yagy, Oleik asit, Palmiye ¢ekirdegi yagt
Adenitol, Arabinoz, Arabitol, Sellobioz,
Furuktoz Fukoz, Laktoz, Maltoz, Rafinoz
Siikroz, Glikonoat
Laurik asit, Miristik asit, Oleik asit,
Palmitik asit, Stearik asit
Siikroz: propionik asit
Glikoz

Asetat, Glikoz
Glikoz, Caulobacter medium
Glikoz
Fruktz, Glikoz, 4-hidroksihegzanoik asit,
Mistr yagy, Oleik asit, Zeytin yagy, Palm yagy,
Asetat, Biitirat, Laktik asit, Propanoik asit,
02
4-Hidroksihekzanoik asit
4-hidroksihegzanoik asit, CO2
Glikoz, Patates nisastasy, sakkaritlenmig atik
Seker kamisi
Glikoz, Propionik asit,
Atik gliserol
Hidrolizlenmig nisasta
Maltoz, Maltotetroz, Maltoheksoz
Laktoz, Siikroz,
Hidrolize kesilmis sit suyu ve Valerat

Seker kamisi

Nutrient broth
Glikoz
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3HB, 3HV, 3HHx

PHB

P(3HB-co-3HV)
P3HB
P3HB

PHB, PHV
PHB, PHV

PHB, P3HPE)
P3HB

P(3HB-co-3HV)
PHB
PHB, mc-PHA
3HB, 3HV
PHB
P3HB
P3HB
P3HB
P3HB, P3HV
P3HB
P3HB
P3HB
P3HB
P3HB
P3HB3HV
P3HB
P3HB
PHB
P3HB3HV

PHB
PHB
sc-PHA



Tablo 2.2. (Devam) Farkl: bakteriler ve arkealar tarafindan tiretilen polihidroksialkanoatlar (Reddy vd.,
2003; Verlinden vd., 2007; Urtuvia, 2014; Tan vd., 2014; Raza vd., 2018)

Methylobacterium extorquens
NCIB2879, NCTC2879

Methylocystic sp. GB25 DSM7674
Microlunatus phosphovorus DSM10555, JCM9379
Nocardia lucida NCIMB10980

Novosphingobium nitrogenifigens Y88
Paracoccus denitrificans

DSM19370, ICMP16470

ATCC17741, DSN413
Pseudomonas aeruginosa

NCIM2948

Pseudomonas aeroginosa PAOI ATCC47085
Pseudomonas frederiksbergensis GO23 NCIMB41539

Pseudomonas marginalis DSM50276

Pseudomonas mendocina
Pseudomonas nitroreducens AS 1.2343
Pseudomonas oleovorans

ATCC25411, DSM50017

ATCC8062, DSM1045
Pseudomonas putida
Pseudomonas putida CA-3 NCIMB41162
Pseudomonas putida GO19 NCIMB41537
Pseudomonas putida GPol ATCC29347
Pseudomonas putida KT2440 ATCC47054
Pseudomonas putida FI ATCC70007, DSM6899
Pseudomonas putida mt-2 NCIMB10432
Pseudomonas resinovorans NRRLB-2649
Pseudomonas stutzeri
Ralstania europha H16
Ralstania europha HI16 NCIMB40126

Rhizobium meliloti, R. viciae
Rhodopseudomonas palustris

ATCC55366, ATCC8457, DSM1340,

Metanol P3HB
Metan P3HB
Glikoz, Asetat 3HB, 3HV
Asetat, Siiksinat 3HB, 3HV
Glikoz P3HB
n-Pentanol P3HV
Glikoz, oleik asit, yag asidi, kizartma yagt mcl-PHAs
Seker kamusy, fruktoz, glikoz, gliserol, siikroz P3HB
polietilen pirolizinden yag ve yapistirict tiriinleri mcl-PHA
Polietilen terefitalat pirolizinden terefitalik asit mcl-PHA
1,3-Biitandiol, Oktanoat scl-mc-PHA, mel-PHA
1,3-Biitandiol, Oktanoat scl-mc-PHA
Linolenik asit mcl-PHA
Oktanoik asit mcl-PHAs
4-Hegzanoik asit sckmcl-PHA
Glikoz, Oktanoik asit, Andekenoik asit mcl-PHAs
Palm yagy, Lauric asit, Miristik asit PHA
Polistren pirolizindden stiren mcl-PHA
Polietilen terefitalat pirolizinden terefitalik asit mcl-PHA
Alkenler, n-alkenler mcl-PHA
n-Alkanoatlar scl-mcl-PHA, mcl-PHA
Nonaik asit, 4-Hidroksihegzanoik asit, Glikoz mcl-PHA
Benzen, Etilbenzen, Toluen mc-PHA
Toluen, p-ksilen, Asetik astt, Sitrik asit, mc-PHA
Gliserol, Oktanoik asit, Pentanoik asit, Siiksinik asit
Trigliserit mcl-PHA
Glikoz, Soya fasiilyesi
Glikoz PHB
Fruktoz PHV
Asetik asit
Valerik asit
Asetat, 2-alkenoat, 1,4-Biitandiol, 5-klorovalerat, P3HB3HV

Fruktoz, Glikoz,Hekzanoat, 4-Hidroksibitirat,
Laktat, Seker kamgy, Siiksinat, Valerat
Glikoz, Sikroz, Galaktoz, Mannitol PHB

Asetat, Malat, Fumarat, Siksinat, PHB, PHV
Propionat, Malonat, Glukonoat
Spirulina platensis (cyanobacterium) Karbondioksit PHB
Staphylococcus epidermidis Malt, Soya atig, Siit atig, sirke atigy, susam yagt

Streptomyces spp. Glikoz P3HB

Thermus thermophilus HBS ATCC27634, DSM579 Kesilmis siit suyu scl-mcl-PHA

Arkea
Haloferax mediterranei ATCC33500, CCM3361, DSM1411 Vinaz, Hidrolizlenmis kesilmis siit suyu, P3HB3HV

Cesitli arkeal sug

Haloferax mediterranei ATCC33500, CCM3361, DSM1411

Cesitli arkeal sug

Biyodizel tiriinlerden gliserol ve ham gliserol
Fruktoz, Glikoz, Gliserol
Vinaz, Hidrolizlenmis kesilmis siit suyu,
Biyodizel iirlinlerden gliserol ve ham gliserol
Fruktoz, Glikoz, Gliserol

P3HB, P3HB3HV
P3HB3HV

P3HB, P3HB3HV
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2.3.3. PHA iiretiminde fermantasyon mekanizmalari

Hedeflenen PHA ’nin {iretimi i¢in uygun mikroorganizma ve besiyeri secildikten
sonraki en O6nemli asama fermantasyon kosullarinin iyi belirlenmesidir. Bircok PHA
fermantasyonu iki asamada gergeklestirilir. A. Lotus tiirii ise tek asamali fermantasyon
kiiltiirinde PHA {iretebilmektedir (Grothe vd., 1999). iki asamal kiiltiirlerde amag, ilk
asamada yiiksek hiicre yogunluguna sahip kiiltiirii tiretmek ve daha sonra genellikle besin
sinirlayict  bir fermantasyon olan ikinci asamada PHA’larin konsantrasyonunu
arttirmaktir (Grothe vd., 1999; Keshavarz vd., 2010). Ikinci asamada kullanilan besin
sinirlayict biiylime kosullarin degistirilmesi ile istenilen agirlikta ve yapilarda PHA elde

edilebilir (Bhagyashri vd., 2017).

Fermantasyon kosullar1 mikroorganizmanin ihtiyaglarina baglidir ve biyopresesin
verimliligini biiylik dl¢iide etkiler (Grothe vd.,199). Diisiik calkalama hizinda genellikle
30-37 °C ‘lik bir sicaklik araliginda inkiibasyon yapilir. pH hem kontrolsiiz birakilarak
hem de substrat (6rn., Glikoz, Siikroz) ilavesine baglanarak diizenlenmistir. Elde edilmesi
hedeflenen PHA icin en etkili fermantasyon kosullarin1 gelistirmek i¢in kapsamli ve
detayl optimizasyon g¢alismalar1 yapilarak uygun kosullar saglanmalidir. Farkli karbon
kaynaklari, farkli sinirlayici besin maddeleri (6rnegin azot, fosfat, oksijen), farkl
beslenme rejimleri ve farkli seyreltme oranlari, farkli sicakliklar ve calkalama hizlan

arastirllmistir. (Keshavarz vd., 2010).

2.3.4. Polihidroksialkanoatlarin biyodegredasyonu

Baglarin ayrilmasi ve sonrasinda kimyasal doniisiimler (homojenlikte yapisal
olusum) ile sonug¢lanan kimyasal, fiziksel veya biyolojik reaksiyonlar nedeniyle polimer
ozelliklerinde degisikliklere neden olan islemler (islevsellikte bozulma) polimerin
degredasyonu olarak adlandirilir (Shah vd., 2008). PHA havada kararli, inert, neme
direngli ve suda ¢oziinmez niteliktedir. Aerobik kosullar altinda suya ve karbondioksite,
toprak, deniz, g6l suyu ve kanalizasyondaki mikroorganizmalar tarafindan anaerobik
kosullar altinda metan ve karbondioksite tamamen indirgenebilirler (Anjum vd., 2016;

Philip vd., 2007).

Polihidroksialkanoatlarin biyodegradasyonu hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak ikiye
ayrilir. Hiicre i¢i bozulma veya mobilizasyon, bakterinin karbon sinirlama kosullart
altinda strese girmesi durumunda gerceklesir. Hiicrelerdeki biriken PHA graniilleri,

karbon ve enerji kaynaklari olarak hidrolize edilir (Ong vd., 2017). Hiicre i¢i par¢alanma
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sirasinda, hiicredeki PHA depolimeraz, P(3HB)’yi pargalayip 3-hidroksibiitirik asit
olusturur. Bir dehidrojenaz, ikincisine etki eder ve onu asetil asetata okside eder ve bir 3-
ketotiyolaz asetilasetata asetil-CoA’ya bolmek i¢in etki eder. B-ketotiyolaz enzimi hem
biyosentetik hem de biyolojik parcalanma yolaklarinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Aerobik kosullar altinda asetil-CoA, sitrik asit dongiisiine girer ve CO2’ye oksitlenir.
Hiicre i¢i depolimerazlar hakkinda her zaman P(3HB) graniillerine siki sikiya baglh

olduklar1 i¢in ¢ok az sey bilinmektedir vegenel islem ¢ok karmasiktir (Philip vd., 2007).

Hiicre dis1 depolimerazlar, kismen kristalize P(3HB)’yi hidrolize etme kabiliyetine
sahip olup, C terminalinden N-terminaline dogru, sinyal peptidi (22-58 amino asit) ve ii¢
fonksiyonel alan olan katalitik alan (320-400 amino asit), baglayict alan (50-100 amino
asit) ve substrat baglanma alanindan (40-60 amino asit) olusur (Ong vd., 2017).
Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen hiicre dist PHA depolimerazlar, poliesterleri
indirgeyerek, organizmalar tarafindan bir karbon kaynagi olarak kullanilabilir, suda
¢Oziiniir oligomerlere ve monomere doniistiiriirler. Bu monomerler hiicre duvarlarindan
emilerek hiicre igerisine alinir (Philip vd., 2007; Anjum vd., 2016). PHA, depolimerize
edildiginde olusan monomerik 3-hidroksibiitirik asit ve dimer yap1 bir¢ok organizma i¢in
kullanilabilir substratlardir. (Mercan vd., 2004). Termal yontemlerle veya biyolojik bir
sistemde, PHA’lar, biyolojik dokular enzimatik olmayan veya enzimatik hidrolizle

degrade edilebilir (Anjum vd., 2016).

Cevredeki biyolojik bozunma PHA’larin biyolojik bozunum caligmalarinda bir
prototip olarak ele alinmistir. Cevredeki Pseudonocardiaceae, Micromonosporaceae,
Thermomonosporaceae, Streptosporangiaceae ve Streptomycetaceae familyalara ait
mikroorganizmalar baskin olarak P(3HB)’yi par¢alamaktadir. Buna ek olarak, cogu PHA
ireten bakteri, polimeri hiicrelerarasi olarak indirgeyebilir. (Philip vd., 2007). PHA nin
biyolojik olarak pargalanmasi monomer kompozisyonu, kristallik, katki maddeleri ve
yiizey ozellikleti gibi PHA materyalleri ile ilgili olanlar ve sicaklik, nem, pH, besin istegi
gibi cevresel kosullara ve bakteri, fungus ve yiiksek yapili organizmalar gibi biyolojik

faktorlere baglidir (Reddy vd., 2003; Mercan vd., 2004; Philip vd., 2007).

Yapilan ¢aligmalara dayanarak, PHA bozulmasinin ¢ok fazli oldugu belirlenmistir.
[1k birkag hafta, amorf bolgeler rastgele boliinmeyle asinir. Birkag hafta boyunca, polimer

zincirleri bozulur ve polimerin kristalligi artar (Philip vd., 2007). PHB nin yikim hizi
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birka¢ aydan (anaerobik), birka¢ yila (denizsuyu) kadar olabilmektedir (Mercan vd.,
2004).

PHA graniillerinin degredasyonunun diizenlenmesi i¢in kesin bir anlayis heniiz
yoktur. PHA sentezinin ve degredasyonunun eszamanli oldugunu veya hizli bir sekilde

polimeraz ve depolimeraz aktivitesinin degistigi savunulmaktadir (Zinn vd., 2001).

2.3.5. Polihidroksialkanoatlarin ekstraksiyon yontemleri

PHA'’lar, suda ¢6ziinmeyen inkliizyonlar olarak cesitli organizmalar ve bitkiler
tarafindan biriktirilir (Zinn vd., 2001; Rai, 2010). Bu nedenle, PHA’larin ekstraksiyonu
tiim PHA {iiretim dongiisiinde cok onemli bir adimdir. Kullanilan ekstraksiyon yontemi,
ekstrakte edilmis PHA’larin verimi, molekiiler agirligi, termal islenebilirligi ve polimerin

farmakolojik saflig1 tizerinde ciddi bir 6neme sahiptir (Rai, 2010).

Lipopolisakkarit (LPS), PHA larla birlikte ekstre edilen gram negatif bakteri hiicre
duvarinin ana bilesenidir. LPS, dogada pirojeniktir ve bu nedenle kullanilan ekstraksiyon
yontemleri, PHA’larin c¢ikarilmasina ek olarak bu kirletici olan LPS’yi de

uzaklastirmalidir (Rai, 2010).

Fermentasyondan sonra, PHA’larin hiicrelerden ayrilmasi ig¢in Oncelikle
santrifiijleme, filtreleme veya flokiilasyon santrifiijlemesi gibi 6n islemlerle biyokiitlenin
toplanmas1 gerekmektedir. Bazi arastirmacilar biyokiitlenin toplanmasina gerek
kalmadan PHA’nin geri kazanim prosesini gelistirerek maaliyeti diisiirmiislerdir
(Kourmentza vd., 2017). Hiicre ¢eperinin ve zarfinin zayiflamasini kolaylastirarak PHA
graniillerinin geri kazanimini saglayan fiziksel, kimyasal veya biyolojik 6n muameleler
yapilabilmektedir (Madkour vd., 2013). Bu islemler; sicaklik (Koning vd., 1997), HCI1
(Alakomi vd., 2000), NaOH (Mohammadi vd., 2012), 1s1 soku (Giingérmedi vd., 2014)
gibi uygulamalardir (Kourmentza vd., 2017). On muamele i¢in kullanilan yéntemler her
bir mikroorganizmada farklilik géstermektedir (Madkour vd., 2013, Kourmentza vd.,
2017). Liyofilizasyon iglemi en ilgi ¢cekenidir ancak teknik ve ekonomik zorluklara sahip
olmasi sebebiyle endiistriyel uygulamalarda kullanilmalar1 sorun olusturmaktadir.
PHA’nin geri kazaniminda hiicrenin kurutulmadan direk besiyerindeki 1slak biyokiitlenin
kullanildig: kimyasal ve fiziksel yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri veya

birkag1 birlikte kullanilabilmektedir. Bunlardan kimyasal yontem olarak; Sodyum
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hipoklorit ile hiicre membraninin pargalanmadan 6nce NaCl ile 6n muamelesi yapilarak

PHA’nin saflig1 ve veriminde artig saglanmistir (Kourmentza vd., 2017).

Hiicre membran1 zayiflatilan hiicrelerden ¢oziicii ekstraksiyonu ile PHA’nin
¢Ozililmesi veya PHA graniillerini bir biitiin sekilde elde edebilmek i¢in toplanan
hiicrelerden PHA olmayan biyokiitlenin uzaklastirilmasi icin c¢esitli ekstraksiyon

yontemleri uygulanir (Rai, 2010; Madkour vd., 2013).

PHA’nin geri kazaniminda uygulanan 6n muamele islemlerinin amact hiicre
bozunmasina yardimci olmaktir (Jacquel vd., 2008). Bu islemler endiistriyel uygulamalar
i¢in maaliyeti diisiirtirken, verimi ve saflig1 arttirdig i¢in kullanighdir ancak kullanilacak
on muamele yontemi her analiz i¢in kullanilacak bakteriyal sus, fermantasyon kosullar
ve PHA’nin ileri uygulamalardaki kullanimlarina gore segilmeleri gerekmektedir
(Kourmentza vd., 2017). Daha yiiksek saflikta iiriin elde edebilmek icin isleme
saflagtirma adimi eklenebilir (Jacquel vd., 2008).

2.3.5.1. Solvent ekstraksiyonu

Solvent ekstraksiyonu yontemi, hiicre biyokiitlesinden PHA nin geri kazanilmasi
i¢in en eski ve yaygin yontemdir (Tablo 2.3). ilk defa 1920°de Lemoigine tarafindan
Bacillus susundan PHB elde etmek i¢in kullanilan yontem sadeligi ve hizli sonug¢ vermesi

nedeniyle rutin olarak kullanilmaktadir (Rai, 2010; Madkour vd., 2013).

Tim solvent ekstraksiyon ydntemlerinin temeli PHA nin suda ¢ozlinmez olup
sadece belirli organik ¢oziiciide ¢oziinebildigi mantigina dayalidir (Madkour vd., 2001).
Bu yontem Oncelikle hiicre membraninin gegirgenliginin diizenlenmesi ve daha sonra
PHA graniillerinin ¢6zlinmesini igeren iki basamaktan olusur (Jacquel vd., 2008). Bu
coziicliler icinde ekstraksiyondan sonra, hiicresel kalintilar1 polimer ¢6zeltisinden
uzaklastirmak i¢in siiziiliir, konsantre edilir ve daha sonra, giiclii ¢alkalama ile metanol

veya etanol gibi sogutulmus maddeler kullanilarak PHA ¢okeltilir (Rai, 2010).

PHA’nin eldesinde iki farkli solvent kullanilir. PHA nin klorlu hidrokarbonlar, yani
kloroform, 1,2-dikloroetan, metilen kloriir gibi ¢oziiciilerle veya etilen karbonat ve 1,2-
propilen karbonat gibi bazi siklik karbonatlarla ekstraksiyonu saglanir. Aseton gibi
ketonlar, ozellikle mcl-PHA nin ekstraksiyonu i¢in en belirgin ¢oziiciilerdir. PHA nin
cokeltilmesi ise genellikle metanol ve etanol gibi ¢o6ziicli olmayan maddeler tarafindan

indiiklenir. (Kunasundari vd., 2011; Madkour vd., 2013).
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Solvent ekstraksiyonu, verimlilik agisindan PHA’nin diger ekstraksiyon
yontemlerine gore avantajlara sahiptir. Bu yontem ayrica bakteriyel endotoksini
uzaklastirilabilir ve polimerlerde ihmal edilebilir bir bozulmaya neden olur. Dolayisiyla,

yiiksek molekiiler agirliga sahip saf PHA elde etmek miimkiindiir (Raza vd., 2018).

Bu yontemin dezavantajlari, ¢oziicii ile birlikte ekstrakte edilen PHA olmayan
bilesiklerin, PHA fraksiyonunda kalabilmesidir. Coziicii ekstraksiyon islemlerinin bir
baska dezavantaji, ¢ogu ¢oziicii i¢in hiicrelerin ilk 6nce kurutulmasi gerekliligidir
(Madkour vd., 2013). Bu tiir ekstraksiyon yontemleri, yliksek sermaye ve islemsel
maliyetler ve biiyiik miktarlarda ¢oziiciiniin gerekli olmasindan dolay1 endiistriyel olarak

kullanim1 uygun degildir (Rai, 2010; Kunasundari vd., 2011).

Tim bunlarin yaninda laboratuvar 6lgekli uygulamalar igin standartlastirilmis
kosullar altinda solvent ekstraksiyonu kullanigl bir yontem olup ¢oziiciilerin kullanima,
gram negatif bakterilerden elde edilen PHA’daki endotoksin igerigini azaltir (Madkour
vd., 2013).

2.3.5.2. Sindirim yontemleri

Solvent ekstraksiyon teknikleri ile PHA graniillerinin ¢éziinmesi saglanirken,
sindirim yontemleri PHA graniillerini cevreleyen hiicresel materyallerin ¢dziinmesi
saglanir. Sindirim yontemleri, kimyasal sindirim ve enzimatik sindirim olarak
siiflandirilabilir. (Kunasundari vd., 2011). Yontemlerin her ikisi de PHA olmayan

hiicresel kiitleyi sindirir (Raza vd., 2018).

Kimyasal sindirim, PHA olmayan hiicresel kiitlenin (NPCM) ¢o6ziindiiriilmesine
dayanir ve bunun i¢in sodyum hipoklorit veya yiizey aktif maddeler kullanir (Madkour
vd., 2013). Kimyasal sindirimde bilinen ii¢ temel yontem vardir: Sodyum hidroksit,
sodyum hipoklorit ve sodyum dodesil siilfat (Kourmentza vd., 2017). Sodyum
hipokloritin gii¢lii bir oksitleyici olmas1 ve hem hiicre membranin pargalarken hem de
NPCM’yi sindirmesi PHA geri kazanimini kolaylagtirmak i¢in manipiile edilebilir
(Kunasundari vd., 2011; Madkour vd., 2013).

Sodyum dodesil siilfat (SDS), Triton X-100, palmitoil karnitin, betain gibi bir dizi
ylizey aktif maddeler (siirfektan) hiicre zarfinin lipit tabakasina eklenerek hiicreleri

parcalarlar. Parcalanma sonucu PHA graniilleri hiicre debrisinin oldugu siviya salinir

(Jacquel vd., 2008; Kunasundari vd., 2011).
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Asidik ve alkalin sindirim, protonlar tarafindan PHA olmayan hiicre kiitlesinin
se¢ici ¢oziinmesidir. Bu yontem ile PHA olmayan hiicre bilesenlerinin protonlar

tarafindan ¢6ziinmesi ve PHA nin kristallestirilmesi esasina dayanir (Jacquel vd., 2008).

Enzimatik sindirim ile hiicre duvarinin enzimler kullanilarak sindirimi hedeflenir
(Kourmentza vd., 2017). Bugiine kadar, proteazlar, niikleazlar, lizozim ve lipazlar gibi
baz1 enzim tiirleri, proteinler ve bakteriyel hiicre kiitlesinin diger polimerlerin {izerinde
ylksek hidrolitik etkiler gosterirler ve hiicre lizizi baglatirlar, fakat PHA {izerinde hig

etkisi yoktur veya yalnizca kiigiik etkileri vardir. (Kunasundari vd., 2011).

Farkli ¢aligma gruplar1 olan Jacquel ve arkadaslarinin 2008’de, Kathiraser ve
arkadaslarinin 2007°de yaptiklart calismalar ile enzimatik uygulamanin PHA’nin

ekstraksiyonunda kullanilabilecek dnemli bir yol oldugu gosterilmistir.

Enzimatik sindirim, ¢alisma kosullarinin basit olmasi ile kullanimi caziptir.
Enzimler katalize ettikleri reaksiyonlara gore c¢ok spesifik olduklarindan, PHA’nin
yliksek saflikta geri kazanimi beklenir. Bununla birlikte, enzimlerin yiiksek maliyeti ve
geri kazanim siirecinin karmasiklig1 ve olgek biiytitiilmesindeki zorluklar avantajlarindan

daha agir basmaktadir (Kunasundari vd., 2011).

2.3.5.3. Mekanik bozulma

Mekanik hiicre bozulmasi, hiicre i¢i proteinleri serbest birakmak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bakteriyel hiicrelerden PHA’y1 geri kazanmak i¢in test edilmistir.
Cesitli mekanik bozulma yontemleri arasinda, tane ogltme ve yiiksek basingh
homojenizasyon, farmasétik ve biyoteknoloji endiistrilerinde biiyiik 6l¢ekli ¢aligmalarda
hiicre bozulmasini saglar. Diger geri kazanim yontemlerinden farkli olarak, mekanik
bozulma esas olarak iirlinlere hafif zarar verdiginden tercih edilmektedir. Hiicrelerin
mekanik bozulmasi, herhangi bir kimyasal icermez, bu nedenle iiriiniin kirlenmesi ve
cevre kirliligini en aza indirir. Ancak yiliksek sermaye gereksinimi, islem siiresinin
uzunlugu ve ol¢timdeki giicliikler endiistriyel anlamda kullanilmasini sinirlandirmaktadir

(Jacquel vd., 2008; Madkour vd., 2013).

Tane 0giitiicii, calkalama icin degisken hizli rotor ile es merkezli bir silindire sahip
dikey bir 6glitme haznesine sahiptir. Hiicre karisimi degirmenlerin en tabanindan girer,
rotor ve stotor arasindaki dairesel bosluklardan yukariya dogru akarak iistten ¢ikar. Hiicre

bozulma derecesi; kalma siiresi dagilimi (RTD), kesme kuvvetleri, mikroorganizma
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tiirleri, hiicre konsantrasyonu, siispansiyonun besleme hizi, karistirict hizi, 6glitme
haznesinin geometrisi ve karistiricinin tasarimi gibi ¢ok sayida parametreye de baghdir.
Bu islem sirasinda agiga ¢ikan 1sinin kontrol altinda tutulmasi i¢in yeterli sogutma

yapilmalidir (Jacquel vd., 2008; Kunasundari vd., 2011).

Yiiksek basingli homojenizasyonda hiicre karigiminin yiiksek basing altinda iki
paralel yariktan zorlayan hava tahrikli bir pozitif yer degistirme pompasindan ibarettir.
Proses parametreleri, hiicre bozulmasini etkileyen tek faktor degildir, ancak mikrobiyal
fizyolojik parametreler, hiicre konsantrasyonunun yani sira mikroorganizmalarin tip ve
biiyiime faz1 da bozulma verimliligini etkiler. Yiiksek basin¢li homojenizasyon ile ilgili
dezavantajlar arasinda, elde edilmesi istenen tiriinlerin 1s1l degradasyonuna yol agcabilmesi
veya PHA graniillerinin daha sonraki asagi islemine miidahale edebilecek ince hiicresel

kalint1 olusmasi olasilig1 bulunmaktadir (Madkour vd., 2013).

Ultrasonikasyon yonteminde, hiicre sag kalim fraksiyonunu, akustik giicii, boyut
bozulma endeksi ve ¢alisma siiresini birbirine baglayan teorik bir model olusturulmustur.
Ultrasonikasyondan sonra, hiicreler santrifiijleme ile izole edilir (Jacquel vd., 2008).
Genel olarak, sonikasyon kiigiik laboratuvar ol¢eginde biiyiik endiistriyel Olcekte

oldugundan daha iyi uygulanabilir (Madkour vd., 2013).

Stiperkritik sivilar (SCF), PHA geri kazanimi alanlarinda potansiyel bir
ekstraksiyon teknigi olarak ortaya ¢ikmugtir. Yiiksek yogunluk ve diisiik viskozite gibi
SCF’nin essiz fizikokimyasal Ozellikleri bunlar1 uygun ekstraksiyon c¢oziiciileri
yapmaktadir. Siiperkritik-karbondioksit (SC-CO2), diisiik toksisitesi ve reaktivitesi, orta
hassaslikta sicaklik ve basinct (31 © C ve 73 atm), bulunabilirlik, diisiik maliyet ve

yanmazlik 6zellikleriyle en yaygin kullanilan SCF’dir (Jacquel vd., 2008).

Bu yontemlere ek olarak, hiicre kirilganlig, yiizdiirme, sulu iki fazl sistem (ATPS),
gama 1sin1, hava simiflandirmasi ve ¢oziinmiis hava flotasyonu gibi yontemler de
PHA’larin elde edilmesi i¢in kullanilmaktadir. Tablo 2.3’de PHA’larin eldesi igin
kullanilan ekstraksiyon yontemlerinin kullanim yerleri ve uygunluklar1 hakkinda genel

bilgi verilmistir.

26



Tablo 2.3. PHA 'min ekstraksiyon yontemleri avantaj ve dezavantajlari (Kunasundari vd., 2011; Madkour

vd., 2013)

Solvent Ekstraksiyonu

Kimyasal sindirim
Siirfektan

Sodyum Hipoklorit

Ardisik Siirfektan-
Hipoklorit

Stirfektan selat

Solvent
ve
Sodyum
dispersiyonu

ekstraksiyonu

Hipoklorit

Protonlar ile
NPCM’nin secici
¢oziinmesi
Enzimatik sindirim

Mekanik Parcalanma
Tanecik 6giitme

Avantaj

Endotoksin uzaklagturlmasi
T1bbi uygulamar igin
kullanilmast

Yiiksek saflik ve verimlilik
Polimer i¢in siirli bozunma
Yiiksek molekiiler agirlik
Hizli sonug verir

Cikarilan PHA oejinal agirligini
korur

PHA graniillerinde polimer
zincirin dogal diizeni korunur

PHA yiiksek saflikta ve bilyiik
olcekte elde edilebilir
Kurutulmayan 6rnekten PHA
eldesi saglanir
Kurutulmadig i¢in maliyeti
distiktiir
PHA’nin kalitesi yiiksektir
Hizli geri kazanim ve basit siire¢
PHA graniillerinde polimer
zincirlerinin dogal diizeni
korunur
Solvent ekstraksiyonundan
kiyasla maliyeti diigiiktiir
Kiiltiir ortaminda direk polimer
eldesi saglanir
Uygun kullanim
Yiiksek kaliteli iiriin
PHA’nin yiiksek saflikta eldesi
Sodyum hipoklorit ile polimer
olmayan hiicresel materyalin
sindirimine bagli olarak
¢oziicliniin azaltilmis vizkozitesi
Diisiik isletme maliyeti
Daha yiiksek geri kazanim

Hafif ¢alisma kosullar1
Yiiksek kalite ile fazla geri
kazanim

Higbir kimyasal kulanilmaz
Daha az kirlilik

Tikanmaya duyarli degil
PHA graniillerinin
mikronizasyonu yok
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Dezavantaj

Cevre dostu degil

Toksik ve ucucu ¢oziiciilerin
fazla tiiketimi

%35’den fazla PHB igeren
soliisyonlardan PHA ¢ikarma
zorlugu

Kii¢iik hacimde uzun siirede
calisma

Polimer zincirinin sirasi
bozulabilir

PHA’da kirlilik

PHA’nin saflig1 diisiiktiir
Atiktan siirfektanlari
¢ikartmak i¢in islemler
gereklidir
Hipokloritin PHA’y1
pargalamasi nedeni ile
PHA’nin molekiiler agirhigi
diiser

Siirfektan ve sodyum
hipokloritin birlikte maliyeti
Kalint siirfektanalrin
uzaklastirilmast igin atik su
aritmast gerekli

Fazla miktarda atik su iiretimi

Cevre dostu degil

Fazla miktade toksik ve
ucucu ¢oziicii tiiketimi
Yiiksek geri kazanim
maliyeti

Proses parametreleri siki
kontrol edilmezse molekiiler
agirlikta ciddi azalma
Karmagik siire¢

Enzimin yiiksek maliyeti

Etkili sogutma gerekli
Anlamli geri kazanim igin
birkag islem gerekir

Uzun islem siireci

Cesitli iglem parametreleri
hassas sekilde kontrol
edilmeli



Tablo 2.3. (Devam) PHA 'nin ekstraksiyon yontemleri avantaj ve dezavantajlart (Kunasundari vd., 2011;

Madkour vd., 2013)

Yiiksek basinghi
homojenizasyon

Siiperkritik siv1 (SCF)

SCF Tipleri
Karbondioksit

Amonyak

Metanol

Sulu iki fazh sistem
(ATPS)

Gama 151n1

Yiiksek basich
homojenizasyon

Ultrasonikasyon

PHA’nin spontene
salinmasi

Hicbir kimyasal kullanilmaz
Daha az kirlilik

Basit

Ucuz

Hizlh

Cevre dostu

Diisiik toksisite ve reaktivite
Ekipman ve is giicii azldir
Verim kaybi azdir

Enzim inaktivasyonu

Diisiik toksisite ve reaktivite
Kritik sicaklik ve basing
Kullanilabilirlik

Diisiik maliyet

Yanici degildir

Karbondioksitten daha iyi solvent
mukavemeti

Lyi bir ¢oziidiir

Islem siiresi kisa
Malzeme maliyeti diisiik
Enerji tiketimi diisiik
Coziniirligi iyi

Verim yiiksek

Diisiik ¢apraz baglanma
derecesine bagli solvent
¢ozlinlirliiglinlin tutulmasi
Kimyasal kullanilmaz
Kirlenme azdir

Yiiksek biyokiitle eldesi
Biiyiik 6l¢ekli uygulamada
kullanilabilir

Yiiksek oranda saf eldesi i¢in
diger yontemlerle kombinasyonu
Kimyasal kullanim1 gerekmez
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PHA graniillerinin siddetli
mikronizasyonu

Hem siire¢ hem de mikrobik
fizyolojik parametrelere
baglidir.

Istenilen iiriinlerin termal
bozunmasi

Asagi isleme miidehale
eden hiicresel kalintilarin
olusumu

Proses parametrelerine bagh
Polar analitlerin ¢ikarilmasi
zordur

Dogal numune ile
ilgilenmede zorluklar
Proses optimizasyonu i¢in
degisen basing ve sicaklikta
biyomolekiillerin
¢ozlnirliginiin 6l¢timii ve
tayin zorlugu

Temizlik siklig1 6nemlidir

Diisiik dielektrik sabiti

Pompolamada zorluk
Kimyasal reaktif

Rutin kullanim i¢in tehlikeli
Yiiksek kritik sicaklik

Oda sicakliginda sivi olmasi
nedeniyle ekstraksiyonda
zorluk

Proses parametrelerine bagh
Tekrarlanabilirlik sorunu
ATPS’yi bench ol¢eginde
degerlendirmede ticari kit
olmamasi

Mekanizmanin yanlis
anlasilmasi

Isinlanma siiresi uzunlugu
Baglangi¢ yatirimi maliyeti
yiiksek

Diisiik biyokiitle
konsantrasyonunda
parcalanma azdir

Biiyiik 6l¢ege uygulamasi
zor

Genetik olarak diizenlenen
suslar gerekir.



2.4. Pseudomonas mendocina Ozellikleri ve PHA Uretimi

Pseudomonas mendocina, Pseudomonas stutzeri tiirlerini karakterize etmek ic¢in
calisan arastirmacilar tarafindan ilk olarak 1969 yilinda kesfedilen gram negatif, polar
monotrik kamegili, aerobik, ¢ubuk seklinde bir bakteridir. Orijinal olarak P. stutzeri oldugu
varsayilan Ornekler Mendoza, Arjantin’de toplanmistir. Bunlar, nisasta veya maltozun
karbon kaynagi olarak kullanilmamasindan dolay1 yeni bir tiir olarak belirlenmistir. P.
mendocina, Pseudomonas cinsinin diger iiyelerinden morfolojik farkliliklara sahiptir.
Kolonilerin morfolojileri Palleroni ve arkadaslar1 tarafindan “diiz, pliriizsiiz, seffaf, ve
kahverengimsi sar1 renk” olarak belirtilmistir ve bu sar1 pigmentasyon daha sonra bakteri

icinde karotenoid pigmentlerin varligindan kaynaklandigi belirlenmistir (http-1).

P. mendocina ¢ok genis metabolik cesitlilige sahiptir. D-glikoz, D-fruktoz, asetat,
malontat, DL-hidroksibutirat, sitrat ve etilen glikol dahil olmak tizere farkli ortamlarda
cesitlilik gosterebilir. Bazi nadir suslar, tek karbon kaynagi olarak fensiklidin gibi

karmagik molekiilleri kullanabilirler (http-1).

Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Pasteurellaceae, and Vibrionaceae gibi
gram negatif bakterilerin dis zar1, makromolekiillerin (bakteriyosin veya enzimler gibi)
ve hidrofobik maddeleri tutabilen etkin bir bariyer gorevi goriir (Raetz vd., 2002;
Magalhdes vd., 2007). Dis membrandaki gecirgenlik farkliligi gozeneklerin
ozelliklerinden kaynaklandigi diistiniiliir (Zgurskaya vd., 2015). Ancak dis membranin
gecirgenlik bariyeri 6zelligi biiyiikk Ol¢clide membran yiizeyinde bir endotoksin olan
lipopolisakkarit (LPS) tabakasindan kaynaklanir (Alakomo vd., 2000; Magalhaes vd.,
2007; Zgurskaya vd., 2015).

Gram negatif bakterilerin membran yapist Sekil 2.10°da goriildiigii gibi kompleks
yapidadir.

Tipik LPS, N- ve O-agillenmis diglukozamin bifosfat omurgasini i¢eren bazik bir
lipit A (LipA) ve buna kovalent olarak baglanan disar1 dogru ¢ikintt yapan ve bir
hidrofilik polisakkarit zincirinden ve O-antijen bolgesinden olusur (Sekil 2.11) (Alakomo
vd., 2000; Magalhaes vd., 2007; Zgurskaya vd., 2015).
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Sekil 2.10. Gram negatif bakterinin i¢ ve dig zarlarimin molekiiler modeli (http-2)
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Toksisite, lipit bileseniyle (Lipid A) iliskilidir ve immiinojenisite, polisakkarid
bilesenleriyle iliskilidir. Gram-negatif bakterilerin hiicre duvar antijenleri (O antijenleri)

LPS’nin bilesenleridir (Todar, 2008-2012).
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Sekil 2.11. E. coli endotoksinin kimyasal yapisi. (Hep) L-gliserol-D-manno-heptoz; (Gal) “galaktoz,
(Glc) glikoz; (KDO) 2-keto-3-deoksikoktonik asit; (Nga) N-asetil-galaktosamin; (NGc) N-asetil-
glukosamin (Magalhdes vd., 2007)

Lipopolisakkaritin dig membrandan salinan ya da zar igerisindeki interkalat1 serbest
birakan belirli dis etkenler, dis membraninin biitiinliiglinli ortadan kaldirabilir.
Permeabilizer denen bu ajanlarla her iki durumda da membran gegirgenliginde es zamanl
bozunmaya neden olur (Alakomo vd., 2000). Magnezyum iyonlari, lipit A’nin fosforil
kisimlan ve c¢ekirdege iyonik bag tabakasi olusturur ve cift tabakalardaki LPS
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molekiillerini stabilize eder. Ayrica LPS, membran-su arayiizlerinde hidrasyon profilini
degistirebilir. LPS’ye bagli hidrasyon ve elektrostatik profillerdeki degisiklikler, gomiilii
proteinleri etkileyebilir ve protein—protein etkilesimlerini degistirebilir (Zgurskaya vd.,
2015). Permeabilizerlarin, gram negatif hiicrelere bakterisidal veya bakteriostatik olmasi
gerekmez, ancak diger bilesiklerin niifuz etmesine izin verilerek, hidrofobik
antibiyotiklere, deterjanlara, lizozim veya bakteriyosinlere karsi artan bir duyarlilik

saglamalidir (Alakomo ve ark. 2000).

P. mendocina, mcl-PHA’larin {iretimi i¢in yogun olarak c¢alisilmigtir. Organizma,
yapisal olarak iliskili karbon kaynaklari, heksanoat, heptanoat, oktanoat ve nonanoat
tizerinde ve yapisal olarak iligkili olmayan karbon kaynaklari, glikoz, siikroz ve fruktoz
tizerinde gelistirilebilir. Kullanilan besin maddesine gore elde edilen polimer ana

yapidaki tekrarlar ve baglar ile ¢esitlilik gosterir (Sekil 2.12) (Rai, 2010).

R o

H | I
—+0—CH—CH,— C—=+
: Hu
! R=—(CHg)y—CH,
i n=0-12
m = repeating units
(100-30000)

Sekil 2.12. PHA molekiiler yapisinin hidroksialkanoat birimi (Kathiraser vd., 2007)

Pseudomonas’in PHA biyosentez kabiliyetindeki cesitlilik, bu organizmalarda
PHA sentazini kodlayan iki geninin substrat spesifitesindeki farkliligindan kaynaklandig:
sOylenebilir. P. mendocina, diger Pseudomonas gibi, PHA sentazini kodlayan iki phaC
genine sahiptir. Hein ve arkadaslart PHA tiretimi icin PhaC1’in P. mendocina’daki major
sentazi kodladigim1 ve PhaC2’nin yapisal olarak iliskisiz karbon kaynaklarindan mcl
monomerlerinin birikmesinde rol oynayan bir enzimi kodladigin tespit etmislerdir (Rai,

2010).

2.5.Polihidroksioktanoatin (PHO) Genel Ozellikleri
Polihidroksioktanoatlar hidrofobik yan zincirler igceren biyolojik olararak
parcalanabilen orta zincir uzunluguna sahip polihidroksialkanoatlardir (Renard vd.,

2016). 11k olarak heteropolimer iireten mikroorganizmalardan elde edilmistir. Daha sonra
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Pseudomonas mendocina susunda sadece oktanat besiyerinde homopolimer olarak

tiretildigi bulunmustur (Rai vd., 2011a).

Oktanoat beslemesinde yetistirilen bakteri P. mendocina kullanilarak olusturulan
polimer P(3HO), cilt dokusu miihendisligi gibi yumusak doku miihendisligi i¢in uygun
elastomerik yapi1 ve biyouyumluluk gdsteren 6zelliklere sahiptir. P(3HO) nun sonderece
esnek yapisi ile viicudun zorlu konturlarinda bulunan yara bolgeleri igine uygulanmasini
miimkiin kilar ve g¢evredeki dokular1 olumsuz bir sekilde etkilemeksizin ¢ok sayida
deformasyona uygulanir ve iyilestirir. Buna ek olarak, biyolojik olarak pargalanabilir
dogas1 geregi, P(3HO), daha sonra c¢ikarilmast i¢in ek cerrahi miidahale gerekmeden
saglikli hiicreler icin gecici bir mekanik destek olusturabilir (Rai vd., 2017). Ancak
PHO’nun suda ¢oziinebilmesini gerektiren bazi medikal uygulamalarda kullanilabilmesi
icin modifiye edilmesi gerekmektedir (Sparks vd., 2008). Tasidig1 pentil yan zincire polar
gruplarin  dahil edilmesi gibi farkli modifikasyonlar ile hidrofilik 6zelligi
arttirilabilmektedir (Li vd., 2015; Renard vd., 2016).

Elde edilen polimerlerin molekiiler agirligindaki farkliligin ekstraksiyon
metotlarinin, polimer zincirlerinde parcalanmaya neden olmasindan kaynaklandigi
diistintilmektedir. Bu durum, farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak ekstrakte edilen
polimerin Jel Permeasyon Kromotografisi analizinin yapilmasiyla dogrulanmistir.
Ranjana Rai tarafindan P(3HO) iin PDI degeri 1.76 ile 2.26 arasinda bulunmus olup, daha
once oktanoattan mcl-PHA {iretimi i¢in elde edilen degerlerin araliginda oldugu

gbzlenmistir. (Rai, 2010).

Hekzan kullanilarak yapilan ekstraksiyon ile P(3HO)’iin en yiiksek molekiiler
agirliga sahip, 5.98 x 105 Mw, 2.64 x 105 Mn, 2.26 PDI degerine sahip oldugu
bulunmustur. Aseton kullanilarak yapilan ekstraksiyon yonteminde elde edilen polimerin
Mw degeri 5.85 x105, Mn degeri 2.83 x 105 ve PDI degeri ise 2.06 olarak bulunmustur
(Rai, 2010).

Polimerin termal 6zellikleri, islenmesi i¢in ¢ok Onemlidir. Bu nedenle, farkl
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak ekstrakte edilen P(3HO)’da morfolojik farkliliklaria
neden olup olmadigini gérmek igin farkli termal 6zelliklerin degisimi ile sonuglanan

caligmalar yapilmistir. Farkli metodolojiler kullanilarak ekstrakte edilen P(3HO) icin Tg
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ve Tm degerleri -35.04 °C ile -36.18°C ve 39.21 ile 49.46°C arasinda degismistir (Rai,
2010).

PHO’nun in vitro degregasyonu tam olarak anlagilamamis olmasina karsin 6 aylik
bir siirecte abiyotik faktorler ile yikiminin gergeklestigi bulunmustur. PHO nun uzun yan
zincirleri nedeni ile PHB’den daha yavas parcalanma gerceklestirecegi diisiiniilmektedir

(Marois vd., 2000).

2.6.PHA’ nin Medikal Uygulamalari

Polihidroksialkanoatlarin plastik malzeme potansiyeline ilaveten, optik olarak aktif
bilesiklerin kimyasal sentezi i¢in kiral prekiirsor gorevi gorebilen stereo diizenli bilesikler
olarak kullanim1 da yararlhidir (Anjum vd., 2016). Polihidroksialkanoatlarin ¢esitli hiicre
tipleri ile biyouyumlu olmalar1 ve biyobozunur 6zellige sahip olmalari, par¢alanma
riinlerinin dogaya zarar vermemesi ve piozoelektrik 6zellikleri ile genis bir kullanim
alanma sahiptir (Sekil 2.13) (Gumel vd., 2012; Raza vd., 2018). PHA’larin yukarida
bahsedilen 6zelliklerinin yaninda sentetik plastiklerle karsilastirildiginda dokuda toksisite
olusturmaz. Ciinkii P3HB kan dolasiminda 0.3 ile 1.3 mM arasinda degisen
konsantrasyonda ve okaryorlarin hiicre zarinda dogal olarak bulunur. (Zinn vd., 2001;
Ray vd., 2017). Biyobozunur olmasina ragmen, PHA’lar modifiye edilmediklerinde son
derece stabildir. PHA’larin bu o&zellikleri onlarin terapotik fonksiyonlarini azaltir.
PHA'’lar1 biyomedikal alanda kullanigli hale getirmek i¢in PHA iiretiminde kullanilan
organizmalarin birkag istisnai 6zelligini korunarak modifiye edilmistir. Bu modifikasyon
ile hidroksil ve/veya karboksil gruplari, metillenmis dallar ve diger hidrofilik tiirevleri
iceren fonksiyonel yan gruplara sahip olan nadir goériillen PHA’lar, birka¢ organizma

tarafindan tretilmistir (Song vd., 2018).

Tibbi alanlarda PHA, 6zellikle P (3HB), P (3HB-3HV), P (4HB), P (3HO) ve P
(3HB3HHx) doku miihendisliginde ve medikal cihazlarda da kullanilabilmektedir
(Anjum vd., 2016; Ray vd., 2017). Bunlardan bazilari; eklem kikirdak onarima,
kardiyovaskiiler yama grefti, meniskiis onarim cihazi, ortopedik pimler, onarim yamasi,
percinler ve civiler, zimbalar ve vidalar, stentler, cerrahi ag vb. iiriinler farkli hastaliklarin
tedavisinde ara¢ olarak kullanilabilir. Daha Onceleri farkli materyallerle hazirlanan
implantlar enfeksiyon riski tasirken, bugiin PHA ile hazirlanan implantlarin toksisite

olusturmadig gézlenmistir (Ray vd., 2017).
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PHA’ nin Medikal Uygulamalar1

/
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/
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icin hidrofilisiteyi
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PHA’ nin herhangi bir tiirii tarafindan indiiklenen karsinogenezis rapor edilen galisma yoktur.

Sekil 2.13. PHA’ nin medikal uygulamalarda gelisim siireci (Chen vd., 2018)
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Basnett ve arkadaslarinin 2013 de yaptigi calismada PHO ve P3HB/P3HO
karisimlarina, fetal bovin serum kullanilarak protein adsorbsiyonu yapilmis ve insan
endotelyal hiicrelerine (HMEC-1) uygulanarak DMEM ve PBS otamlarinda polimerin
parcalanma ve proteinin salim profilleri incelenmistir. Protein adsorbsiyonu, gerilme
giicii ve hiicre sag kalim1 P3HB/P3HO karisiminda daha yiiksek bulunmustur. Bu ¢alisma
ile absorbe edilen ilaglarda gereken koroner stentler i¢in bir matris sistemi olarak
P3HB/P3HO karigiminin kullanillanilabilecegi ileriki ¢alismalara 151k tutmaktadir
(Basnett vd,, 2013a).

Pseudomonas mendocina tarafindan iretilen bir tiir PHA tiirii olan poli-3-
hidroksikotanoat, spesifik olarak kalp dokusu miihendisligi i¢in g¢alisilarak kalpteki
miyokard dokusuna benzer 6zellik gdsterdigi ve dokudaki rejenerasyon isleminden sonra
arkasinda atik madde biriktirmeden dokunun yeniden olugmasina izin verdigini
gostermiglerdir. Bu ¢alisma ile kardiyak doku miihendisligi i¢in P (3HO) ‘nin ay1rt edici
ozelliklerini kanitlamistir (Bagdadi vd., 2016). PHB bazli ortopedik implantlarin,
kedilerde kullanildigi ve PHB/HA bazli kompozitlerin tavsanlarda kemigin yerine
gecmesi i¢cin uyumlu oldugu bulunmustur (Raza vd., 2018).

Tiim bu matris sistemlerinin yaninda kok hiicre ile yapilan ¢alismalar da mevcuttur.
Insan kemik iligi mezenkimal kok hiicresinin sinir hiicrelerine farklilagsmasini tesvik
etmek icin iskele olarak 3-hidroksibutirat-3-hidroksivalerat-p-3-hidroksiheksanoat
(PHBVHHX) terpolyesterinin kullanimi Wang ve ark. Tarafindan 2010 yilinda
gergeklestirilmistir (Gumel vd., 2012).

Insanlarda yiiksek 3HB konsantrasyonunun birikmesi ile ketoasidoz uyarilir ve
3HB oligomerleri, bu bilesiklerin periferik dokular i¢cinde hizli bir sekilde yayilmalarina
maruz kalan hastalar i¢in iyi enerji substrati olarak islev géorme 6zelligine sahiptir. 3HB
oligomerleri kalp verimliligini artirabilmek ve beyin hasarini 6nlemek i¢in mitokondriyal
enerjiyi yeniler. PHA lardan tiiretilen HA monomerleri, Ca*? kanallarini uyarabilir ve bu
da hafizanin gelistirilmesine yardimci olabilir. 3HB ayrica viicutta kalsiyum ve giiclii
serum alkalin fosfataz aktivitesini hizla biriktirerek osteoblastlarin biiylimesini ve
antiosteoporoz aktivitesini arttirir. Kemik mineral yogunlugunun diisiiriilmesinde ve

serum osteokalsin seviyesinin azaltilmasinda yardimci olur. (Ray vd., 2017).
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Antineoplastik ajanlar1 kanser hiicrelerine vermek PHA nanopargaciklar
olusturularak, tiimore 0zgii bir ligand ile fonksiyonellestirilen PHB nanopartikiilleri,
belirli meme kanseri hiicrelerini spesifik olarak hedeflemek i¢in kullanilan ¢alismalar

yapilmistir (Gumel vd., 2012).

PHA boncuklarinin hedef fiizyon proteini ile etkilesime girerek tamamen
kaplandig1 ve daha sonrasinda bu hedef proteinin PHA boncuklarindan CaCl; ile elde
edilip kalan PHa boncuklarimin ¢okeltilmesi ile saf sekilde proteinin elde saglanmustir.
Bu PHA boncuklarmin spesifik antijen, antikor ve proteinlerle etkilesimi ile teshis

uygulamalarinda kullanilabilir oldugu 6nerilmistir (Parlane vd., 2016).

Ayrica PHA kullanilarak yapay sinir kanallari olusturulmaya calisilmigtir. PHB
iskelesinin eriskinlerde Schwan hiicrelerinin baglanmasini, ¢ogalmasini ve hayatta
kalmasim1 destekledi ve greft icindeki belirgin aksonal rejenerasyonu destekledigine
yonelik bulgular elde edilmistir. PHBHHXx nanofiber iskelelerinin (matrisler), merkezi
sinir sistemi hasarim1 tedavi etmede kullanildigi, PHO/PHB karisiminin, ndron
hiicrelerinin biiylimesi ve farklilasmasi i¢in belirgin sekilde destekledigi gézlenmistir

(Chen vd., 2018).

Cesitli molekiillerde etkilesime giren PHA boncuklar1 ile biyomedikal
uyggulamalarda teshis araglari olarak kullanilmaktadir. Belirli proteinleri veya antikorlari
tanimlamak i¢in bunlar1 baglaya bilen PHA boncuklar1 tasarlanabilmektedir. Bunun
yaninda enfeksiydz hastaliklarin teshisinde T hiicre bellegi aracili immiin yanitlart

uyarmak i¢in yararli olan PHA boncuklarinin iiretimini miimkiindiir (Parlane vd., 2016).

Polihidroksialkanoatlarin yukarida orneklerle anlatilan doku miihendisliginde
iskelet olarak kullanilmasi, bazi mikroorganizmalara kars1i antibiyotik olarak
kullanilmasi, biyomedikal cihazlarda kullanimi ve biyodegredabl implant olarak
kullaniminin yaninda ilag tastyicisi olarak kullanimi ile ¢alismalar da yapilmistir (Chen

vd., 2018).

2.6.1. Tlac tasiyicisi olarak PHA

Ilag tasiyict sistemlede amag hedef bdlgeye uygun siirede uygun miktarda ilacin
verilebilmesidir. Terapdtik maddeler, cesitli sekillerde (oral, parenteral, transdermal,
transmukozal, vb.), stirekli bir sekilde ve belirli bir zaman dilimi i¢inde verilebilir.

Polimer malzemeler bu alanda kullanilmaktadir (Peptu vd., 2018). PHA ’lar uzun siireli
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ve yavas salim gerceklestirdikleri i¢in; ayrica biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikleri ile
ila¢ salim sistemleri olusturularak ilacin sirkiilatif sisteme verilmesinde kullanilabilecek
mitkemmel araclardir (Gumel vd., 2012; Raza vd., 2018). PHA nin sahip oldugu mikro
ve nanosferleri ilac1 kaplayan dis katman olarak goérev yapar ve bozulmaya basladikca
ilact salar (Raza vd., 2018). ilacin salimi1 tamamen difiizyon temeline dayanir. Ilag
salinimi; fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal yontemler kullanilarak molekiiler diizeyde
ileri modifikasyonlar ile PHA nin ylizey 6zellikleri, monomer igerikleri ve molekiiler
agirliklart degistirilerek kontrol edilebilir. Diisiik kristallik derecesi ilacin polimerde
tutunmasini arttirir. Mcl-PHAlar scl-PHA’ya gore diisiik kristalite ve erime noktasina

sahip oldugu i¢in ila¢ saliniminda daha kullanishdir (Ray vd., 2017; Peptu vd., 2018).

Biyobozunur polimerlerin makromolekiilleri, diisitk molekiil agirlikli toksik
olmayan fragmanlara indirgenir ve bunlarin birikmesi 6nlenerek viicuttan giivenli bir
sekilde ¢ikarilabilir. Metabolik atilim daha giivenli bir bosaltim yolu saglar ve bu nedenle,
biyolojik olarak parcalanabilir polimerler ila¢g dagitim sistemlerine artan bir ilgi

cekmektedir (Nigmatullin vd., 2015).

Ila¢ saliminda PHA lar tavsan, fare, sigir gibi birgok hayvanda denenmistir (Raza
vd., 2018). Kontrollii salim sistemi i¢in kullanilan PHB mikrosferlerinden antitiimor ilag
olan rubomisinin Ehrlich karsinomuna sahip farelerde prolifeasyonu inhibe ettigini

gosterilmistir (Shrivastav vd., 2013).

Hidroksialkanoat nanopartikiilleri, PhaP ve PhaP’ye birlesmis polipeptit veya
protein ligandlarindan olusan spesifik bir ila¢ verme sistemi gelistirilmistir. P3HB/3HV
mikropartikiillerinde enkapsiile edilen sitostatik ilacin, HeLa tiimor hiicrelerine karsi

etkili oldugu kanitlanmistir (Chen vd., 2018).

Sert P (3HB) ve esnek P (3HO) karisimlari, ilag salan koroner stentler i¢in bir matris
olarak kullanilabilir oldugunu aspirini matris i¢ine dagitarak yiikleyip saliminabakilarak
gosterilmigtir. Salim profilinde ilk 24 saatte aspirin salimindaki ani yiikselis olup daha
sonra 20 gilin boyunca salim sabit olup 30 giinde salim tamamlanmistir. Bu ¢alisma ile
stent implantasyonundan sonra arter tikanikliginin tekrar ortaya ¢ikma riskini 6nlemek
icin antitrombotik ajanlarin lokal olarak verilmesi bu matris ile saglanmistir (Basnett vd.,

2013b).
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Mcl-PHA, transdermal ilag salimindaki uygunlugu nedeniyle bir¢ok, caligmada
kullanilmistir. 3HO ve 3HHx iceren PHA kopolimerleri, python reticulatus cildine
yapismistir ve tamsulosin, ketoprofen ve klonidin gibi iligkili ii¢ ilaci dagitmak icin

kullanilmistir (Ray vd., 2017).

Mcl-PHAs’lar arasinda, P(3HO) ve P(3HB-co-3HHXx) kopolimerleri fazla miktarda
bulunmalar1 nedeniyle arastirilmistir. Tavsan aortasindan alinan diiz kas hiicrelerinde
(RaSMC:s), hiicre proliferasyonu, hiicre dongiisii ilerlemesi ve fenotipik degisiklikler
tizerinde c¢aligmay1 hedeflemislerdir. %20 HHx polimerin diisiikk kristallenmeleri ve
polimerler iizerindeki artan metil gruplarmin sayisi nedeniyle hidrofobik mikro-ortami
hiicrelerin ¢ogalabilecegi ortami1 saglamistir ve greft olarak kullanimi daha uygun oldugu

bulunmustur (Qu ark., 2006a).

Mcl-PHAs ile ilgili en eski in vivo g¢alismalardan biri, tavsanlarda polimer
implantlarin (mikro kiirecikler, tiipler ve peletler) subkutan implantasyonu yoluyla poli
(3-hidroksioktanoat-ko-3-hidroksiheksanoat) [P (3HO-ko-3HX)] kopolimeri iizerinde
gergeklestirilmistir (Qu vd., 2006b).

3-hidroksibiitirat/4-hidroksibutirat  [P(3HB/4HB)] kopolimerlerine allojenik
fibroblast kiiltiirii yiiklenerek farelerde yara dokusuna uygulanmistir. Yapilan ¢alismalar
ile fibroblastlarin varlig1 tespit edilmis, hiicrelerin hiicre dis1 proteinler salgiladiklar1 ve

yaranin ¢evresindeki dokularda epidermal hiicrelerin gociinii tesvik ettikleri gézlenmistir

(Shishatskaya vd., 2016).

2.7.Kurkuminin Genel Ozellikleri ve Doku Rejenerasyonu

Zingiberacea bitki familyasindaki bir cins olan Curcuma, curcuminlerin de dahil
oldugu kurkuminoidlerin biyolojik kaynagidir. Zerdegaldan izole edilen iic ana
kurkuminoidler; kurkumin, demoetoksi kurkumin ve bisdemoetoksi kurkumindir ve
kurkumin, zerdecalin biyolojik aktivitesinden sorumlu olan 6nemli aktif bilesendir (Joe

vd., 2004).

Fitokimyasallar bitkilerin sekonder metobolitleri olup biyotik/abiyotik strese kars1
bitki tarafindan sentezlenen molekiillerdir. Bu grupta 6zellikle polifenolik bilesiklerin
antioksidan 6zellige sahip olup, saglik iizerindeki olumlu etkileri agisindan en yaygin
olarak bilinen molekiillerdir. Zerdecgal (Curcuma longa) bitkisinin rizomlarindan elde

edilen dogal sar1 pigmentli kurkumin de bunlardan birisidir. Geleneksel tipta, oksiiriik,
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sinlizit, astim, karin agrisi, romatizma, diyabet gibi pek ¢ok hastalikta kullanilmaktadir

(Joe vd., 2004; Nabavi vd., 2014).

Kurkuminin kimyasal formiilii C21H200¢ olup, molekiil agirligi 368,38 g/mol’diir.
IUPAC isimlendirmesi (1E, 6E)-1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6- heptadien-3,5-
dion’dur (Sekil 2.14).

Sekil 2.14. Kurkumunin kimyasal yapisi (Joe vd., 2004)

Kristal formda, cis-enol konfigiirasyonunda oldugu ve rezonans destekli hidrojen
baglari ile stabilize kaldig1 belirtilmektedir. Kurkuminin enol formu keto formuna gore
daha stabildir. Cozeltilerde cis-trans izomerleri halinde bulunan kurkumin trans formu
kurkumin ¢atisinin zit yonde fenolik metoksi gruplari, cis formunda molekiil catisi ile
ayn1 yonde fenolik metoksi gruplart tasir. Kurkumin hidrofobik bir molekiil olup,
metanol, etanol, asetonitril, kloroform, DMSO ve etil asetat gibi solventlerde ¢oziiniir. ki
adet belirgin absorpsiyon bandi vardir. Goriiniir bolge spektrumunda 410-430 nm’de
maksimum absorbsiyon verir, UV bdlgede ise maksimum absorbsiyonu 265 nm’dedir

(Shomea vd., 2016).

2.7.1. Kurkuminin medikal olarak kullanim

Kurkumin, geleneksel tipta, Oksiirlik, siniizit, astim, karin agrisi, romatizma,
diyabet gibi pek ¢ok hastalikta kullanilmaktadir (Joe vd., 2004; Nabavi vd., 2014). Gida
sektoriinde baharat olarak yaygin sekilde kullanilmasi nedeni ile istenmeyen yan
etkilerinin de oldukca az oldugu disiliniilmektedir. Kanser, artrit, kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde iimit verici diizeyde olmasma ragmen suda ¢oziiniirliigliniin
diisiik olmasi, biyoyararlanimini ve klinik etkinligini sinirlandirmaktadir (Joe vd., 2004;
Kim vd., 2011). Serum konsantrasyonlar1 ve doku dagilimlari diisiiktiir, bununla birlikte

hizl1 metabolize olmalar1 nedeni ile kisa yarilanma dmriine sahiptir. Bu problemlerin
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iistesinden gelebilmek i¢in kurkumin lipozom, polimerik nanopartikiiller, lipid bazli
nanopartikiiller, biyoparcalanir mikrokiireler, siklodekstrin ve hidrojel olmak iizere ¢esitli

ilag tasiyict sistemlere yiiklenerek denenmistir (Kim vd., 2011).

Yara onarimi, ¢oziinebilir mediyatorler, kan hiicreleri, hiicre dist matris ve
parenkimal hiicrelerin ortak caligmasini gerektiren hiicresel ve molekiiler karmagsik ve
dinamik bir siirectir (Li vd., 2016). Yara onarimi dort temel adimi vardir; hemostaz,
inflamasyon, proliferasyon ve remodeling (Gence, 2008). Yaralanmanin hemen ardindan
heomostaz baslar (Mohanty vd., 2017). Yara bolgesindeki kan kaybini azaltmak,
mikroorganizmalarin ve antijenlerin uzaklagtirilmasi ve doku boslugunu sitokinler ve
biiyiime faktorlerinden olusan kan pihtisiyla doldurmak icin kan ve lenfatik damarlar

tramvatize edilir (Sekil 2.15) (Reinke vd., 2012).

Yaral bir kan damarindaki kanamanin durdurulmasi i¢in trombositler, hasarli kan
damarlarinin kapatilmasini tesvik eden ve boylece kan kaybinin azaltilmasina yardimei
olan vazokonstriktorler salgilarlar (Mohanty vd., 2017). Bu asamada olusturulan gegici
ortli hemoostazi saglar (Gence, 2008). Kan pihtilasma yolunun aktive edilmesi ile aym
zamanda yaralanmadan 2-5 giin icerisinde immiin sistem hiicreleri aktiflestirilerek
inflamatuar yanit olusturulur (Gurtner vd., 2008). Kan pihtis1 16kositlerin,
keratinositlerin, fibroblastlarin ve endotel hiicrelerinin gocii i¢in iskele yapisi ve biiyiime
faktorlerinin rezervuari olarak gegici matriks olusturan, fibrin molekiilleri, fibronektin,
vitronektin ve trombospondinleri icerir (Sekil 2.15) (Reinke vd., 2012). Trombin, ¢6ziiniir
plazma proteini olan fibrinojeni, fibrin ¢oziinmez liflerine doniistiiren bir serin proteaz
gorevi gorlir. Kollojen trombositler ve kan hiicreleri ag1 (kan pihtisi) kan damarindaki

hasar1 kapatir (Mohanty vd., 2017).

Proliferasyon siirecinde, trombositler, hasarli kan damarin1 onarmak i¢in diiz kas
hiicreleri ve fibroblastlart aktive eder ve makrofajlarin, nétrofillerin, fibroblastlarin
kemotaksisini gelistirerek yeni kan damarlar1 ve kilcallar yavas yavas sekil alir (Mohanty
vd., 2017; Wang vd. 2019). Proliferasyon siireci yaralanmadan 3 giin ve 2 hafta icerisinde
olan siireci kapsar (Wang vd. 2019). Notrofiller, bakterisidal ve fagositik 6zellikleri ile
enfeksiyonu onleyen ve elastaz, kollajenaz gibi proteazlari salan, hasarli ve denatiire
olmus ekstraseliiler matriks elemanlar1 yani 6lii doku artiklarini ortadan kaldirilmasin

saglayan, yara bolgesine ilk olarak gelen 16kositlerdir. Makrofajlara doniisen monositler,
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bliylime faktorleri salinimini etkilerken iyilesme siirecinde olduk¢a onemlidirler (Gence,

2008).

® == o @
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Sekil 2.15. Doku onariminin hiicresel ve molekiiler mekanizmasi. Erken asamada hemostaz ve
keratinositlerin ve enflamatuar hiicrelerin aktivasyonu olur; orta evrede keratinositlerin ve
fibroblastlarin ¢ogalmasini, matris yikimint ve anjiyogenezi, son asamada tekrar yapilandirilma, skar
olusumu ve bariyer restorasyonnu icerir. Bu siiregte restorasyonu saglamak i¢in ¢ok sayida biiyiime
faktorii, sitokin ve kemokin (listelenmigstir) salgilayan ¢oklu hiicre tipleri gérev almaktadwr (Eming vd.,
2014)

Hem trombositler hem de 16kositler enflamasyon siirecini baslatmak i¢in sitokinleri
ve biiyiime faktorlerini (PDGF, transforme edici biiylime faktorii (TGF)-, fibroblast
biiytime faktorii (FGF) ve epidermal biiyiime faktorii (EGF)) serbest birakir (Reinke vd.,
2012). Makrofajlar, fagositik hiicreler tarafindan salgilanan TGF-B, FGF, PDGF, timor
nekroz faktorii (TNF) a ve interlokin-1 (IL-1) gibi ek sitokinlerin daha fazla
salgilanmasini saglayarak iyilesme basamaginin baslamasi i¢in sinyal yolagini baslatir

(Sekil 2.15) (Mohanty vd., 2017).

Yeni doku olusumu siireci, yaralamanmadan 2-10 giin sonra baslar (Gurtner vd.,
2008) ve 3 haftadan 2 yila kadar olan siirecte devam eder (Wang vd. 2019). Onarimin ilk
evrelerindeki hiicreler yara bolgesine goc etmeye baslar ve yara bolgesinde yeni kan
damarlari olusur. Epitel hiicrelerin gocii baslar ve onarim fonksiyonel dokunun bir hiicre

yamasi (¢ogunlukla fibroblastlar) olarak baslar ve skar olarak adlandirilan hiicre dis1
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matris (¢ogunlukla kollajen) haline gelmesiyle sonuglanir (Gurtner vd., 2008).
Remodeling stirecinde kollejen sentezi azalir ve yara yirtilma mukavemeti artar.

Remodeling, skar olusumu ile baslayan ve yillar siiren bir siirectir (Gence, 2008).

Pek ¢ok modern yara ortiisii tagidiklar etkin maddenin formiile edilmesi ve etkin
maddenin yara bolgesine salimi i¢in tasiyici olarak kullanilan polimerlerden iiretilmistir.
Etkin madde tasinmasinda yara bakim iiriinleri jel, film ve kopiik seklinde de uygulama
alan1 bulurken, yeni nesil olarak adlandirabilecegimiz polimerik yara ortiileri; filmler,
pordz siingerler, dondurularak kurutulmus diskler, wafer sistemler veya doku
mihendisligi ile gelistirilmis polimerik sistemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. (Kurtoglu
vd., 2009). Dogal malzemeler arasinda, matris sistemini olusturmak igin
biyopolimerlerden polihidroksialkanoat (PHA) ailesi umut vaad etmektedir. PHA nin
parcalanmast PLA veya PLGA’nin toplu olarak parcalanmasinin aksine yiizey

bozulmasiyla ve kontrollii bir sekilde olur (Rai vd., 2017).

2.8.Polimerik Yara Iyi Edici Film

Polimerler genellikle suda ¢ozliinmeye dayaniklidir. Ancak bazi polimerler suda
coziilebilir 6zellikte olup noniyonik ve iyonik polimerler olarak siniflandirilabilir
(Celikhan, 2003). Polimerik tasiyicilar geleneksel yontemlere kiyasla, daha iyi emilim
oranlart ve biyouyumluluk, aylar boyunca depolanabilirlik, proteolitik enzimler
tarafindan ilacin bozulmaya karsi giivenligi, hem hidrofobik hem de hidrofilik ilaglarin
kapsiillenebilmesi veya adsorbe edilebilmesi, fonksiyonellestirilebilmesi ve en 6nemlisi
kapsiillenmis ilacin kontrollii salimin1 saglamak icin fizikokimyasal 6zelliklerinin
ayarlanabilmesi, terapotik aralikta viicuttaki ilag konsantrasyonlarinin daha uzun siire
boyunca kontrol edilmesi, ilaglarin hiicre ve dokuya spesifik hedeflenmesi gibi iistiin

ozelliklere sahiptir. (Agrawal, 2014; Rancan vd.,2014).

[laglarin polimer veya lipid sistemlerden salimu, (1) ilaglarin sistemden difiizyonu,
(2) sistemin bozulmasina veya parcalanmasina yol acan kimyasal veya enzimatik bir
reaksiyon veya (3) hem ozmoz yoluyla hem de ¢o6ziicii aktivasyonu ile sistemin sismesiyle

ilacin sistemden ¢ikmasi olmak iizere ii¢ genel mekanizma baglidir (Robert, 1998).

Yaralar veya {iilserler, kutandz mukozal dokunun devamlilifinda kesintiler olarak
bilinir ve yapisal ve fizyolojik degisikliklere yol acar (Costa vd., 2020). Olusan yaralarda

cesitli faktorler (obezite, yas, konjenital hastaliklar) yara bolgesinde enfeksiyonu
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gelistirme riskini arttirir. Epidermal rejenerasyon i¢in uygun alan yaratmak ve yaralanma
enfeksiyonunu ve su kaybini engellemek i¢in yara yiizeyini kaplayacak sekilde cok sayida

yara Ortiisii hazirlanmistir (Agrawal P., 2014; Tiylek Z., 2017; Okur vd., 2019).

Geleneksel tedavilerin olusturdugu olumsuzluklaria karsi alternatif olarak, polimer
bazli yara ortiileri, yara bolgesinin fiziksel olarak korunmasi i¢in Ortii ve ayn1 zamanda
ilag salim sistemi olarak goérev alirlar. Bioaktif yara pansumani olarak adlandirilan bu

yara Ortiileri, hastanin hayat kalitesinin ve konforunu arttirir (Costa vd., 2020).

Ideal biyoaktif yara ortiileri, kolay uygulama ve sékme imkani saglayan iyi direng
ve esneklige sahip olmali, yara bolgesini orterek, zarar gormiis dokuyu dis etkilerden
korumali, lezyonun arayliziinde nemli bir ortam saglamali ve yapisi uygunsa hiicre
tiretimini aktive ederek iyilesme siirecine katki saglamali, etkin oksijen sirkiilasyonu
saglamali, fazla eksiiday1 temizlemeli ve lezyondaki mikroorganizmalara kars1 fiziksel
bir bariyer gorevi gormelidir (Kurtoglu vd., 2009; Costa vd., 2020). Bu tiir yara ortiileri
toksik olmayan, alerjik olmayan ve yapismayan malzemelerden hazirlanmalidir. (Costa
vd., 2020). Bircok yara Ortiisii, mikroorganizmalara kars1 koruyucu etki godsteren

antimikrobiyal ajanlar veya iyilestirici ajanlar ile ytiklenir (Okur vd., 2019).

Kurkumin diisiik toksisitesi, anti-virlis, antibakteriyel, antioksidan ve
antienflamatuar 6zellikleri gibi genis spektrumlu biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri
nedeniyle giderek daha fazla ilgi gormiistiir. Ek olarak, kurkumin peroksi radikallerine
kars1 temizleme etkisi gosterir ve keratinositlere ve fibroblastlara hidrojen peroksit
kaynakli hasar1 onler (Wathoni vd., 2017; Duan vd., 2020). Kurkumin, graniilasyon
dokusu olusumu, doku yeniden modelleme, kollajen birikimi, fibroblast
proliferasyonunu, vaskiiler yogunlugunu destekleme ve yara kasilmasi ile yara
iyilesmesini destekleme potansiyeline sahiptir. Bu nedenle, kurkuminin topikal
uygulamasi, yarayr etkili bir sekilde tedavi edebilmektedir. Giiniimiizde, kurkumin
yiiklenen polimerik film, lif, hidrojel, nonoformiilasyonlar olarak yara iyilesmesini tesvik

etmek icin topikal formiilasyon gelistirilmistir (Duan vd., 2020).

Film yara ortiileri, yarali dokuya nemli bir ortam saglayabilen seffaf polimerik
kaplama ince tabakalardir. Dermal yara iyilesme siirecinde, kurkumin yiikli filmlerin

bakteri gelisimini inhibe ederek, iyilesme siirecini hizlandirdig: ve deri kil folikiillerini
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yenilenmesini sagladigi histolojik c¢alismalarla belirlenmistir (Tong vd., 2017; Mohanty
vd., 2017).

Biyobozunur filmler, dokuya benzer mekanik ve anatomik 6zelliklere sahiptirler.
Viicutta uygun yapisal ve mekanik 6zelliklere sahip bir bag dokusu matrisini geride
birakarak yavas yavas bozunurlar. Bu filmler, biiytime faktorleri ve genetik materyaller
gibi ilave biyoaktif materyallerin yaraya verilmesi icin potansiyeline sahiptirler (Boateng

vd., 2008).

PHA lar, petrol bazli plastiklere kiyasla karbon zinciri icinde daha uygun olmalari,
ylizeylerininin canli veya canli olmayan hiicrelerde kalici olmayacak sekilde
(biyobozunur) diizenlenebilmesi ve ilaglar i¢cin kaplama maddesi olarak kullanilabilmesi
gibi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri sayesinde sayisiz uygulamada kullanilmaktadir (Ali

vd., 2016).

PHA'larin biyouyumlu ve fonksiyonel polimerler olduguna dair bilimsel kanitlar
vardir. PHA'larin iskelelerinin fibroblastlar, osteoblastlar, kondrositler, néronlar ve kok
hiicreler dahil olmak iizere cesitli hiicrelerin proliferasyonunu kolaylastirdigini,
fibroblastlarin ve keratinositlerin PHA iskelelerinde diger materyallerden daha iyi gelisim

gosterdigi bilimsel ¢aligmalar sonucunda bulunmustur (Shishatskaya vd., 2016).

2.8.1. Polietilen Glikol (PEG)

Iyonik olmayan polimerler grubuna giren polietilen glikol (PEG) suda ¢oziinebilen
polieterlerdir (Celikhan, 2003). Polietilen glikol, HO—(CH2CH2O)n-H genel kimyasal
yapisina sahip olup, tekrarlayan etilen oksit alt birimlerinden olusurlar (Bailon vd., 1998).
200 ile 10 000 arasinda gesitli molekiiler agirliga sahiptirler. Molekiiler agirligi < 600 ise;
renksiz viskoz bir s1vi ve molekiiler agirligi > 800 ise: mumsu, beyaz ve katidir (Chen
vd., 2005). PEG hiicre zarlar ile etkilesir ve yiiksek konsanstrasyonda hiicre fiizyonunu
etkiler (Jaschke vd., 1994). Tasiyict sistemin hidrofilikligini arttirarak bozunma hizinm
arttir (Huang vd., 1997). Biyolojik olarak pargalanabilir ve hicbir toksik etkisi yoktur ve
bozulma sonucu asitligi azaltir (Huang vd., 1997; Vuksanovi¢ vd., 2013). Cams1 gecis
sicakligr kristallik yiizdesine gore -65 ile -20 °C arasinda degismektedir (Celikhan, 2003).
Hem 1yi bir proton alicis1 hem de vericisidir. Cesitli biyolojik ve biyo-tibbi uygulamalar
icin kullanilir (Vuksanovi¢ vd., 2013). Hidrofilik karakterdeki PEG etkin maddenin

dolagimda daha uzun siire kalmasin1 saglar (Tiylek, 2017).
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2.8.2. Kollicoat® MAE 100 P

Kollicoat MAE 100 P, Metakrilik asit:etil akrilat‘in 1:1 oranini igerir. Film formuna
gelerek, tablet, kapsiil, graniil uygulamalarinda kullanilabilir. pH >5.5 degerlerde hizli
salim yaparak ilacin dogru bolgede salinmasini saglarlar (http-3). Ilag saliminda uzatilmas
salim icin kullanilan ana polimerlerdendir. MAE 100 P’nin yiizey karboksilik asit
gruplarinin polimerizasyonu, iyonik agregatlar1 arttirarak ve polimer zincirlerini
coziindiirerek polimer filmin Ozelliklerinin degistirir. Artan iyonik agregatlar filmin
mekanik ozelliklerini gelistirir. Bunun yani sira polimer zincirindeki ¢éziinme ile film
olusturma mekanizmasini dispersiyon esasli filmden, ¢ozelti esasl filme doniistiiriir (Li,

2016).
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3. GERECLER
3.1.Kullamilan Maddeler
53552-Pseudomonas mendeocina
Amonyum oksalat

Amonyum siilfat

Aseton

Bakar II siilfat pentahidrat %99
Demir III kloriir %98
Diklorometan

Dipotasyum hidrojenfosfat
Disodyum hidrojenfosfat
DMEM

DMSO

Etanol %99,8

Hidrojen kloriir %38-%36,4
Immersion yag1

Iyodin

Kalsiyum kloriir

Kloroform

Kobalt II kloriir %97
Kollicoat MAE 100P

Kiristal violet

Krom II kloriir hegzahidrat
Kurkumin

Magnezyum siilfat heptahidrat
Metanol

MTT

Nikel II klorit hekzahidrat
Nutrient Broth No:3

Polietilen Glikol 400 (PEG400)
Potasyum iyodin

Safranin-O

Sodium caprylate (sodyum oktanoat) %98

: ATCC, Amerika

: Merck, Almanya

: Meck, Almanya

: Merck, Almanya

: Acros, USA

: Acros, USA

: VWR, Fransa

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Biological Ind., Israil

: Applichem, Almanya

: Merck, Almanya

: SIGMA-Aldrich, Almanya
: SIGMA-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya

: SIGMA-Aldrich, Almanya
: SIGMA-Aldrich, Almanya
: Acros, Amerika

: BASF, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Applichem, Almanya

: Merck, Almanya

: SIGMA-Aldrich, Almanya
: Tekkim, Tirkiye

: Merck, Almanya

: Merck, Almanya

: Acros, Amerika
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Sodyum hidroksit

Sodyum hidroksit

Sodyum hipoklorit

Tyrictica Soy Broth

Tyriptica Soy Agar
3.2.Kullamilan Cihazlar

CO2’1i etiiv

Cytation 5 plaka okuyucu
Calkalamali etiiv

Diferansiyel Taramali1 Kalorimetre
(DSC-60)

Distile su cihazi

Dondurucu (-20°C)

Dondurucu (-80°C)

Fourier doniisiimlii kizil6tesi
spektroskopisi (FTIR)

Hassas terazi

Invert mikroskobu

Laminar Akis Kabini

Liyofilizator

Manyetik karistirici

Niikleer manyetik rezonans (NMR)
Orbital Calkalayici

Otoklav

Otomatik mikropipetler

pH-metre

Santrifiij

Spektrofotometre

Taramal1 elektron mikroskopisi (SEM)

Vorteks karistirici
X-1511 Difraktometre (XRD)

: SIGMA-Aldrich, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya

: Hera Cell 2401, Amerika
: BioTek, ABD
:New Brunswick ™Innova®42R, Almanya

: Shimadzu, Japonya

: Millipore, Amerika
: Argelik, Tirkiye
: New Brunswick Sci., Amerika

: Shimadzu, Japonya

: Ohaus, Amerika

: Leica DMIL, Almanya
: Heal, Force Cin
:SCANVAC, Danimarka
: Heidolph, Almanya

: Bruker, ABD

: Stuart SSL1, ingiltere

: Hirayama, Japonya

: Eppendorf, Almanya

: Mettler Toledo, ABD

: Eppendorf 5810, Almanya
: SHIMADZU, Japonya
: Hitachi, Japonya

: Jero Tech Co., Cin

: Rikagu, Japonya
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4. YONTEM

4.1. Pseudomonas mendocina Susunun Safliginin Kontrolii ve Aktiflestirilmesi
ATCC53552 Pseudomonas mendocina 'nin aktiflestirilmesi i¢in Tryptic Soy Broth
besiyeri kullanilmistir (http-4). Bunun i¢in Tablo 4.1. belirtildigi gibi 6 mL’lik tiip
icerisinde besiyeri hazirlanmistir ve 121°C’de 15 dakika otoklav (Hirayama, Japonya) ile
sterilize edilmistir. Besiyeri oda sicaklifina gelince 1 mL alinarak liyofilize haldeki
organizma iizerine eklenmis ve pipetaj ile organizmalar dispers edilmistir. Elde edilen bu
dispersiyondan kat1 besiyerine ekilmek iizere 6rnek ayrilmis, geri kalan 6rnegin tamama,
6 mL’lik Triptic Soy Broth (TSB) besiyerine aktarilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmistir.

Besiyeri ile hazirlanan bakteri siispansiyonundan ayrilan ornekle tek kolni elde
etmek i¢in Triptic Soy Agar (TSA) besiyerine bek alevinde sterile edilen drigalski spatiilii
ile yayma ekim yapilmistir. Bunun i¢in, Tablo 4.1°de belirtilen oranlarda toplam hacim
200 mL olacak sekilde besiyeri ¢ozeltisi hazirlanmig ve 121°C’de 15 dakika otoklav
cihaz1 (Hirayama, Japonya) ile otoklavlanmistir. Otoklavlanan besiyeri yaklasik 45
°C’deyken plastik petriye steril kabin igerisinde yaklasik 15-20 mL olacak sekilde
dokiilmiis ve sogumaya birakilmistir. 6 mL’lik TSB besiyerinde inkiibasyon ile aktive
edilen bakteri siispansiyonundan alman 1 mL’lik 6rnek serum fizyolojik ile 9 mL’ye
tamamlanmustir. Bu sekilde 107-10"" konsantrasyon araliginda seri diliisyon teknigi ile
seyreltilmistir. Diliisyon teknigi materyaldeki hiicre sayisim1 seri seyreltme yaparak
kademeli bir sekilde azaltmak amaciyla genellikle 1:9 (10 misli) oraninda seyreltme
temeline dayanir. Diliisyonda kullanilan ¢6zeltinin, canli mikroorganizma sayisini
azaltacak ya da artiracak kimyasal maddeleri icermemesi gerekir. Bu sebeple %0,9 NaCl

kullanilir (Giirgiin vd., 1990).

Daha sonra 107, 10, 107 seyreltmelerinden 100 pL alinarak Triptic Soy Agar
(TSA) besiyerine yayma ekim yapilmig 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda, iireyen bakteriyi tek koloniye diisiirmek icin, petriden 6ze ile
aseptik kosullarda 6rnek alinarak baska Triptic Soy Agar (TSA) petrilere ¢izgi ekim
yapilmis ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona brrakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda 3 farkli
petriden segilen tek kolonilerin gram negatif ve saf oldugu belirlemek amaciyla gram
boyama yapilmistir. Bu yontemle saf oldugu belirlenen organizma, stok yapilmasi amaci

ile TSA yatik besiyerine ekim yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyon sonrasinda tiipler +4 °C’ye kaldirilmistir. Uzun siireli saklama amaciyla,
besiyerine %20 gliserol eklenmis, cryo tiiplere 1 mL olacak sekilde dagitilmistir. Oze
yardimi ile tek kolini halinde alinan mikroorganizmanin bu tiiplere transferi aseptik
kosullar altinda gergeklestirilmis, vortekslenerek (Jeio Tech Co., Cin) tamamen dispers
olmasi saglanmis, tiiplerin kapaklar1 parafilmlenerek -20 °C ve -80 °C’de saklamaya

alinmustir.

Tablo 4.1. Kullanilan Triptic Soy besiyeri icerikleri (http-4)

Triptic Soy Broth (TSB) gr/LL Triptic Soy Agar (TSA) gr/LL
Casein peptone (pancreatic) 17 | Casein peptone (pancreatic) 15
Soya peptone (papainic) 3 Soya peptone (papainic) 5
Glikoz 2.5 Sodium Chloride 5
Sodium Chloride 5 Dipotassium Phosphate 2,5
Dipotassium Phosphate 2,5 | Agar 15
TSB ve TSA besiyerlerinin pH’lari, pH 7.3 £ 0.2’°¢ 1M NaOH ve 1N HCl ile
ayarlanmistir.

Saklamaya alinan kiiltiir her kullanimdan 6nce aktiflestirilmistir.

Serum fizyolojik hazirlamak i¢in, 1 L distile su i¢ine 9 gr sodyum kloriir (NaCl)
eklenmis ve ¢Ozlindiirlilmiistiir. Cozeltinin pH’st 1M NaOH ile 7.4 olacak sekilde
ayarlanmig ve ¢ozelti 9 mL olacak sekilde cam tiiplere aktarilarak, 121°C’de 15 dakika
otoklav (Hirayama, Japonya) ile sterilize edilmistir. Oda sicakligina geldikten sonra

kullanilmastir.

4.1.1. Gram boyama

Gram boyama, kristal violet-iodin kompleksi ve safranin boyasinin diferansiyel
boyama temeline dayanan gram pozitif ve gram negatif bakterileri ayirt etmeyi saglayan
temel mikrobiyolojik  yontemdir. Doku  kiiltiirii  numunelerinin  bakteriyel
kontaminasyonunu degerlendirmek veya karisik veya izole bakteri kiiltiirlerinden izole
edilen bakterilerin Gram boyamasini ve morfolojik 6zelliklerini incelemek i¢in kullanilir

(Coico, 2005).

49



Gram negatif bakteriler peptidoglikan tabakasina sahiptir. Peptidoglikan tabakasi
dis membran adi verilen lipit-protein ¢ift tabakasini icerir. Gram-negatif bakterilerin
endotoksik bileseni olan lipopolisakkarit (LPS) ad1 verilen benzersiz bir lipit tabakasi
vardir. Fosfolipidler esas olarak i¢ membranin i¢ ylizii boyunca hizalanir, LPS ise dis
yiizdedir. Ic membran nispeten esnek bir lipit ¢ift tabakas1 oldugundan ve peptidoglikan
cok ince oldugundan, Gram negatif bakterilerin duvar yapis1 Gram pozitif bakteriler kadar
giiclii degildir. (Beveridge, 2001). Gram-pozitif organizmalarin hiicre duvarlari, alkol ile
muameleden sonra bu kristal violet-iodin kompleksini muhafaza eder ve mor goriiniirken,
gram-negatif organizmalar alkol ile muamele sonucu bu kompleksi agiga ¢ikartarak
yikama ve safraninle ikincil boyama sonrast pembe goriiniir ( Henry vd., 1943; Coico,

2005).

Pseudomonas mendocina suglarinin safliin1 kontrol etmek amaci ile Coico,
2005°de yayinlanan soliisyonlar ve yontem baz alinarak, gram boyama asagidaki

basamaklar izlenilerek yapilmaistir;

* Bek alevi yanminda lam iizerine 1 damla distile su damlatilmistir. Ozenin ucu
tamamen kizarana kadar alevde tutularak sterilize edilir ve alevin zon alanindan ¢ikmadan

0zenin sogumasi beklenmistir.

* Petri plaktan soguyan 6ze yardimiyla tek koloni alinarak distile suya dairesel

hareketler ile yayilmistir ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

» Kuruyan cam lamele organizmalari fikse etmek i¢in 2-3 kere bek alevinden hizlica

gecirilmistir.

» [s1 fiksasyonundan sonra, tiim yiizey kristal violet ¢ozeltisi ile kaplanmis ve 1

dakika beklenmistir.
* Distile su ile yikanmis ve fazla su sallanarak uzaklastirilmistir.
* Tiim ylizey iyot cozeltisi ile kaplanmistir ve 1 dakika bekletilmistir.

* Distile su ile yikanmis ve fazla su sallanarak uzaklagtirilmistir.
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* Alkol igeren renk giderici ¢ozelti ile tiim yilizey kaplanmistir ve 30 saniye
bekletilmistir. (Uzun siire bekletmemek onemlidir. Eger siire asilirsa yanlis gram negatif

sonug verebilir.)
* Distile su ile yikanmis ve fazla su sallanarak uzaklastirilmistir.
* Tiim ylizey safranin ¢ozeltisi ile kaplanmistir ve 1 dakika bekletilmistir.
* Distile su ile yikanmis ve fazla su sallanarak uzaklastirilmistir.
* Oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

* 100x biiyiitmede bakilacagi icin, immersion yagindan 1 damla damlatilarak,
tizerine lamel kapatilmadan 151tk mikroskobu (Leica DMIL, Almanya) altinda,

gbzlemlenmistir.
Kristal violet ¢ozeltisi;

Kiristal violet stok (Soliisyon A): 20 gr kristal violet, 100 mL %95°lik ethanolde

¢OzUnmustur.

Oksalat stok (Soliisyon B): 1gr amonyum oksalat, 100 mL distile suda

¢Ozunmustir.

Soliisyon A, distile su ile 1:10 oraninda seyreltilmistir. 1:4 oraninda Soliisyon B ile

karistirilmistir. Hazirlanan ¢ozelti, kristal violet ¢ozeltisi olarak kullanilmistir.
Renk giderici ¢ozelti;

Esit hacimde %95 etanol ve aseton karistirilarak hazirlanmastir.
iyodin(liigol) cozeltisi;

1 griyodin ve 2 gr potasyum iyodin 5 mL distile suda ¢dziinmiistiir. 240 mL distile

su ve 60 mL %5 (agirlik/hacim) sodyum bikarbonat eklenmistir.
Safranin c¢ozeltisi;

2,5 gr Safranin-O 100ml %95 etanolde ¢Oziinmiistiir.
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4.2.Pseudomonas mendocina’dan Polihidroksialkanoat Uretilmesi

Pseudomonas mendocina’nin iretilmesinde tek karbon kaynagi olarak sodyum
oktanoat1 kullandiklarinda, bir kopolimer yerine, poli (3-hidroksioktanoat) P(3HO) nun
homopolimerini {irettigi ilk defa Rai ve arkadaslar1 (2011b) belirlemistir. Bu ¢alismada,
ATCC53552 Pseudomonas mendocina susunun as1 kiiltlirlerinin - yapilmast ve
polihidroksioktanoat iiretmek i¢in, Rai ve arkadaslarinin 2011°de, Guo ve arkadaslarinin

2013’de ve Giingérmedi vd., 2014’de yaymladig1 yontemler kullanilmigtir. Buna gore;

Birinci agamada; 1 L i¢in 5.0 g pepton, 1.5 g bitki ekstrakti, 1.5 g maya ekstrakti,
5.0 g sodyum klorit bulunan hazir Nutrient Broth (Sigma-Aldrich No3)’dan 13 g
tartilmig, 1 L’ye distile su ile tamamlanmis ve pH 7,0 +/- 0,2’ye 1N hidrojen kloriir (HCI)
ile ayarlanmistir ve otaklav (Hirayama, Japonya) cihazi kullanilarak otoklavlanmistir.
Hazirlanan besiyeri 6 mL olacak sekilde cam tiiplerde porsiyonlara ayrilmis ve bunlara
petri plaklarda iiretilmis bakteri kolonilerinden aseptik kosullari altinda eklenerek
vortekslenmistir ve 37°C’de 24 saat etiiv (New Brunswick TMInnova®42R,
Almanya)’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda 450 nm’deki Optik Density
(OD) degeri spektrofotometre (Shimadzu, Japonya) kullanilarak okutulmustur. OD
degerinin 0,8-1 araliginda oldugu belirlenen ag1 kiiltlirlerinin inkiibasyon siiresi sona
erdirilmis ve 0,8 OD degerine steril besiyeri ile sabitlenmistir ve buradan %2
hacim/hacim oraninda alinan inokulum, 30 mL yeni steril pH 7 Nutrient Broth bulunan
250 mL’lik erlene asilama yapilarak 30°C’de, 200 rpm’e ayarlanmis c¢alkalayici etiiv
(New Brunswick TMInnova®42R, Almanya)’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24
saat sonunda 450 nm’deki OD degeri spektrofotometrede okutulmustur ve OD degeri 2’e

sabitlenmistir.

Tkinci asamada ise; Pseudomonas mendocina’dan, polihidroksialkanoat elde etmek
icin sinirlandirilmig besiyerinde (Minimal Salt Medium;MSM) iiretilmesi yer almaktadir.
Bu amag i¢in, icerigi Tablo 4.2°’de verilmis olan ve pH 7,0 +/- 0,2’ye 1M sodyum
hidroksit (NaOH) ve 1N hidrojen kloriir (HCI) ile ayarlanmais, steril MSM hazirlanmistir.
Daha sonra, 300 mL MSM 1L’lik steril erlene aktarilmis iizerine birinci agamadan elde
edilmis, OD degeri 2 olan 30 mL Pseudomonas mendocina siispansiyonu eklenmis ve
30°C’de 200 rpm’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Esit miktarlarda olacak sekilde
50 mL’lik konik tabanli falkon tiiplerine porsiyonlar halinde boliinerek (~50 mL) 11.000
rpm’de, oda sicakliginda, 30 dakika santrifiij (Eppendorf 5810, Almanya) edilmistir.
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Santrifiij sonrasinda, stipernatantlar atilmis, pelletler iizerine 20 mL distile su konulmus
ve pelletin disperse edilmesi i¢in vortekslenmistir. Elde edilen dispersiyonlar tek falkon
tiipiinde toplanmis, 11.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant atilmistir.
Kuru kiitle tayini yapmak i¢in pelletler 1 mbar vakum altinda, -110 C°’de liyofilize
(Scanvac, Danimarka) edilmislerdir. Ekstraksiyon agamasinda Kourmetza ve arkadaslar
(2017)’nin yaptig1 calismada belirttikleri gibi, liyofilizasyon yapilmadan da ekstraksiyon
yapilabilecegi i¢in, deneysel siireci uzatan liyofilizasyon adimi her seferinde

yapilmamustir.

Tablo 4.2. Kullanilan MSM igerigi (Rai vd., 2011a)

Minimal Salt Medium (MSM) g/L
(NH4)2S04 0,4
KoHPO4 2,8
MgS0O4.7TH20 0,5
20 mM Sodyum oktanat 3,324¢gr

“Sodyum oktanat ve MgSQs, otoklav (Hirayama, Japonya) ile sterilizasyon sonrasinda ¢cékme olusturduklari
icin ayr1 ayr1 hazirlanmis ve otoklavlandiktan sonra karisima ilave edilmiglerdir. Minimal salt medium

kullanilmadan 6nce, 1 L MSM’ye 1ml iz element olacak sekilde eklenmistir.

Tablo 4.3’de iz element i¢in belirtilen miktarlar 50 mL olacak sekilde, 0,1N HC1

ile hazirlanmis ve 0,2 um filtre ile steril edilmistir.

Tablo 4.3. Iz element icerigi (Rai vd., 2011a)

Iz elementler g/L
CoCl 0,218
FeCl; 9,7
CaCly 7,8
NiCl; 0,118
CrCLeH20 0,105
CuS04.5H,0 0,156
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4.3.Kloroform-Sodyum Hipoklorit Dispersiyon Yontemi ile Polihidroksoktanoatin
(PHO) Ekstraksiyonu

MSM besiyerinde iiretilerek elde edilmis hiicre lizatlarindan PHO’nun
ekstraksiyonu i¢in kloroform sodyum hipoklorit dispersiyon yontemi kullanilmistir
(Hahn vd., 1993; Rai vd., 2010). Bunun i¢in Bdliim 4.2°de anlatildigi gibi; MSM
besiyerinde tretilmis ve ¢oktiiriilmiis bakteri pelleti tizerine 50 mL %30 hipoklorit
cozeltisi eklenmis, homojen bir dagilim elde edilinceye kadar tiip vortekslenmis ve
dagitilmis bakteri lizat1 250 mL’lik erlene aktarilmistir. Uzerine bakteri icindeki polimeri
cozmesi i¢in 50 mL kloroform eklenerek 2 saat 30°C’de 200 rpm’de etiivde karistirilmaya
birakilmistir. Karigtirma sonrasinda 6rnekler 50 mL’lik falkon tiiplere alinarak 11.000
rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Olusan ii¢ fazdan en alttaki kloroform fazi bagka bir
50 mL’lik falkon tiipe toplanmis ve son hacim 5 mL olacak sekilde, kloroformunugmasi
icin falkon tiiplerin agizlarina aliiminyum folyo gecirilip delik agilarak, oda sicakliginda
kloroformun u¢masi i¢in bekletilmistir. Polimer igeren ve bu 5 mL’lik kalan kloroform
faz1 daha sonrasinda 15°lik falkonlara 1 mL’lik porsiyonlar halinde bdliinmiis, tizerlerine
14 mL soguk (+4 C°) absole alkol eklenmistir. Polimerin alkol varlig1 ile ¢okmesi igin,
tiipler bir gece oda 1sinda, agz1 kapali bir sekilde bekletilmis daha sonra 11.000 rpm’de
oda sicakliginda 20 dakika santrifijjlenerek polimerin tiiplerin dibine c¢okmesi
saglanmistir. Tiplerden siipernatant kisim alinarak atilmig, kalan kloroformun

uzaklastirilmasi ve ¢oken polimerin kurumasi i¢in oda 1sisinda kurumaya birakilmistir.

PHO’nun ekstraksiyon ¢alismalarinin optimizasyonu ve en 1iyi ekstraksiyon
yontemini belirleme ¢alismalari sirasinda, kloroform yerine daha az toksik kalint1 birakan
diklorametan (DCM) organik solvan olarak kullanilmigtir. DCM ile olan ektraksiyon
islemi yukarida belirtilen yontemle aymi basamaklarn igerecek sekilde uygulanmistir.
Gram negatif bir sus olan Pseudomonas mendocina’dan polihidroksialkanoatin eldesi
sirasinda  kullanilan  diklorometan  gibi  solvanlar, membran yapisindaki
lipopolisakkaritleri (LPS)’de ¢ozer, bu da elde edilen polimerde kirlilige yol agar.
Kirliligin uzaklastirilmasi i¢in 6nerilen, polimerin asetonda ¢oziinmesi ve tekrar alkol ile
coktiirtilmesidir (Rai vd., 2011b). Bu nedenle, DCM ile yapilan ekstraksiyon yonteminde,
kurutulan polimerin asetonla ¢oziinmesinden sonra, iizerine soguk etanol eklenerek
coktiiriilmesi islemleri eklenmistir. Coktiiriilen polimer, slipernatant uzaklastirildiktan
sonra tekrar kurumaya birakilmistir. Daha sonrasinda tiim tiiplerdeki 6rnekler toplanarak

verim hesabi icin tartilmistir.
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Mcl-PHA’larin asetonda ¢Ozilniirliigii vardir. Bu yontemde kullanilan asetonun
polimeri ¢dzmesi ve siipernatantin atilmasi nedeniyle PHO’nun bir kisminin
kaybedilmesi s6z konusudur (Rai, 2010). Bu bilgi esliginde, her iki yontemle elde edilen
PHO’nun mikarlar1 karsilastirilmis ve kayiplar oldugu diisiiniildiigiinden bu adim her

asamada uygulanmamustir.

4.4. Kurkumin Yiiklii Film Formiilasyonu

Polihidroksioktanoatlar, yapisi geregi cok yapiskan formdadir (Rai, 2010). Bu
ozellikte polimerin film formiilasyonu yapilmasi olduk¢a zordur. Bunun yami sira
polihidroksialkanoatlarin biyodegredasyonunun uzun siire aldigir bilinmektedir. Mcl-
PHA olan PHO’nun fosfat tamponunda biyodegredasyonunun 60 giinii astig1
bilinmektedir (Marois vd., 2000). Elde edilecek film formiilasyonunun esnek ancak
yapiskan olmayan formda olmasi istenmektedir. Bu sebeple hidrofilik 6zelligi ile suda
¢Oziinen, c¢oziinmesi ile PHA’nin degredasyonunu hizlandirmasi1 ve az elde edilen
PHA’nin miktarim1 arttirmak amaciyla toksik olmayan ve film yapist olusturabilen
polimerlerden Kollicoat MAE 100 P ve PEG400 formiilasyonlara dahil edilmistir
(Vuksanovi¢ vd., 2013; Li, 2016; Tiiylek, 2017). Film yapinin temelini olusturacak
Kollicoat MAE 100 P ve PEG400 karisimlart hazirlanmistir.

Bu amacla; 800 mg Kollicoat MAE 100 P ve 700 mg PEG400 tartilmis ve 500 pL
dH>O ve 9 mL Metanol ile ¢oziinmiistiir. Formiilasyon teflon bir yiizeye dokiilerek su ve
metanoliin tamamen u¢mast i¢in 2 giin oda sicakliginda bekletilmistir. Elde edilen bos

film, FB olarak kodlanmistir (Tablo 4.4).

Daha sonrasinda, elde ettigimiz PHO ’nun 20 mg’1 200 uLL. DCM de ¢6ziinmiistiir.
Kullanilan PHO’nun %10’u kadar, yani 2 mg kurkumin tartilarak, 90 pL. metanolde
¢Oziinmiistiir. PHO ve kurkumin birlestirilerek vortekslenmis, iyice karismasi
saglanmistir ve belirli agirliklarda steril bisturi ile kesilen FB filmler tizerine damlatilarak
1 giin oda sicakligindaorganik ¢oziiclilerin ugmasi i¢in bekletilmistir. Elde edilen sistem
FB+(PHO-kur) olarak adlandirilmistir. Hazirlanan film teflon ylizeyden ¢ikarilmistir ve
belirli agirliklarda parcalara steril bisturi ile ayrilarak salim ¢aligmasi ve hiicre kiiltiirii

caligmalari i¢in oda 1sinda saklanmistir.

Karakterizasyon ve hiicre kiiltiirii calismalarinda kurkuminin etkinligini belirlemek

amactyla, kontrol olarak, kurkumin icermeyen PHO’lu film yap1 hazirlanmistir. Bunun
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icin 20 mg PHO 200 uL DCM de ¢oziilmiistiir ve FB kodlu baz film iizerine damlatilarak
1 giin oda 1s1sinda bekletilmistir. Elde edilen film, FB+PHO olarak kodlanmistir.

Bir diger film formiilasyon igin ise; yine 800 mg Kollicoat MAE 100 P ve 700 mg
PEG400 tartilmis ve 500 pL dH20 ve 9 mL Metanol ile ¢oziinmiistiir, iizerine 1 mL
metanolde ¢oziindiiriilmiis 2 mg kurkumin ¢ozeltisi ileve edilmistir. Formiilasyon teflon
bir yiizeye dokiilerek oda sicakliginda 2 giin kurumaya birakilmistir. Kurutulan yiizeyden
belirli agirliklarda steril bisturi ile kesilmistir. Elde edilen kurkumin yiiklii film, FK olarak

kodlanmuistir.

Sisteme yiiklenebilecek kurkimin miktarin1 arttirmak ve homohen bir sekilde
dagitabilmek amaciyla; elde ettigimiz PHO nun 20 mg’1 200 uL DCM de ¢6ziinmiistiir.
Kullanilan PHO’nun %10’u kadar, yani 2 mg kurkumin tartilmig, 90 pL Metanolde
¢cOziinmiistiir. PHO c¢ozeltisi igerisine kurkumin ¢dzeltisi eklenerek vortekslenmis, iyiye
karismasi saglanmistir. Daha sonra, FK kodlu filmin belirli agirliklarda hazirlanan
parcalari lizerine damlatilarak oda sicakliginda 1 giin kurumasi beklenmistir. Olusturulan
film, FK+(PHO+kur) olarak kodlanmistir. Hazirlanan film teflon yiizeyden ¢ikarilmistir
ve belirli agirliklarda parcgalara steril bisturi ile ayrilarak salim ¢alismasi ve hiicre kiiltiirii

calismalari i¢in oda 1sinda saklanmustir.

Tablo 4.4. Olusturulan filmlerin kodlari

Film igerigi Kodu

Film bos (Kollicoat MAE 100 P + PEG400) FB

Film kurkumin yiiklii (Kollicoat MAE 100 P + PEG400 + kurkumin) | FK

Film bos + kurkumin ytiklii PHO FB+(PHO-+kur)
Film kurumin yiiklii + kurkumin yiiklii PHO FK+(PHO+kur)
Film bos + PHO FB+PHO

4.5.PHO’nun ve Film Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu

4.5.1. Taramal elektron mikroskopisi (SEM) Analizi
SEM, malzemelerin yiizey 6zelliklerini ve morfolojisini gdozlemlemek icin ornek
ylizeyine yuksek enerjili elektron gondererek, c¢ikan elektronlar/X-1sinlarini analiz

etmede kullanilan cihazdir (Sharma vd., 2018).
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Polimerin yiizey topografyasi i¢in taramali elektron mikroskobu (Hitachi TM3030
plus Tabletop Microscope, Japonya) kullanilmistir Analiz 6ncesi, kii¢iik parcalar halinde
alimmig PHB ve hazirlanan formiilasyonlar, karbon bant yapistirilmig stab {izerine
sabitlenecek daha sonra, 6rnekler ince altin tabakasi (100 A) ile kaplanmis ve yiiksek
vakum altinda degisik c¢Oziinilirlikte uygun voltaj altinda SEM ile
gorlintiilenmistir. Belirlenen 5 farkli 6rmek cam plaka iizerinde SEM cihazi altinda

incelenmistir.

4.5.2. Yapisal ozelliklerin belirlenmesi

4.5.2.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

FT-IR Spektroskopisi, IR radyasyonu ile kati, s1vi veya gaz halde olabilen numune
arasindaki etkilesimin belirlenmesine dayanan bir tekniktir. Kizilotesi spektroskopi
genellikle enerji-madde etkilesimini ifade eden temel molekiiler titresim mekanizmasidir.
Numunenin emdigi frekanslar1 ve ayrica bu absorpsiyonlarin yogunlugunu olger.
Numunedeki biitiin bilesikler IR spektral bolgesinde karakteristik absorpsiyon/emisyon
gosterdiginden ve bu Ozellige dayanarak FT-IR spektroskopisi kullanilarak hem
niceliksel hem de niteliksel olarak analiz edilebilirler. Bilesenin konsantrasyonu emilimin

yogunluguna gore belirlenebilir (Maria, 2012; Xu vd., 2013).

IR'nin diger analiz tekniklerine gore en biiyiik avantaji, homoniikleer diatomik
molekiillerin (6rn., N2, 02, H2, vb.) disinda, tiim bilesiklerin IR emilimini gostermesi ve
bdylece analiz edilebilmesidir. IR spektroskopisi, her drnegin bir spektrumu, saniyeler

icinde ayrintil1 6rnekler olmadan elde edilir (Bacsik vd., 2004).

Ekstrakte edilmis PHO numuneleri ve olusturulan film ve disk
formiilasyonlarindaki fonksiyonel gruplarin varligi FTIR spektroskopisi ile analiz
edilmistir. Yaklasik 1 mg numune 6rnegi, Azaltilmis Toplam Yansima (ATR) aparatiyla
FTIR spektrofotometresine (Shimadzu, Japonya) sabitlenmistir. Iletilen 151k enerjisinin
nispi yogunlugu, ortam sicakliginda 400-4000 cm-1 bolgesindeki emilim dalga boyuna

kars1 Olgiilmiistiir.

4.5.2.2. Niikleer manyetik rezonans (NMR) Analizi

Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi organik bilesiklerin yapisinin
anlasilmasinda kullanilan yontemdir. Atom c¢ekirdekleri kimyasal bilgi vermek ig¢in

kullanilabilecek manyetik 6zelliklere sahiptir (Edwards vd., 2009). Atom ¢ekirdekleri
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hem proton hem de nétronlar igerir (Pykett vd., 1982). Kuantum mekanik olarak atom
alt1 pargaciklarin (protonlar, nétronlar ve elektronlar) spinleri vardir. Bazi atomlarda (6rn.
12C, 160, 325) bu doniisler eslestirilir ve birbirini iptal eder. Boycele atom ¢ekirdeginin
toplam doniisii olmaz. Bunun yaninda, bircok atom (1H, 13C, 31P, 15N, 19F vb.)
cekirdegi genel bir doniise sahiptir. Belirli bir ¢ekirdegin doniisiinii belirlemek i¢in belirli
kurallar vardir. N6tron sayis1 ve proton sayisi esitse, ¢cekirdegin doniisii yoktur. N6tron
sayis1 ve proton sayisi toplami esit degilse, ¢cekirdegin yari tamsay1 doniisi vardir (1/2,
3/2, 5/2). Notron sayist ve proton sayist her ikisi de esit degil ise, ¢ekirdegin bir tamsay1
dontst vardir (1, 2, 3) (Edwards vd., 2009). Niikleonlarin her biri iliskili bir elektriksel
degisim dagilimina sahip oldugundan, net doniis veya spin manyetik alan olusturur
(Pykett vd., 1982). Her aktif ¢ekirdek, karakteristik bir sinyal verir. NMR analizinde,
manyetik alan kuvveti ile rezonans frekansi arasindaki iliski nedeniyle NMR skalasi
spektrumlart normallestirilmelidir. Spektrometre frekansini referans olarak kullanarak,

kimyasal kaymalarin degerleri ppm cinsinden verilir (Diehl, 2008).

IH NMR, DSC ve FTIR gibi diger tekniklerle karsilastirildiginda, kompleks
yapilar1 ve diger olas1 etkilesimlerin gii¢lii sekilde ayrimini yapabilen aragtir (Jahed vd.,

2014).

Organizmadan ekstakte edilen PHA'nin, hazirlanan formiilasyonlarin ve
kurkuminin yapisal karakterizasyonu 1H NMR kullanilarak gerceklestirilmistir.

Ekstrakte edilen polimer, 10 mg/ml konsantrasyonda deuterodimetil siilfoksit
(DMSO-d6) icerisinde siispanse edilmistir. 'H NMR spektrumlari, 25 © C'de 10 ps darbe
genisligi (90 © darbe acis1), 6103,516 Hz spektral genislik, 16384 veri noktasi ile Bruker
UltraShield 300 spektrometresi (Bruker, ABD) iizerinde elde edilmistir.

4.5.2.3. X 1simt kirinimi (XRD) analizi

X 1sm kirmmmmi (XRD), malzemelerin yapilari, fazlari, kristal yonelimler ve
ortalama tane biiyiikliigii, kristallik, gerinim ve kristal kusurlari gibi diger yapisal
parametreleri igeren karakterizasyonunu hakkinda bilgi saglayan giiclii bir tekniktir.

(Bunaciu vd., 2015).

PHO’nun kristalitesinin tayini i¢in, 40kV ve 15mA Cu-K., radyasyonu kullanilarak
MINIFLEX 600 Model X-1s1m difraktometre (Rikagu, Japonya) cihazi iizerinde toplanan
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sinyaller kaydedilere X 1s1m1 kirinimi analizi yapilmistir. Veriler 2 °/dak tarama hizi

kullanilarak siirekli tarama modunda 5°-70°’lik 26 araliginda kaydedilmistir.

4.5.2.4. Diferansiyel tarama kalorimetresi (DSC) analizi

Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), numune ve referansin konuldugu iki
0zdes firindan olusan, numunedeki reaksiyonlara gore; 1s1 degisikliklerini tespit ederek,
sicakligin fonksiyonu olarak bir referansa karsi malzemelerin fiziksel veya kimyasal
ozelliklerindeki degisiklikleri izlemek icin kullanilan termoanalitik bir tekniktir
(Biliaders vd., 1983; Klan¢nik vd., 2010).

Polimerin termal 6zelligi erime sicakligi (Tm), bir DSC-60 (Shimadzu) ekipmani
kullanilarak diferansiyel tarama kalorimetre (DSC) calismasi yapilarak oOlgiilmiistiir.
Calisma icin kullanilan polimer ve formiilasyonlarin miktar1 1 ile 2 mg arasinda
degismekte ve standart alliminyum hiicrelerde kapsiillenmislerdir. Numuneler, 30 °C ve
300 °C sicaklik araliginda dakikada 10 °C’lik bir 1sitma oraninda 1sitma islemine tabi
tutulmustur. Sicakliin alt ve {ist derecesi analizi yapilacak olan drneklerin igeriklerine
gore sec¢ilmistir. Polimerin erime derecesi Gagnon ve arkadaslarinin 1992°de ve Dufresne
A. 2000’de yaptig1 ¢alismalar ile 40-60°C arasinda bulunmustur. Kurkumin etkin
maddesinin erime sicakligi Silva arkadaslarinin 2017°de yaptig1 calisma ile 170-180°C
arasinda bulunmustur. Film yapi icin kullanilan diger maddeelerin erime siakliklar1 da

30-300°C araligindadir.

4.6. Film Formiilasyonlarinin in vitro Sahm Calismasi
4.6.1. Kurkimine ait kalibrasyon egrisinin belirlenmesi

Hazirlanan film sistemlerinden kurkuminin salim profilinin belirlenmesi i¢in
oncelikle kurkuminin tayin yoOntemi iizerinde ¢alisilmistir. Bunun i¢in UV
spektrofotometre kullanilmistir. Kurkuminin kalibrasyon egrisini belirlemek i¢in
oncelikle kurkumin metanolde coziilerek, spektrum taramasi yapilmis ve 421 nm’de

kurkumin piki gézlenmistir.

100 ppm stok kurkumin soliisyonu 1:1(h:h) oraninda PBS:Metanol soliisyonunda
hazirlanmistir. Bu stoktan 1:9 oraninda seyreltme yapilarak, 10 ppm stok kurkumin

sollisyonu hazirlanmistir.

Kurkumin kalibrasyon egrisinin belirlenmesi i¢in, 10 ppm stok kurkumin

soliisyonu, 1:1(h:h) oraninda PBS:Metanol ¢6zeltisi ile Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’de verilen
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oranlarda seyreltilmis ve 421 nm’deki absorbans degerleri belirlenmistir (Tamahkar,

2017).

PEG400, Kollicoat MAE 100 P, PEG400 + Kollicoat MAE 100 P karisimi, PEG400
+ Kollicoat MAE 100 P + kurkumin karigimlarinin 1:1 oraninda PBS:Metanol soliisyonu
ile ¢oziilerek, 200-800 nm aralifinda spektrum taramasi yapilmis olup, 421 nm’de
kurkumin iceren karigim hari¢ diger maddelerde veya karisimda pik gozlenmemistir. Bu
durumda 421 nm’de absorbans alindiginda sadece kurkuminin dedekte edilecegi tespit

edilmistir.

Film formiilasyonlarinda kullanilacak olan etkin madde olan kurkuminin
kalibrasyon grafigi olusturulmadan ©once metanolde ¢oziilerek, spektrum taramasi

yapilmis ve 421 nm’de kurkumin piki gézlenmistir.

100 ppm stok kurkumin soliisyonu 1:1(v:v) oraninda PBS:Metanol soliisyonunda
hazirlanmigtir. Bu stoktan 1:9 oraninda seyreltme yapilarak, 10 ppm stok kurkumin

solisyonu hazirlanmistir.

Kurkumin salim miktarinin belirlenmesi i¢in 1:1(v:v) oraninda PBS:Metanol ile
belirlenen seyreltme oranlar1 (Tablo 4.5, Tablo 4.6) ile 421 nm’de kalibrasyon grafikleri
c¢izilmistir. (Tamahkar, 2017).

PEG400, Kollicoat MAE 100 P, PEG400 + Kollicoat MAE 100 P karisimi, PEG400
+ Kollicoat MAE 100 P + kurkumin karigimlarinin 1:1 oraninda PBS:Metanol soliisyonu
ile ¢oziilerek, 200-800 nm aralifinda spektrum taramasi yapilmis olup, 421 nm’de
kurkumin igeren karigim hari¢ diger maddelerde veya karisimda pik gézlenmemistir. Bu
durumda 421 nm’de absorbans alindiginda sadece kurkumin salim miktar1 dedekte

edilecegi tespit edilmistir.

Her bir analiz {i¢ tekrarli olarak c¢alisilmis ve elde edilen degerlerin ortalamalari

alinarak standart sapmalar1 belirlenmistir.
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Tablo 4.5. 10ppm kurkumin kalibrasyon grafigi miktar tablosu

10 ppm stoktan 1:1 (h:h) PBS:Metanol

almacak miktar (uL) | alinacak miktar (uL)
0 ppm 0 1000
1 ppm 100 900
2 ppm 200 800
3 ppm 300 700
4 ppm 400 600
S ppm 500 500
6 ppm 600 400
7 ppm 700 300
8 ppm 800 200
9 ppm 900 100
10 ppm 1000 0

Tablo 4.6. 100ppm kurkumin kalibrasyon grafigi miktar tablosu

100 ppm stoktan 1:1 (h:h) PBS:Metanol
almacak miktar (uL) | alinacak miktar (uL)
0 ppm 0 1000
10 ppm 100 900
20 ppm 200 800
30 ppm 300 700
40 ppm 400 600
50 ppm 500 500
60 ppm 600 400
70 ppm 700 300
80 ppm 800 200
90 ppm 900 100
100 ppm 1000 0
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4.6.2. Kurkiminin Film sistemlerinden salim calismalari

Bu ¢alismanin amaci iiretilen PHO’ ile sistem gelistirmek oldugu i¢in, PHO igerikli

film formilasyonlarinin salimlar1 gergeklestirmistir.

e FB+(PHO+kur)

e FK+(PHO+kur)

Baslik 4.4.°de belirtildigi gibi hazirlanan film oOrneklerinden FB+(PHO+kur)
ornegindenden 34.7 mg, 31.1 mg ve 37.0 mg tartilarak ii¢ tekrarlt olacak sekilde ve
FK+(PHO+kur) kodlu filmden 3 tekrarli olacak sekilde 21.3 mg, 27.0 mg, 23.7 mg ve 26.1
mg olarak tartilmis 15 mL’lik falkon tiiplerine konulmustur (Tablo 4.7). Uzerlerine daha
onceden sicakliglr 37°C’ye ayarlanan pH 7,4 olacak sekilde hazirlanan fosfat buffer saline
(PBS) soliisyonundan 8 mL her bir tiipe eklenmistir. 15 mL’lik falkon tiipler yatay sekilde
37°C’ye ayarlanms orbital ¢alkalayici (Stuart SSLI, ingiltere) iizerine sabitlenmistir.
Sicaklik 37°C’de sabit tutularak 130 rpm ¢alkalama hizinda 3 ay muhafaza edilmistir ve
belirli zaman araliklarinda 500 L. numune alinmis ve yerine 500 uL PBS eklenmis hacim
8 mL tamamlanmistir. Alinan numunelerin tizerine, 500 pL. metanol eklenmistir ve total 1

mL hacim santrifiij edilerek iist faz alinarak, 421 nm’de spektrofotometrede absorbans

degerleri alinmistir.

Tablo 4.7. Film formiilasyonlarinin belirlenen miktarlar: ve kurkumin icerikleri

FB+(PHO-+kur)
Film agirlig Kurkumin miktar1 | Igerdigi PHO miktar
1 37 mg 740 ug 740 pg
2 31,1 mg 622 ug 622 ug
3 34,7 mg 694 ug 694 ug
FK+(PHO+kur)
Film agirlig Kurkumin miktar1 | Igerdigi PHO miktar
A 23.1 mg 465 ng 462 ng
B 27 mg 543 ug 540 ug
C 23.7 mg 477 ug 474 ng
D 26.1 mg 525 ug 522 ug
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Salim ¢alismasinda, Cuppok ve arkadaglarinin 2011 yilinda kullandiklar1 yontemin
modifiye edilmesi ile gergeklestirilmistir. PBS icin gerekli malzemeler ve miktarlar

Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8. PBS icin gerekli malzemeler ve miktarlar

NaCl 8 gr
KCl 0,2 gr
Na,HPO4 1,44 gr
KH>PO4 0,22 gr

Salim deneyinde kullanilmak {izere 1 L PBS hazirlanmistir. Tablo 4.7’ye gore
tartimlar alinmis ve 800 mL distile suda ¢oziinmiistiir. 1IN HCI ve 1N NaOH kullanilarak,
pH 7,4’e ayarlanmistir. Total hacim distile su ile 1 litreye tamamlanmistir. 121 °C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir (http-5).

4.7.Sitotoksisite Deneyleri

Hiicre canliligimin ve proliferasyonunun sayisal verilere dokiilmesi, hiicrelerin dis
faktorlere verdikleri yanit olarak cok sayida in vitro testin temelini olusturur. MTT testi
hiicre canliliginin 6l¢iilmesinde kullanilan kolorimetrik bir analiz yontemidir (Bahuguna
vd., 2017). MTT [3- (4, 5-dimetiltiyazolil-2) -2,5-difeniltetrazolium bromiir] sar1 renkli
suda coziilebilir tetrazolyum boyasidir. Hiicre (E, Z)’-5- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -1,3-
difenilformazan (formazan)’a doniistiiren NAD(P)H’ye baglh hiicresel oksidorediiktaz
enzimini icerir (Burton, 2005). Formazan iiriinii, hiicrelerin i¢inde ¢oziinmeyen bir ¢cokelti
olarak birikir. Formazan iirliniinii ¢oziiniir hale getirmek, rengi stabilize etmek, fenol
kirmizis1 ve diger kiiltiir ortam1 bilesenleri ile etkilesimi azaltmak igin DMSO gibi
maddeler ile etkilesimi gereklidir (Riss vd., 2016). Dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢dziinen
formazan, 540 nm’de karakteristik emilim ile mor bir renk verir. Mor rengin yogunlugu,
hiicre sayis1 ile dogru orantilidir ve bu nedenle hiicre canliligin1 gosterir (Bahuguna vd.,

2017).

Hiicre olarak insan keratinosit hiicre hatti (HaCat) kullanilmistir. DMEM
besiyerinde pasajlanan HaCat hiicreleri 37°C, %5 CO2 ve %95 hava iceren atmosfer

kosullarinda gelistirilmistir.
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Elde edilen jel formiilasyonlarinin sitotoksisitesinin incelenmesi i¢in hiicre kiiltiirti

tekniklerinden faydalanilarak, MTT testi asagidaki adimlar takip edilerek uygulanmistir.

-  DMEM besiyerinde CO> kabininde gelistirilen HaCat hiicreleri hizli biiyiime
evresine ulastiginda, 2X Tripsin/EDTA ¢d6zeltisi ile muamele edilerek hiicreler
flasktan kaldirilmistir.

- Tripsin miktarinin 2 kat1 kadar besiyeri eklenerek, 1uL 6rnek alinarak Thoma
laminda mikroskop altinda hiicre sayimi1 yapilmistir.

- Mikroskopta inceleme sonucu yogunlugu kuyu basina 17,500 olacak sekilde
hazirlanarak 24 kuyucuklu plakalara ekim yapilmistir.

- 24 saat CO; kabininde inkiibasyon sonrasinda besiyerleri dikkatlice ¢ekilerek, 2
mL besiyeri eklenmistir. Daha sonra, film formiilasyonlar1 kurkumin mikyari esit
olacak sekilde belirlenen miktarda hazirlanmis ve kurkumin i¢in belirlenen sabit
deger de tartilarak kuyulara laboratuvarimizda gelistirdigimiz diizenek
kullanilarak agagida anlatildig1 sekilde uygulanmistir. Bu diizenek, kuyu tabanina
yapisarak biiyliyen hiicrelere zarar vermemek, film sistemlerin hiicre yiizeylerini
kaplamamasi ve filmlerin besiyeri icerisinde asili kalmas1 amaciyla planlanmistir.
Filmden salinan kurkumin ve polimerlerin homojen dagiliminin saglanabilmesi
icin, plakalar Cytation 5 plaka okuyucu igerisinde 1 saat araliklarla 15 saniye
orbital calkalanacak sekilde programlanmis ve 72 saat siiresince inkiibasyona
birakilmustir.

e Uygulama o6ncesinde, kuyularin dibine temas etmeyecek sekilde hazirlanan
metal 1zgaralar %70 alkol igerisinde 2 saat bekletilerek steril edilmistir.

e Steril kabin icerisinde metal 1zgaralardaki alkol ugurularak 2 mL kuyulara
yerlestirilmis, lizerine film Ornekleri konmus ve calkalama sirasinda bu
orneklerin hareket ederek hiicre ylizeyine diismemesi igin iistii yine metal
1zgara ile kapatilmistir. Boylelikle, hazirlanan o6rnekler, well plate’de
hiicrelere degmeyecek sekilde yerlestirilmistir.

e Kontrol grubu ve kurkumin iceren kuyular icerisine de bos metal 1zgara
eklenmistir.

e Belirlenen miktarda kurkumin 20 pL %70 Ethanol de ¢6ziinmiis ve 2 mL
DMEM besiyeri eklenerek HaCat cell ve metal 1zgara iceren kuyuya

uygulanmuistir.
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Inkiibasyon sonrasinda kuyulardaki besiyerleri uzaklastirilmis ve icerisindeki

metal 1zgaralar dikkatlice ¢ikartilmustir.

Hiicreler 1-2 mL PBS pH 7.4 ile nazikce yikanmustir.

Her kuyuya 5 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan MTT boyasindan 220 pL
eklenerek, 4 saat CO; kabininde, 37 °C, %5 CO; ve %95 hava iceren atmosfer
kosullarinda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra MTT boyast hiicreler iizerinden dikkatlice ¢ekilmistir.
Her bir kuyuya ImL DMSO eklenerek 30 dakika CO> kabininde, 37 °C, %5
CO; ve %95 hava iceren atmosfer kosullarinda inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda canl hiicrelerdeki renk degisimi belirlemek amaci ile
Cytation 5 plaka okuyucuda 570 nm’de absorbans degerleri okutulmustur.

Deneydeki her bir 6rnek i¢in her 24 well plate’de dort tekrarli olarak
calisilmistir.
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5. BULGULAR VE TARTISMA

5.1.Pseudomonas mendocina Susunun Safliginin Kontrolii

ATCC53552 kodlu Pseudomonas mendocina susu bolim 4.1°de aktiflestirmek igin
gerekli olan ortam kosullart belirtildigi tizere canlandirma prosediirii gergeklestirilmistir.
Canlandirilan organizmadan tek koloni diisiirebilmek igin Sekil 5.1°deki gibi seri
diliisyon yontemi ile serum fizyolojik icerisinde seyreltmeler yapilarak besiyerine yayma

ekimi sonucunda tek koloniler diistirilmiistiir (Sekil 5.2).

Sekil 5.2. Pseudomonas mendocina susunun TSA yayma ekim sonucu
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Bu tek kolonilerden gram boyama yapilarak (Boliim 4.1.1) elimizdeki susun Sekil
5.3.’de gosterildigi gibi 100x blyiitmede 151k mikroskobu incelemesi sonucunda
kolonilerin saf ve gram negatif basil formda oldugu gozlenmistir. Gram negatif
bakterilerin duvar yapist gram pozitif bakteriler kadar giiclii degildir. Kristal violet
¢ozeltisi ile boyama sonrasinda etanol gibi organik solventler ile muamele adimi hiicre
duvarma zarar verir. Cogunlukla hiicrelerin sadece hayaletleri kalir. Boylece bir karsit
boya olaran safranin, sadece geri kalan yapilar1 boyayarak kirmizi bir renk verir

(Beveridge, 2001).

Bu veri Pseudomonas mendocina i¢in literatiirde verilen ¢gubuk formunda ve gram
negatif 6zellikte olmas1 ve ayn1 zamanda koloni yapisinin sar1 krem renkli gézlenmesi ile

literatiir ile uyumludur (http-1).

Sekil 5.3. Pseudomonas mendocina susunun gram boyamasi sonucu

5.2.Pseudomonas mendocina’dan Polihidroksialkanoatin Uretim Prosesi
Polihidroksialkanoat ~ {iretimi icin  kullanilan ~ mikroorganizma  ve

mikroorganizmanin yetistirildigi kosullar elde edilen polimerin kimyasal ve fiziksel

Ozelligini degistirdigi bilinmektedir (Mukheem vd., 2018). Polihidroksioktanoat

(PHO)’nun homopolimer seklinde iiretilebilmesi i¢cin Pseudomonas mendocina sugunun
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oktanoat besiyerinde belirli kosullarda yetistirilmesi ile gergeklestirilmektedir (Rai vd.,

2011a).

Pseudomonas mendocina’nin iiretilmesi i¢in gerekli olan 6n kiiltiir kosullar1 boliim
4.1.”de belirtildigi tizere gergeklestirilmistir. Kiiltiire edilen organizmalar 24 saat sonunda
450 nm’deki Optik Density (OD) degeri spektrofotometrede okutulmustur (Rai vd.,
2011b). Spektrofotometrik dl¢lim alindiktan sonra bu deger kiiltiir iizerine steril besiyeri
eklenip 0.8’e ayarlanarak her caligmada sabitlenmistir. %2 hacim/hacim olacak sekilde
ikinci bir agilama yapilarak 24 saat sonunda 450 nm’deki OD degeri spektrofotometrede
okutulmustur (Rai vd., 2011b) Spektrofotometrede alinan deger yaklasik 2.0’dan
cikmaktadir. Bu deger kiiltiir iizerine steril besiyeri eklenerek 2.0’a her calismada

sabitlenmistir.

Bu asamadan sonra iiretilen Pseudomonas mendocina suslart MSM besiyerine
aktarilmis 48 saat inkiibasyon sonucunda boliim 4.2°de belirtildigi {izere sinirlayict ortam
kosullarinda polimerin tiretilmesi saglanmigtir. Hiicrelerin boliim 4.2°de deginildigi gibi
liyafilizasyon yontemi ile kuru hiicre agirlig1 kontrol edilmistir veya direk 1slak hiicre

seklinde saklanmustir.

Tiim deney boyunca genel izlenen prosediir olarak, 1slak hiicrelerden direk PHA
eldesi protokoliidiir (Kourmentza vd., 2017). Bu prosediir kullanilarak, liyofilizasyon

adimindan dolay1 yasanan zaman kaybi1 6nlenir.

Diger yontemde ise; kuru hiicre agirligimi  belirlemek i¢in  toplanan
mikroorganizmalardan dort seti dondurularak, liyofilizatore konulmus ve 1 giin kurutulup

tartimlart alinmistir (Sofinska vd., 2019) (Tablo 5.1).

Kurutulan hiicrelerden ekstraksiyon islemi soncunda elde edilen polimerlerin %
degeri Basnett ve arkadaslarinin 2019°da verdigi denklem 5.1°de belirtilen formiil ile

hesaplanmis ve Tablo 5.1°de verilmistir.

Polimer agirligt

% Polimer Kiitlesi = x 100 5.1

Biyokiitle
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Tablo 5.1. Liyofilize edilen hiicrelerin kuru hiicre agwliklart ve ekstrakste edilen polimerin % degeri
sonuglari

Ornek kodlar1 | Liyofilize hiicre Ekstrakte edilen
agirhig polimer % degeri

1. Ornek 0,4364gr %12.83

2. Ornek 0,3654gr %11.49

3. Ornek 0,3083gr 9%10.05

4. Ornek 0,3460gr %10.40

P. mendocina dan elde edilen % PHO polimer miktarlar1 Tian vd., 2000’deki
calismasinda %45, Rai 2011°de yaptig1 calismasinda % 31.3 olarak bulunmustur. Polimer
miktarinin, kiiltiir kosullarinin C/N oranlar1 ve de kullanilan glikoz kaynagi miktar1 ile
degistigi yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir. Bizim elde ettigimiz polimerin % degeri bu
degerlerden diisiik bulunmustur. Bunun sebebinin octanoate miktarinin az olmasi veya

laboratuar  kosullarimizda kontrol edemegimiz C/N  oranina bagli oldugu

diistiniilmektedir.

5.3.Polihidroksialkanoatin Ekstraksiyon Calismasi

Ekstraksiyon i¢in Tablo 2.3’de belirtildigi gibi farkli birgok yontem vardir. Bu
yontemlerden kloroform sodyum hipoklorit dispersiyon yontemi Kunasundari vd.,
2011°de belirttigi tizere, PHA nin yiiksek saflikta ve verimle elde edildigi yontem oldugu
icin secilmistir. PHA nin ekstraksiyon caligsmasi boliim 4.3°de belirtilen protokole uygun

olarak gerceklestirilmistir.

Ekstraksiyon adiminda optimum c¢alisma kosullarinin 1:1 oraninda %30 sodyum
hipoklorit ve kloroformun kullanilarak 30 °C’de 60-150 dk arasinda hiicrelere
uygulanmasiin yiiksek saflik ve verimde PHA eldesi ile sonuglandigi bildirilmistir

(Hahn vd., 1994; Jacquel vd., 2008). (Sekil 5.4).

Inkiibasyon sonrasinda drnekler 50ml’lik falkon tiipe alinarak santrifiijlenmistir
(Hahn vd., 1994) Olusan {i¢ fazdan, en alttaki kloroform fazi baska bir 50ml’lik falkon
tiipe toplanarak ugmasi saglanmistir (Sekil 5.4). Bu asamada, sodyum hipokloritin hiicre
zarina zarar vererek PHA nin hiicre disina ¢ikmasini ve daha sonra kloroform ile hiicre

disina salinan PHA nin ¢6ziinmesi saglanmastir.
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Ethanol ile
coktiirme.
Santrifiij

—

Sekil 5.4. Pseudomonas mendocina susundan PHA 'nin ekstraksiyon asamalari. A; Sodyum hipoklorit ve
kloroform ekli hal. B; Santrifiij sonras 3 faz. C; Kloroform fazindan Etanol ile polimerin ¢okeltilmesi

Kloroform igerisinde ¢oziinmiis polimerin ¢oktiiriilmesi i¢in belirlenen kloroform
faz1 ve alkol arasindaki oran yapilan denemeler ile belirlenmistir. Buna gore en uygun
alkol:kloroform oran1 10:1 olarak bulunmustur ve mL’ye kadar ugurulan klorofom faz 15
mL’lik falkon tiiplere esit porsiyonda (1 mL) boéliinmiis ve her bir tiipiin tizerine 10 mL
soguk absole alkol eklenmesi ile Sekil 5.4’de gosterildigi lizere ¢okelti seklinde polimer
tabakas1 gozlenmistir. PHO nun ¢okmesi icin tiiler agz1 kapali olarak 1 gece oda
sicakliginda bekletilmis ve santrifiij edilerek siipernatant kism1 uzaklastirilmistir. Pelletin
kurumasi i¢in tiipler agz1 agik sekilde oda sicakliginda 1 gece kurumaya birakilmustir.

Kuruyan 6rnekler tartilmig ve veriler Tablo 5.2°de verilmistir.

Literatiirde Rai ve ardakaslarimin 2011°de aldiklar1 polimer miktarlar ile
hesaplanan verim ve bizim elde ettigimiz polimer miktarlari karsilastirildiginda, polimer
miktarinin oldukga diisiik verimle elde edildigi sonucuna varilmistir. Polimer miktarlari
arasindaki farkliliklarin ve de diisiik oranda elde edilmesinin sebebi, kosullarin tamamen
optimize sartlar altinda gergeklesememesinden ve bu nedenle polimer yapida olusabilen
degisikliklerin,  polimerin  agirliklarindaki  degisimler  olarak  sonuglandigi

diistiniilmektedir.

Tablo 5.2. Ekstrakte edilen PHO miktarlar

Ornek kodu 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Miktari(mg) | 17 154 | 107 | 503 | 554 | 320 | 332 [ 39 |31 56 | 361 |56 |60 |42 |30




Elde edilen 6rneklerin bazirlar1 sar1 ve yapiskan formda idi; bu yapilar asetonda
¢oOziildiikten sonra tekrar ¢Oktiirme asamasinda tamamen kayboldular ve bu nedenle

tartimlar1 alinamadi.

Lipopolisakkaritlerin lipofilik 6zellikleri nedeni ile organik ¢oziiciilerde ¢oziindiigi
bilinmektedir (Nguyen vd., 2019). Mcl-PHA larin da aseton da ¢6ziindiigii bildirilmistir.
Bu sebeple aseton ile yikama sirasinda kaybedilebilmektedir (Rai vd., 2011b).

5.4. Kurkumin Yiiklii Film Formiilasyonlarinin Hazirlamasi

Mcl-PHAlar elastomerik yapida olup diisiik mekanik giice sahip elastomerik yapisi
ile doku miihendisligi uygulamalarinda film olarak kullanilmasi i¢in idealdirler (Renard
vd., 2010). Ancak biyomedikal uygulamalar, doku miihendisligi ve diger spesifik
uygulamalar i¢in fiziksel ve mekanik 6zelliklerinin cesitlendirilmesi ve gelistirilmesi
gerekmektedir (Hazer vd., 2006). Bunun yan sira suda ¢oziinemedigi i¢in yikim siiresi
ve dolayist ile ilag salim siiresi uzundur (Sparks vd., 2008). Bu sebeple tek baslarina film
formuna gelmeleri olduk¢a zordur. Ayrica salim siiresinin bu kadar uzun olmasi yara

iyilesmesinde sorun olabilecegi diisiiniilmektedir.

PHA’nin biyomedikal olarak uygun hale getirmek icin yara bolgesine uygulanacak
olan film formiilasyonlarindan etken maddenin salimini hizlandiracak olan diger
yardimcr maddelere ihtiya¢ duyulmaktadir. PEG hiicre zarlari ile etkilesir ve hiicre
flizyonunu etkileyen jelatin yap1 olusturur (Jischke vd., 1994; Gohel vd., 2003). Tasiyic1
sistemin hidrofilikligini arttirarak bozunma hizini arttir ve bozulma sonucu asitligi azaltir
(Huang vd., 1997). Kollicoat ise; film yapisi olusturur ve pH 5’in tistiinde bozunarak

tagidig1 etken maddeyi salmaya baslar (Amado vd., 2017; Prada vd., 2019).

Cildin pH degeri 4-6 arasindadir (Ali vd., 2013). Kollicoatin pH degeri 5 iistiinde
parcalanmaya baglamasi cilt dokusunda ilacin salimini saglar. Kollicoat MAE 100 P ve
PEG400’in sahip olduklar1 o6zellikler ile yara iyi edici film formiilasyonunda

kullanilmalar1 uygundur.

Elde etmeyi hedefledigimiz polihidroksialkanoat yapisi geregi daha elastiktir. Bu
sebeple tek baslarina film formuna gelmeleri oldukca zordur ve diger polimerlerle birlikte

kullanilmalar1 gerekmektedir. Bu amagla Kollicoat MAE100P ve PEG400’1in belirli
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oranlarda film formlar1 denenmis ve uygun miktarlar belirlenmistir ve boliim 4.4’de

verilen yontem ile film formiilasyonlar1 hazirlanmistir (Sekil 5.5).

Sekil 5.5. Film formiilasyonlart ve PHO

5.5.Karakterizasyon Calismasi Sonuglari
5.5.1. Taramal elektron mikroskopisi (SEM) analizi

Bu teknik, ornek yiizeyinin goriintiilenmesi i¢in kullanilir ve tiim ylizey alanina
odaklanildigi i¢in biiyiik alan derinligi olan goriintiiler saglayabilir (Liu vd., 2012). SEM
cihazi, iki katot 151l tiipten (CRT) olusur. Bunlardan birinde incelenecek olan nesne
yiizeyi, diisiik enerjili bir elektron demeti (1-30 keV) ile bombardimana tabi tutulur. Bu
bombardimanin etkisi ile ve numuneden geri sacilan elektronlar, ikincil elektronlar ve
karakteristik X-1s1mnlar1 uygun bir dedektor tarafindan algilanir ve CRT'de gozlenir veya
ikinci bir sebekeye orantil1 bir voltaj sinyali gonderilir. Her iki CRT de eszamanli olarak
tarandigindan, 6rnegin CRT iizerinde numunenin goriintiisii nokta nokta olusturulur
(Leamy, 1982; Dudkiewicz vd., 2011). Cikan elektronlar/X-iginlari, materyalin
topografyasi, morfolojisi, bilesimi, tanelerinin oryantasyonu, kristalografik (atom
diizenlenmeleri) bilgileri hakkinda bilgi verir. Morfoloji sekli ve boyutu gosterirken,
topografya bir nesnenin ylizey oOzelliklerini, dokusunu, piiriizstizligl/piirtizliligint

gosterir (Sharma vd., 2018).

Odaklanmis iyon demeti ile SEM'de 3D goriintii alinabilir (Liu vd., 2012). Goriintii
olusturma ydnteminin biiylik avantaji, SEM cihazina farkli tipte dedektorlerin takilmasi

ve ayni anda ¢alistirilabilmesidir (Leamy, 1982).
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Hazirlanan her bir film yap, el ile esnetilebilir ve yumusak yapiya sahip olarak film
yapiy1 olusturmustur. PHO’ nun yapiskan ve esneyebilir plastik 6zelligini, girdigi tim
formiilasyonlara da verdigi goriilmiistiir. Ileriki ¢alismalarda gerekli cihazlar kullanilarak
filmlerin esneme Ozelliklerinin belirlenmesi calismalar1  planlanmaktadir. SEM
goriintiilerinden alinan sonuglar, hazirlanan film formiilasyonlarin dis yiizeylerinin
piiriizsiiz oldugunu, i¢ yiizeylerinde ise porlu bir yapinin olustugunu gdstermektedir
(Sekil 5.6). PHO’nun yer almadigi FK formiilasyonunda i¢ kisimlarinda porlu yap1
gozlenmezken, PHO varliginda yan kesit alinmasi miimkiin olmus ve PHO’ya bagh
olarak porlu yapilarin olustugu diisiiniilmiistiir. Bu da olusturulan formiilasyonlarda,
kullanilan PHO’nun diger polimerlerle homojen olarak karistigin1 ve her iki yapminda

kendi 6zelliklerini gostermeye meyilli oldugunu isaret etmektedir.

5.6.2. Yapisal 6zelliklerin belirlenmesi

5.6.2.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Kizilotesi spektroskopi, enerji-madde etkilesimini ifade eden analiz yontemidir.
Numunedeki biitiin bilesikler belirli frekanslarda titresir ve karakteristik absorpsiyon
/emisyon gosterir. Bu ozellige dayanarak, FTIR spektroskopisi ile numunenin hem

niceliksel hem de niteliksel analizi yapilabilir (Maria, 2012; Xu vd., 2013).

PHO'nun IR spektrumu mcl-PHA'larm tipik yapisim1 gostermektedir. 3400 cm™'e
yakin bant, PHO son grubunun OH gerilmesine, 1730-1740 cm’! araliginda ozellikle 1725
cm’1’de gozlenen giiclii pik ester karbonil grubunda CO'nun gerilmesi olarak yorumlanir.
2925 cm-1 ve 2850 cm™! arasindaki iki yogun bant, CH>'nin ve CHj3 gruplarinin simetrik
ve antisimetrik gerilmesine ve yaklasik 720 cm™ civarindaki pikler, polimerin temel
yapisini olusturan tekrarlayan metil gruplari olarak yorumlanan titresimleri gosterir
(Sofiska vd., 2019). 1467 cm™1’deki pik alifatik -CHz- bagin1 gostermektedir. 1380 cm”
hdeki giiclii pik ise C-CH3 bagindaki gerilmeyi gostermektedir. Ester gruplarinda uzanan
giiclii 1320, 1160 ve 1100 cm ! pikleri eter (C-O) grubuna aittir (Rai., 2010, Marois vd.,
2000). 1453 cm™'deki pik kristalitenin siddetini veren piktir (Rai., 2010).

PHO’nun FTIR analizi sonucunda elde edilen spektrumda, 2918 cm™ ve 2951 cm”
Pde gozlenen iki pik CH, ve CH3 gruplari arasindaki gerilmeyi gosteren pikler oldugu
diisiiniilmektedir. 1726 cm™’de gozlenen pikin ester karbonil grubuna (C=0) ait pikin
goriildiigii 1730-1740 cm!'deki aralikta oldugu i¢in bu grubu gésterdigi diisiiniilmektedir.
1458 cm™ civarindaki pikin bilyiikliigii kristalliteyi belirleyen pik ile yaklasik ayni
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bolgede gozlenmistir. 1377 cm™ ,1161 cm™ ve 1097 cm™"’de gozlenen piklerin eter gruba
ait oldugu ve 720 cm™! civarinda goriilen pikler tekrarlayan metil gruplarini gdsteren

pikler oldugu literatiir bilgisi ile teyit edilmistir (Sekil 5.7 (e), Sekil 5.8 (e)).

P.mendocina’nin oktanoat besiyerinde yetistirilmesi sonucunda homopolimer
olarak, polihidroksioktanoatin elde edilmesi beklenmektedir. FTIR analizi sonucunda
PHO i¢in elde edilen spektrum verisi, literatiirdeki PHO igin farkli veriler ile
karsilastirildiginda uyumlu oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonuca gore; ekstraksiyon

tirtintimiiziin PHO oldugu kanitlanmistir.

Bos film formiilasyon igeriginde Kollicoat MAE100P ve PEG400 kullanilmistir.
Kollicoat MAE100P nin IR spektrumuna bakildiginda 3421 cm™’de karakteristik genis
bir bant gosterir. 1637 cm™’de C = O germe titresim bandi ve OH gerilmesine aittir. 2915
cm—"de bir CH gerilmesine ait pike aittir. 1723 ve 1698 cm™’deki pikler karbonil
grubunu temsil eder (Majeed vd., 2017).

PEG400’iin IR spektrumuna bakildiginda 1347 cm™’de antisimetrik C-O-C
gerilmesine ait titresim, 2860 cm!’de civarinda C-H gerilmesine ait titresim (Yu vd.,
2014). 1106 cm™’deki pik, C-O fonksiyonel grubunun gerilme titresimi neden oldugu,
3357 cm’deki tepe noktasi, O-H fonksiyonel grubunun germe titresimine aittir
(Karaman vd., 2011). 950, 2871, 2886, 3749 cm’de-CH, CHa- gerilmesine ait
karakteristik pikler verir (Karaman vd., 2011, Elmarzugi vd., 2014). Bunlar diginda 885,
944, 1096, 1146, 1287, 1296, 1349, 1556, 1772, 2710, 2886 ve 3711 cm'’de PEG 400’¢
ait pikler gozlenmektedir (Elmarzugi vd., 2014).

Bos film formiilasyonunun FTIR analizine bakildiginda, Kollicoat MAE100P nin
3400 cm™ civarlarinda karakteristik bir genis bant gosterdigi goriilmektedir. 2914cm™>de
Kollicoat ve PEG400’iin her ikisinde gdzlenen CH gerilme ait pik ve 2873cm™’de
PEG400’iin CH gerilme iat pik gozlenmektedir. 1726 cm™’de Kollicoat MAE 100P’nin
karakteristik karbonil grubuna ait pik gdzlenmektedir. Kollicoat’m 1600 cm’lerde
gozlenen C=0O gerilmesi, PEG400’iin 1350 cm’lerde gdzlenen titresimi ile maddeler
arasindaki yeni baglardan kaynakl1 oldugu diisiiniilen 1456 cm!’da yeni bir titresim olarak
gbzlemlenmistir. PEG 400’ iin spesifik piki olan C-O fonksiyonel grubuna ait pik 1095
cm’de almmustir. 994 cm™ ve 883 cm™’de titresiminde diger spesifik pikler alimustir

(Sekil 5.7 (a), Sekil 5.8 (b)).
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Bos film formiilasyonu elde edilen PHO ile birlestirildiginde olusan formiilasyonun
spektrum analizinde, PHO nun 2918 cm™! ve 2951 cm™!*de gdzlenen iki pik ve 2914 cm®
’de Kollicoat ve PEG400’iin her ikisinde gézlenen CH gerilme ait pik Kollicoatin 3400
cm! ‘deki gerilmesinden kaynakli 2954 cm™ ve 2926 cm™! piklerini verecek sekilde
gerilmede kayma gozlenmistir. Ayrica 2873cm™’de PEG400’iin CH titresimine iat pik
ayni1 gerilmeden kaynakl pik siddeti diismiis ve genis bir pik gostermistir. 1726 cm™’de
hem Kollikocat MAE100P hem de PHO’daki karbonil drubuna ait pikler birleserek pik
siddetinde artis gdstermistir. 1458 cm™'de PHO’da gozlenen ve kristaliteyi belirleyen pik
FB formiilasyonundaki 1456 cm™ gerilmesi ile yaklasik aym yerde olacak sekilde pik
siddetinde azalma seklinde gézlenmistir. Bu pikin siddetinin azalmasi kristalitede diisiis
yasanmast ile uyumlu sonug gostermektedir. 1097 cm™’de hem PHO hem de PEG400’{in
karakteristik piki ayni1 bolgede birleserek artan bir titresim olarak gozlenmistir. 987 ve
970 cm’de gozlemlenen pikler bos film formiilasyonunda PEG400’e ait piklerin PHO
pikleri ile birlesmesi ile artmis titresim seklinde gozlenmistir (Sekil 5.7(b)).
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Sekil 5.7. (a)FB, (b)FB+PHO, (c)kurkumin, (d)FB+PHO+kurkumin, (e)PHO FTIR analiz sonucu

Saf kurkuminin FTIR analizinde 3700-3584cm™’de fenolik hidroksil (O-H)
gerilmesinin pik goriilmektedir (Sanphui vd., 2011). 1605-1629 cm'’de benzen
halkasinda C=0 amid bagina ait keskin pik ve 1585 cm™’de N-H amid bagini ait keskin
pik gozlenir (Pan vd. 2006; Liu vd., 2016). 1508 cm™’de C=C titresimine ait pik, 1427-
1426 cm™*de olefinik C-H piki, 1273-1280 cm™!*de benzen halkasinin aromatik enol C-
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O gerilmesine ait piki ve 1026-856 cm’de araliginda ise C-O-C gerilmesinden

kaynakli pikler gézlemlenir (Darandale vd., 2013; Silva vd., 2017).

Analize gonderdigimiz kurkuminde, 3500 cm™ civarindaki O-H gerilme piki, 1625
cm,1600 cm™’de N-H amid bagma iat pik, 1506 cm™’de C=C, 1427 cm™’de C-H
gerilmesine ait pik, 1274 cm™’de C-O gerilmesine ait pik, 1026-813 cm™"’de araliginda
ise C-O-C gerilmesine ait pikler gozlenmis olup, elde edilen veriler literatiir ile

uyumludur (Sekil 5.7 (¢) ve Sekil 5.8 (a)).

Bos film formiilasyonuna kurkumin yiikli PHO nun yiiklenmesi ile kurkuminin
3500 civarinda fenoksil grubundan kaynakli gerilme nedeni ile FB+PHO’da gézlemlenen
2954 cm’, 2926 cm” ve 2800 cm’ civarinda gdzlemlenen C-H gerilme piklerin
siddetinde diisiis yasanmistir. Kurkumin ile olusturulan yeni yapi ile burada gézlemlenen
pikler 2914 cm™ ve 2873 cm™ titresimi seklinde gézlemlenmistir. FB+PHO’da 1726cm”
de gdzlemlenen karbonil grubuna iat siddetli pik, kurkuminin 1600 cm™'’de benzen
halkasimin C=O bagina ait gerilme ile 1728 cm™’e kaymustir ve siddetinde azalma
gdzlemlenmistir. FB+PHOda, 1456 cm™ civarindaki pikler kurkuminin 1508 cm™"deki
C=C titresimine ait gerilme kuvvetinin etkisi ile 1471 cm™’e kaymistir. Kurkuminde,
1274 cm™de C-O gerilmesine ait gézlenen pik, FB+PHO’da 1224 cm™! gozlenen pikin
gerilmesi ile 1249 cm!’de daha genis bir pik olarak gozlemlenmistir.1097 cm™’de
gozlemlenen bos film formiilasyonuna ait PEG 400’ iin C-O fonksiyonel grubuna ait

karakteristik pik 1095 cm e kayarak gdézlemlenmistir (Sekil5.7.d).

FK kodlu kurkumin yiiklii film incelendiginde, bos filme kurkuminin yiiklenmesi
ile, bos filmde 2914 cm’de gdzlemlenen C-H gerilme piki, 2916 cm™’de
gozlemlenmistir. Kurkuminin 3500 cm™’deki fenoksil grubu gerilmesinden kaynakli
Kollicoat MAE100P’nin 3400 cm™! civarindaki karakteristik genis band: ile birleserek
Kurkumin yiiklii jelde genis bant seklinde gdzlemlenmistir. 1726 cm™’de gdzlemlenen
bos film formiilasyonunun karbonil grubuna iat pik, kurkumin yiikli film
formiilayonunda da gozlemlenmistir. 1095 cm™’de hem PHO hem de PEG400’iin
karakteristik piki ayn1 bolgede birleserek artan bir titresim olarak gézlenmistir. 1026 cm”
ve 856 cm™ araliginda hem kurkumine ait C-O-C gerilmesinden kaynakl1 pikler hem de
bos film formiilasyonunda PEG400’iin spesifik piklerinden kaynakli titresimleri birbiri
ile etkilesime girmis sekilde gézlemlenmistir (Sekil 5.7 (c)).
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Sekil 5.8. (a)Kurkumin, (b)FB, (¢)FK, (d)FK+ (PHO+kur), (e)PHO FTIR analiz sonucu

FK kodlu film formiilasyonuna kurkumin yiikli PHO nun yiiklenmesi ile elde
edilen film formiilasyonunun spektrumu incelendiginde, 2916 cm™’de kurkuminin ve
PHO’nun C-H gerilme piki gézlemlenmistir. Yine kurkuminin 3500 cm™*deki fenoksil

grubu gerilmesinden kaynakli, Kollicoat MAE100P nin 3400 cm™ civarindaki

79



karakteristik genis bandi ile birleserek Kurkumin yiiklii jelde genis bant seklinde
gozlemlenmistir. Burada Sekil 5.7°de (d)’ye bakildiginda bos film formiilasyonuna
yiiklenen kurkuminin yiiklii PHO nun etkisi 2954 cm™ ve 2926 cm™ piklerinde artan
siddete karsilik, Sekil 5.8 (d)’de kurkurmin yiikli filme kurkumin yiikli PHO nun
yiiklenmesi ile kurkuminin artmis etkisi, 3500 cm™ civarindaki O-H gerilme pikinin
etkisi, 2900 cm™! civarindaki piklerin siddetinde azalma ile gdzlemlenmistir. 1097 cm”
“de gozlenen pik hem PHO’nun eter gruba hem de film formiilasyonunun PEG400
bileseninin karakteristik piki oldugu icin artan siddette gdzlenmistir.1456 cm™’de
gbzlemlenen pik hem kurkumin hem de film formiilasyonuna ait pikin birlesmesi ile
gozlemlenen karakteristik pik olup, kristalite ile ilgili bilgi veren piktir. 1278, 1247 ve
1117 cm™de gozlenen pikler kurkuminin C-O gerilmesi, PHO nun eter grubu ve film
formiilasyonunun karakteristik piklerinin etkilesmesiyle olusmus yeni piklerdir. PHO icin
720 cm! civarindaki pikler PHO nun tekrarlayan metil grubu, kurkuminin C-O-C bagima
ait titresimler ve film formiilasyonunda PEG400 bilesenine ait karakteristik piklerin

etkilesmesi ile olusan yeni pikler olarak yorumlanmstir (Sekil 5.8 (d)).

5.6.2.2. Niikleer manyetik rezonans (NMR) Analizi
PHO’nun ve olusturulan formiilasyonlarin molekiiler bilesenleri ve sitokiyometrik

olarak varliklart 1H NMR’1 ile analizi belirlenmistir. Kloroform solventinini rezidiiel

sinyali 7.26ppm-7,32ppm’dir (Basnett vd., 2012; Sofinska vd., 2019).

P. mendocina’nin oktanoat besiyerinde gelistirilmesi ile elde edilen molekiildeki
(Sekil 5.9) protonlara ait H spektrum analizinde 5 farkli pik vardir. Kimyasal kaymalar
2.5,5.1,1.5,1.2, ve 0.8ppm icin sirasiyla C2 (-CH2), C3 (-CH), C4 (-CH2), C5, C6, C7(-
CH2) ve C8 (-CH3) bagli protonlarin varligin1 gosterir (Rai vd., 2011b, Basnett vd.,
2012).
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Sekil 5.9. P. mendocina 'nin oktanoat besiyerinde gelistirilmesi elde edilen polimerin genel yapisi
(Basnett vd., 2012)

Sekil 5.10°da PHO i¢in; NMR sonucuna bakildiginda 5.1 ppm, 2.5 ppm, 1,5 ppm,
1.2 ppm, 0.8 ppm’de ayn1 pikler ayn1 sayida yarilma ile gézlemlenmistir. Bu veri literatiir
verisi ile birebir ortiismektedir. 7.2 ppm’de kiiciik bir sinyal alinmistir. Bu sinyal NMR’da

kullanilan kloroform solventine aittir.

Kurkumine ait 1H spektrumuna ait pikler incelendiginde, ti¢ farkli bolgede pik
gozlenmektedir. 6-10 ppm’de kurkuminoitler, 3-6 ppm’de karbonhidratlar ve 0.4 pp-
4ppm’de zorunlu yag asitlerine ait pikler elde edilmektedir (Gad vd., 2017). 7,5- 6.87
ppm’de aromatik hidrojen grubuna ait pikler, 2.70, 2.4’de hidrojen gruplarina ait pikler
ve 3.95 ppm’de OCH3C- grubuna ait pik gozlenmektedir (Dhar, 2014; Lestari vd., 2014).

Sekil 5.10 ve Sekil 5.11°de kurkumine ait spektrum degerlendirildiginde, 7.2
ppm’de gbzlenen pik ¢dziicii solvent olan kloroforma ve hidrojen gruplarina aittir. 6-10
ppm arasinda gozlenen kiigiik pikler kurkuminoidlere aittir. 6.9 ppm’de gozlenen pik
aromatik hidrojen grubuna ait oldugu diisiinilmektedir. 3.7 ve 1.6 ppm’de goézlenen

piklerin hidrojen gruplarina ait oldugu diistiniilmektedir.
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FB kodlu bos formulasyonda, PEG400 ve Kollicoat MAE100OP vardir. 3.6 ppm
PEG400’tin -CH2 (OCH2CH20)n CH2- grubuna ait hidrojen pikleri 2.44 ppm’de CH3
grubuna ait pikler vardir (Sadeghpour vd., 2019). Kollicoat MAE100P’nin
(OCH2CH20)n grubuna iat 4.0 ppm’de OCH> grubuna ait pikler gozlenir. 3.6 ppm’de
OCH3; grubuna ait piki verir. 1.8 ppm’de proton/karbon omurgasina ait CH> grubuna ait

hidrojenlere ait pik gozlenir (Shanti vd., 2016).

Bos film formilasyonuna (FB) bakildiginda 4.4 ppm, 3.79 ppm-3.67 ppm
araliginda PEG400’e ve Kollicoat MAE100P’nin OCH> grubuna ait hidrojen pikleri
gozlenmistir. 1.96 ppm’de genis tabanli bir pik gozlenir. Bu pik PEG400’{in etil grubu ve
KollicoatMAE100P’nin proton/karbon omurgasima ait CH> grubuna ait piklerden
kaynaklanmakta oldugu diisiiniiliir. 7.2 ppm’de goriilen pik solvent olan kloroforma ait

piktir(Sekil 5.11).

Sekil 5.10°daki FB + PHO formiilasyonuna ait NMR spektrumu incelendiginde;
PHO’nun 5.2 ppm’de gozlenen -CH grubuna ait hidrojen pikinde ve 2.5ppm’de -CH>
grubuna ait piklerin siddetinde azaltma gozlenmistir. 4.4 ppm ve 3.8 ppm- 3.6 ppm
araliginda PEG400’e ve Kollicoat MAE100P’nin OCH> grubuna ait hidrojen pikleri
gozlenmistir.1.5 ppm, 1.2 ppm ve 0.8 ppm’de PHO’ya spesifik olan pikler
gozlenmektedir. 1.5 ppm’deki pikin siddetinde ve alaninda artma gozlenmektedir. Bunun
sebibinin, FB formiilasyonunda 1.8-1.96 ppm’deki hidrojen piklerinin kayarak yeni yap1
olusturup 1.5 ppm’de artan pik seklinde gézlendigi diisiiniilmektedir. 7.2 ppm’de solvent

olan kloroforma aittir.
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Sekil 5.10°daki  FB+(kur+PHO) formiilasyonuna ait NMR spektrumu
incelendiginde; PHO nun 5.2 ppm’de g6zlenen -CH grubuna ait hidrojen pikinde ve 2.5
ppm’de -CH> grubuna ait piklerin siddetinde azaltma gdézlenmistir. 4.4 ppm ve 3.8 ppm-
3.6 ppm araliginda PEG400’e ve Kollicoat MAE100P’nin OCH> grubuna ait hidrojen
pikleri gézlenmistir. Ayn1 zamanda 3.7 ppm’de kurkumine ait pikten dolay1 artan siddette
gozlenmistir. 1.5 ppm, 1.2 ppm ve 0.8 ppm’de PHOya spesifik olan piklerle kurkumine
spesifik olan pikler gozlenmektedir. Burada 1.6 ppm’de kurkuminde gozlenen pik
azalarak, 2.1 ppm’e dogru kayma ve pik alaninda artma gozlenmistir. Olusan yeni
piklerin var olan yapilarin formiilasyon ile degiserek yeni yapilar olusturmasindan

kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Sekil 5.11°deki FK+(kur+PHO) formiilasyonuna ait NMR spektrumu
incelendiginde; FB+(kur +PHO) formiilasyonuna ait NMR spektrumun pikleri neredeyse
aynidir. Kurkumine ait 1.6 ppm’deki pikin arttig1 ve 2.1 ppm’e dogru olan kaymanin
kayboldugu gozlenir. Bu kaymanin Onlenerek, 1.6 ppm’de kurkumine ait net pikin

gbzlenmesi, kurkuminin artmis miktari ile ilgili olabilir.

5.6.2.3.X 1sint kiriminu (XRD) analizi

X-1511 kirmmimi (XRD), cesitli bilesiklerin kalitatif olarak tanimlanmasi, kimyasal
tiirlerin nicel ¢oziintirligl, kristallik derecesinin Ol¢iilmesi, izomorf yer degistirmeler,
toplama hatalari, polimorfizmler, faz gecisleri, parcacik boyutlart vb. hem molekiiler hem

de kristal yapilarin analizi i¢in kullanilan analitik tekniktir (Rasel Das vd., 2014).

X-1s1n1 difraktometreleri; bir X-1gm1 tiipli, bir numune tutucu ve bir X-151n1
detektoriinii iceren ili¢ temel elemandan olusur. X-isinlar1 elektron iiretmek, bir voltaj
uygulayarak elektronlar1 bir hedefe dogru hizlandirmak ve hedef materyali elektronlarla
bombalamak i¢in bir filamenti 1sitarak katot 1sin tlipiinde iiretilir. Elektronlar, hedef
materyalin i¢ kabuk elektronlarin1 ¢ikarmak igin yeterli enerjiye sahip oldugunda,
karakteristik X-151n1 spektrumlar {iretilir (Bunaciu vd., 2015). X-isinlari, enerjileri 100
eV-100 keV (dalga boyu 0.01 ile 10 nm) arasinda degisen fotonlardir. Enerjileri 5-10
keV'nin iistiindeki (0.2-0.1 nm dalga boyunun altinda/iistiinde) fotonlara sert, altindaki

fotonlara yumusak X-1sinlar1 denir (Giannnini vd., 2016).

X-1sinlar1, fotoelektrik sogurma nedeniyle madde iginden gegerken zayiflar. Kiiciik

zayiflama katsayisi, ortamin 1g1na nispeten seffaf oldugu anlamina gelir. Zayiflatma
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katsayisinin tersi penetrasyon derinligidir. Her ikisi de enerjiyle (dalga boyu) degisir
(Giannnini vd., 2016).

Kristallik derecesini belirlemek i¢in kristalin tepeler ve karakteristik yansimalari
belirlenmistir: 11.47 ° (040), 17,94 ° (120), 18,71 ° (130), 19,32 * (011), 20,45 ° (140),
21.66 ° (031), 22.84 ° (080), 28.78 ° (200). XRD analizinden elde edilen PHO'nun
kristalligi Lorentzian modelleri kullanilarak %36,7 (Sofiska vd., 2019), %37,5 (Rai vd.,
2011), %31 (Foster vd., 2006), %30 (Gagnon vd., 1992) olarak bulunmustur.

Polihidroksialkanoatlarin XRD analizi ile amorf ve kristal yapist Horowitz vd.,
1995 ve Zhang vd., 2000 tarihinde yaptiklari caligmalar ile gostermislerdir. Elde ettigimiz
PHO’nun XRD analizi sonucunda elde edilen grafik ile polimerin amorf yapida oldugu
sOylenebilir (Sekil 5.12).

00
500
0
0

znnm
00
mm
il
0

Sekil 5.12. Polimerin XRD analizi sonucu

5.6.2.4.Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) Analizi

Diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), 1s1 degisikliklerini tespit ederek,
sicakligin bir fonksiyonu olarak malzemelerin fiziksel veya kimyasal 6zelliklerindeki
degisiklikleri izlemek icin kullanilan termoanalitik bir tekniktir (Biliaders vd., 1983).
DSC cihazi, biri numune i¢in digeri referans i¢in olmak {lizere iki 6zdes mikrofirina

sahiptir. Bu mikrofirinlar ayr1 ayri 1sitilir ve 6rnek firininda reaksiyon gerceklestiginde
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sicakligin artma ve azalmasina gore referans firini1 diizenlenir (Klan¢nik vd.,2010). DSC
analizi ile numunenin ve ayni oranda 1sitilan veya sogutulan referans firininin aym
sicaklikta tutulmasi i¢in gereken diferansiyel enerji Olgiiliir. Endotermik bir gecis
meydana geldiginde, numune tarafindan enerji absorblanir ve sicaklik dengesini korumak
icin numuneye enerji girisi arttirilir. Bu enerji girisi, geciste emilen enerjiye tam olarak
esit oldugunda, dengeleme enerjisi olarak kaydedilir ve gecis enerjisinin dogrudan

kalorimetrik Ol¢timiinii verir (Watson vd., 1964).

Numunede, 1smnin emilmesi ile iligkili degisiklikler, diferansiyel 1s1 akiginda
degisiklige neden olur, bu degisiklik pik olarak kaydedilir. Zirvenin altindaki alan,
entalpik degisiklikle dogru orantilidir ve pikin yonii termal olaym endotermik veya

ekzotermik olup olmadigini gosterir (Biliaders vd., 1983).

Numune toz veya tabaka formunda uygulanir. DSC cihazi miligram seviyesindeki
numunelerin yiiksek hizlarda (dakikada 80 °C'ye kadar tarama hizlar1) ve 173° ile 773°K
(-1000 ile +500 °C) sicaklik araliginda termal analizler yapar. Pik genligi ge¢is enerjisinin
saniyede milikalorisini ve pik alan1 da milikalorideki toplam gegis enerjisini temsil eder

(Watson vd., 1964).

PHO’nun erime sicakligi 45-61 °C araliginda bulunmustur (Song vd., 1998;
Gagnon vd., 1992; Dufresne A. 2000; Renard vd., 2010; Sofinska vd., 2019). Elde
ettigimiz PHO’nun DSC analizine bakildiginda erime sicakligi yaklasik 60 °C olarak

bulunmustur.

Kurkumin erime sicakligi 170-180 °C araliginda bulunmustur (Silva vd., 2017,
Fugita vd., 2012). Kullandigimiz Kurkuminin DSC analizine bakildiginda; 180 °C’de

erime sicakligina ait pik gdzlenmistir ve literatiir ile uyumludur.

Kollicoat MAE100P nin erime sicakligi 210-215°C araliginda keskin olmayan bir
tepe olarak bulunmustur (Kim vd., 2014; Majeed vd., 2017).

PEG400’iin saf halinde erime sicakligi 30 °C’de erime sicakligina ait pik

gozlenmistir. (Karaman vd., 2011).

FB formiilasyonunda, Kollicoat MAE100P ve PEG400’iin pikleri géz Oniinde
bulunduruldugunda 210 °C’de Kollicoat MAE100P’ye ait pik ile yaklasik 30 °C’de
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PEG400’¢ ait pik bu iki maddenin birlesmesi ile erime sicaklig1 yaklasik 80 °C’de

gozlenmistir.
DsC
mW
0.00f
Kurkumin
-5.00|
1.00F
-5.00 PHO
8.00
5.00~
FB
0.00~
2.00
5.00
FB+PHO
8.00)
1.00;
-s.00- I'B+(kur+PHO)
-10.00f

100 200 300
Temp [C]

Sekil 5.13. Kurkumin, PHO, FB, FB+PHO ve FB+(PHO+kur) DSC analizi sonucu
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FB+PHO formiilasyonunda, yaklasik 75 °C’de hafif bir pik gézlenmistir (Sekil
5.13). Bu formiilasyonda FB formiilasyonunda 80 °C’de gozlenen erime sicakligi piki ile
PHO’nun 60 °C’de gozlenen erime sicakligi, yeni olusan yapi ile 75 °C’de gozlendigi

diistinilmustiir.

FB+(kur+PHO) formiilasyonunda, 66 °C’de FB ve PHO kaynakl1 erime sicaklig1
piki ve kurkuminden kaynakli olarak yaklasik 180 °C’de yayvan bir pik seklinde erime
sicakligt piki gozlenmistir (sekil 5.13).

Kurkumin ve PHO’nun fiziksel karisimima bakildiginda, 65 °C’de PHO’ya ait
erime sicakligi piki, 180 °C’de kurkumine ait erime sicallig1 piki, elde edilmistir (Sekil

5.14).

Dsc
mW

10.00,

100 200 300
Temp [C]

Sekil 5.14. Kurkumin ve PHO fiziksel karigimi DSC analizi

Kristallik su esitlige gore hesaplanir;

HPHO
XC, DSC = m x 100% (52)

Denklem (5.2)’de verilen esitlikte, ‘H PHO’ ekstre edilen PHO’nun fiizyon

entalpisini belirtirken, ‘H PHB, 100%’, %100 kristal PHB’ nin fiizyon entalpisini ifade

etmektedir.
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PHO’nun erime sicakligi, PHB’nin %100 kristallik kristallik derecesi %146 J/g
degeri ile Lorentzian modeli kullanilarak kullanilarak hesaplanir (Sofinska vd., 2019).
Denklem (5.2)’ye gore elde ettigimiz polimerin kristallik derecesi %34 olarak
hesaplanmistir. Bu deger Gagnon vd., 1992; Dufrense A. 2000; Rai, 2011 ve Witko vd.,
2020°de yaptiklar calismalarda elde ettikleri %30-%37 PHO kristallik derecesi ile

uyumlu olup semi-kristalin yapida oldugu tespit edilmistir.

5.6.in vitro Sahhm Calismasi Sonuclari

Hazirlanan filmlerden etkin madde olan kurkuminin salim c¢aligmasinin
yapilmasindan 6nce kurkumine ait 100 ppm ve 10 ppm’lik kalibrasyon grafikleri boliim
4.5°de verilen yontem ile olusturulmustur. Elde edilen 421nm’deki absorbans ortalama
degerleri Tablo 5.3’de verilmistir. Verilen bu degerler ile kurkumine ait kalibrasyon

grafikleri ¢ikartilmistir (Sekil 5.15, Sekil 5.16).

Kullanilan PEG400, Kollicoat MAE 100P 421nm’de absorbans vermedikleri i¢in

bu maddeleri igeren kalibrasyon egrisine gerek duyulmamistir.

Tablo 5.3. Kurkuminin ortalama absorbans degerleri (n=3)

Konsantrasyon Ortalama Konsantrasyon Ortalama
(ug/ml) Absorbans (ug/ml) Absorbans
0 ppm 0,000 0 ppm 0,000
1 ppm 0,078+0,84 10 ppm 0,646+0,12
2 ppm 0,139+0,51 20 ppm 0,965+0,28
3 ppm 0,201+0,33 30 ppm 1,254+0,41
4 ppm 0,271+0,41 40 ppm 1,626+0,34
5 ppm 0,338+0,48 50 ppm 1,914+0,25
6 ppm 0,400+0,51 60 ppm 2,230+0,32
7 ppm 0,470+0,13 70 ppm 2,512+40,24
8 ppm 0,527+0,12 80 ppm 2,837+0,33
9 ppm 0,600+0,23 90 ppm 3,109+0,14
10 ppm 0,645+0,18 100 ppm 3,414+0,24
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Hazirlanan film formiilasyonlarinin salim profillerine bakilmasi i¢in sicakligl ve
calkalama hizin1 sabit tuttu§umuz sistem olusturulmustur. Hazirlanan iki farkl
formiilasyondan (FK+(PHO+kur) ve FB+(PHO+kur)) belirlenen miktarlar PBS
icerisinde 37 °C’de 130 rpm’de 3 ay siire ile salim ¢alismasina birakilmistir. Belirlenen
stirelerde boliim 4.5’de verilen yontem dogrultsunda 6rnekler toplanarak, 421 nm’de

absorbanslar1 alinmistir (Tablo 5.3).
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Sekil 5.15. Kurkuminin 10ppm kalibrasyon egrisi (n=3)
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Sekil 5.16. Kurkuminin 100ppm kalibrasyon egrisi (n=3)
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Sekil 5.15 ve Sekil 5.16°da verilen kalibrasyon grafiklerinden faydalanilarak

absorbans sonuglarina gore, salim sonuglar1 belirlenmistir. Verilen sonuglar, kiimiilatif

salim verileri ve yiizdeligi halinde hesaplanmis ve salim profilleri olusturulmustur (Sekil

5.17 ve Sekil 5.18).

Kiimiilatif Salim (%)
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FB + (PHO+kur) 12 haftalik saliminin genel goriiniimii
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Sekil 5.17. FB+(PHO+kur) film formiilasyonunun 12 haftalik salim grafigi (n=3)
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Sekil 5.18. FB+(PHO+kur) film formiilasyonundan salinan kurkuminin zamana (saat) gore dagilimi
(n=3)

FB+(PHO+kur) salim grafigi incelendiginde ilk 1 saatte etkin madde saliminin hizl
olup %15 tizerine ¢iktig1 gozlenmistir. Salim hiz1 yavaslasa da diizenli bir sekilde artarak
48 saat boyunca devam etmistir. 48. saatte film formiilasyonuna yiiklenmis etkin
maddenin yaklasik %36’s1 salinmistir. {lk 48 saatte gozlenen bu hizli salim bos filmin
PBS’de hizli bir sekilde ¢oziilmesi ile agikta kalan kurkuminin salinmasindan
kaynaklanmaktadir. Daha sonraki gilinlerde salim 6rnekleri alinmaya devam edilmis ve

salimin hala devam edip %38-%40 araliginda sabit kaldig1 gézlenmistir (Sekil 5.17).
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Sekil 5.19. FK+(PHO+kur) ) film formiilasyonunun 12 haftalik salim grafigi (n=3)

FK+(PHO+kur) salim grafigi incelendiginde, FB+(PHO+kur) salim grafigine
benzer sekilde bir grafik elde edildigi gdzlenmistir. ilk 1 saatte etkin madde saliminin
yaklasik %25 oldugu, 48 saat boyunca ise; salimin artarak yaklasik %44 oldugu
gbzlenmistir. 48 saat sonrasinda 6rnek alinmaya devam edilmis ve salim %45-%50
araliginda sabit kaldig1 gozlenmistir. iki grafik arasinda gozlenen bu salim oramndaki
farklilk FK+(PHO+kur) formiilasyonunda bir miktar fazla kurkumin igermesinden

kaynaklanmaktadir (Sekil 5.19).
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Sekil 5.20. FK+(PHO+kur) film formiilasyonundan salinan kurkuminin zamana (saat) dagilimi (n=3)

Her iki grafikte de salimin Oncelikle artmasi ve sonra sabit kalmasi birbiri ile
uyumlu olup, beklenen bir sonugtur. Sekil 5.17.”de salimin sabit kaldig1 aralik %25-%30
iken; Sekil 5.19’da %45-%50’dir. Bu sonug¢ tasidiklari etkin madde miktar: ile

uyumludur.

PHO’nun pargalanmasi olduk¢a zaman alan bir siiregtir. PHO nun sahip oldugu

nanosfer ve mikrosferlere kurkumin hapsolarak, PHO parcalandik¢a kurkumin salinmasi
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gerceklesir (Raza vd., 2018). 48 saat sonrasinda etkin maddenin salimin yavas olmasinin

sebebi, PHO’nun par¢alanma hizinin yavas olmasi ile agiklanabilir.

5.7.Sitotoksisite Calismasi Sonuc¢lari

Hazirlanan film formiilasyonlarinin sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in MTT
yontemi boliim 4.7°de verildigi sekilde uygulanmistir. Bu yontem ilaglarin taranmasinda
hiicre canliliginin ve sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak uygulanan bir

yontemdir (Bahuguna vd., 2017).

Hazirlanan film formiilasyonlarinin yara bolgesinde toksik 6zellik gdstermemesi
beklenmektedir. Etkin madde olarak kullamilan kurkuminin anti inflamatuar, anti
enfeksiyoz, yara iyi edici ve doku yeniden modelleme 6zellige sahip oldugu bilinmektedir
(Mahmood vd., 2015). Ayrica hizli metabolize olarak iyilesme siirecini hizlandirirlar
(Kim vd., 2011). Ancak film formiilasyonlarinda kullanilan diger maddelerin sitotoksik

ozellik gostermemesi de iyilesme siirecinde 6nemli bir parametredir.

Film formiilasyonunda kullanilan PEG hiicre zarlar ile etkilesebilen, biyolojik
olarak parcalanabilen ve hicbir toksik etkisi olmayan bir maddedir (Jaschke vd., 1994,
Vuksanovié¢ vd.,2013). la¢ tasinmasinda jelatin yap1 olusturdugu icin tercih edilmektedir
(Gohel vd., 2003). Film formiilasyonunda kullanilan bir diger madde olan Kollicoat MAE
100 P film yapisina giiclii ve esnek bir yap1 saglar. (Amado vd., 2017). Kollicoat MAE
100 P sitotoksisite ¢alismasi ile non toksik 6zellikte oldugu bilinmektedir (Prada vd.,
2019). Ayrica Kollicoat pH 5’in iistiinde bozunarak tasidigi etkin maddeyi salmaya baslar
(Amado vd., 2017; Prada vd., 2019).

Film formiilasyonlarinin hepsinde ayni doz kurkumini icerecek sekilde tartilarak
hazirlanmis ve 4 tekrarli olarak HaCat hiicreleri ile MTT testi yapilmistir (Sekil 5.21).
Chu ve arkadaglarinin 2015°de ve Lundvig ve arkadaslarinin 2015°de yaptig1 ¢aligma ile
kurkuminin sitotoksisitesinin 20 uM dozda kullanildiginda arttig1 belirtilmistir.
Kurkuminin 10 uM olarak kullanilan dozunda hiicre canliliginin %80 iistiinde oludugu
tespit edilmistir. Bu sebeple tiim formiilasyonlarda 10 uM dozunda kurkumin igeren

filmler kullanilmistir.

96



140.00%
118.23% 122.91%

120.00% 111.33% 117.00%
100.00%
100.00%
= 80.00%
5 60.00%
X 40.00%
20.00%
0.00%
> Q >
«Q& oX Q,X& S &
& ¢ X@” &
e &

Numune isimleri

Sekil 5.21. Sitotoksisite deneyi sonuglari (n=3) (Kontrol: HaCat hiicreleri, FB+(PHO+kur): HaCat
hiicresine FB+(PHO++kur) film uygulamasi, FB+PHO: HaCat hiicresine FB+PHO film uygulamast,
FK+(PHO+kur): HaCat hiicresine FK+(PHO+kur) film uygulamasi, Kurkumin: HaCat hiicresine
kurkumin uygulamasi)

Kurkumin yiiklii polihidroksialkanoatin endotelyal hiicreler iizerinde yapilan
sitotoksisite deneyi sonucunda %90 iizerinde hiicre canlilig1 ile diisiik toksik ozellik

gostermektedir (Simion vd., 2013).

Sitotoksisite sonucunu igeren Sekil 5.21°de goriilen grafikte, kontrol grubu olarak,
sadece HaCat hiicreleri kullanilmistir. Alinan yiizdelik degerler kontrol grubu referans
alinarak hesaplanmistir. Grafikte FB+PHO etiketli 6rnek, HaCat hiicrelerine FB+PHO
kodlu filmin uygulanmasi ile elde edilen % hiicre sag kalimini %118.23 veririr. Kurkumin
etiketli ornek ise; HaCat hiicrelerine kurkuminin 10 pM’lik uygulamasi sonucunda hiicre
sag kalimini, % 117,0 olarak verir. Bu iki sonucu degerlendirdigimizde, FB+PHO filmin
ve kurkuminin kontrol grubuna gore, hiicre canliligini arttirdigr gézlenmistir. FB+PHO
filmin, kurkumine gore yaklasik %1 farkla hiicre canliiinin daha iyi oldugu
gozlenmeistir. Witko ve arkadaslarinin 2020°de yaptigi calisma ile PHO’nun hiicre
canliligint ve gocilinii arttirdig literatiir bilgisi dikkate alindiginda elde edilen veri

PHO’nun hiicre proliferasyonuna destek oldugunu gostermektedir.

FB+(PHO+kur) %118,23 hiicre canliligi gosterirken, FK+(PHO-+kur) aym
miktarda kurkumin igermesine ragmen %122.91 hiicre canlilig1 gostermektedir. Bunun

sebebinin, FK+(PHO+kur) filminin suda ¢oziilebilen kism1 olan PEG400 ve Kollicoat
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MAE 100P hizli pargalanarak igerisinde bulunan kurkuminin salimini sagladiklar1 bu
nedenle hiicre sag kaliminin daha yiikssek oldugu diistiniilmektedir. FB+(PHO-+kur)
filminde ise; PEG400 ve Kollicoat MAE 100P parcalansa bile kurkuminin miktar olarak
daha fazla kism1 PHO polimeri igerisine gdmiilii oldugu i¢in salimin ¢ok yavas olmasi
nedeni ile % hiicre canliligt FK+(PHO-+kur) filmine gore daha diisiik bulunmugtur.
Sitotoksisite sonuglarina genel olarak baktigimizda hazirlanan tiim film orneklerinde
kontrol grubuna gore % hiicre canliligin1 arttirarak, hiicre sag kalimimi destekledigi
gozlenmistir. Elde ettigimiz bilgi hem etkin madde olan kurkumin hem de PHO’nun

hiicre sag kalimin1 destekledigine ait literatiir ile uyumlu bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinin ilk asamasinda, mikrobiyal kaynakli biyopolimer olan
polihidroksioktanoat iiretimi ve ikinci asamasinda ise bu polimerin film yapida tastyici
sistem olarak kullanilarak kurkumin ile formiile edilmesi ve film formiilasyonlarin

karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

Biyopolimer iki agamali kiiltiir ortaminda Pseudomonas mendocina suslarinin 6nce
hiicre yogunlugu arttirilmis ve daha sonra oktanoat besiyerinde ve belirli kosullarda
inkiibasyonu sonrasinda, kloroform sodyum hipoklorit dispersiyon yontemi ile polimer

izole edilmistir.

Elde edilen PHO yapisal 6zelligi yapiskan oldugu ve yavas bir bozunma gdosterdigi
icin, film olusturma sirasinda Kollicoat MAE 100P ve PEG400 polimer ile belirli
oranlarda karstirilarak formiile edilmistir. Olusturulan film tasiyici sisteme, etkin madde

olarak kurkumin yiiklemesi gerceklestirilmistir.

Elde edilen polimerin ve film sistemleri ile kurkiminin fizikokimyasal
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla, NMR, FTIR, DSC, XRD ve SEM analizi
yapilmistir. P. mendocina’nin oktanoat besiyerinde yetistirilmesi sonucunda ekstrakte
edilen polimerin monomer kompozisyonunun kantitatif analizi ve ¢oziicli safsizliginin
tespiti NMR analizi ile gegeklestirilmistir. FTIR ve NMR analizi sonucunda elde edilen
piklerin literatiirdeki spesifik pikler ile uyumlu olmas: ile polimerin PHO oldugu tespit
edilmistir.

Hazirlanan sistemlerin [FB+PHO, FB+(PHO+kur), FK+(PHO+kur)] ve
kurkuminin, toksisite ve hiicre yenilemesi iizerindeki etkinliginin belirlenmesi HaCat
hiicreleri kullanilarak yapilmistir ve sonug olarak film formiilasyonlarinda ve kurkuminde
kontrol grubuna gore hiicre canliligininda artis tespit edilmistir.

Hazirlanan sistemlerden kurkuminin zamana gore salinma hizinin belirlenmesi i¢in,
FB+(PHO-+kur) ve FK+(PHO-+kur) formilasyonlart i¢in 3 aylik salim caligmalari
gerceklestirilmistir. Salimin 48 saat boyunca arttig1 ve daha sonra FB+(PHO+kur) icin
9%38-40, FK+(PHO+kur) i¢in %45-50 oraninda sabit kaldigi gozlenmistir. Etkin
maddenin yavas sekilde uzun siireli salinmas1t PHO’nun yikim hizinin yavas olmasina
bagli bulunmustur.

Hiicre canlilik oran1 ve salim profilinden elde edilen sonuglar ile bu tez kapsaminda

elde ettigimiz biyopolimerin, kurkumini yavas salabilecegi ve hiicre canliligini
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arttirabilecegi in vitro olarak belirlenmistir. Bu sistemin, yara iyi edici etkinliginin,

gelecekte hayvan calismalar ile in vivo olarak da desteklenmesi uygun olacaktir.
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