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OZET

Arastrmada Rhizobium meliloti, Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium
Phaseoli, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium viciae ve Rhizobium sp.
tiirlerine ait toplam 31 adet sus kullamimustir. Bakterilerin karbon kaynaklarim
kullanma yetenekleri belirlenmis ve suslarin monosakkarit olarak glukoz,
dekstroz ve mannitolu kullandiklan gozlenirken, trehaloz, ksiloz, rafinoz,
maltoz, galaktoz, sukroz, laktoz ve piriivik asit-sodyum tuzunu kullanma
yeteneklerinde farklihk gosterdikleri tespit edilmistir. Genel olarak Rhizobium
suslarm asidik ortamda iiremedikleri gozlenirken, suslardan yalmz R. viciae
¥69, F111, R phaseoli Fa28, Fadl, R. cicer N1, N2, N4, N6’mn pH 4,5’te
iiredikleri ve bu suslarm asite tolerant olduklan tespit edilmistir. Bakterilerin
toplam hiicre proteinlerinin SDS-PAGE analizi yapilmig, proteinlerin molekiiler
agirhklan 11-215 kD arasinda oldugu bulunmustur. SDS-PAGE analizi, aym
tiire ait suglarm protein profillerinin birbirine benzer oldugunu, diger tiirlerden

farkh oldugunu gostermistir.

Rhizobium bakterilerin PHB iiretimleri spektrofotometrik olarak belirlenmis,
hiicredeki polimer igeriginin kalitatif tayininde ise Nile Blue A kullamlmstir.



Bakteri kolonilerin PHB miktarmma bagh olarak 254 nm UV 5151 altinda rengin
pembeden turuncuya dogru degisiklik gosterdigi gozlenmistir. Bakterilerin
PHB iiretimleri hiicre kuru agrh@ma gore %5,37-57,09 arasinda degistigi
bulunmugstur. Maksimum PHB iiretimi gosteren R. viciae F111 (%57,09), R
meliloti Y11 (%39,25) ve B. japonicum S Irat Fab (%34,43) suslarmn farkh
karbon ve azot kaynaklarinda PHB iiretimleri arastindmstir. R. meliloti Y11 ve
B. japonicum S Irat Fab suslan karbon kaynad olarak glukoz besi ortamunda
maksimum PHB verimi gosterirken (sirasiyla, %83,75 ve %34,31), R. viciae
F111 susu mannitol iceren besiyerinde yiiksek oranda (%41,22) PHB iiretmistir.
Suslarn azot kaynaklarmda (F111 diginda) PHB verimlerinin yiiksek olmadig
bulunmustur. Azot kayna@ olarak proteaz pepton iceren besi ortamnda R.
meliloti Y11 susu maksimum %26,23 ve B. japonicum S Irat Fab susu %26,78
PHB iiretirken, R. viciae F111 susu asparajin azot kaynaginda maksimum
%48,13 oraninda PHB iiretmistir. Ayrica kiiltiir ortamunin asitligi arttikca PHB
iceriginde azalma oldugu bulunmustur.

Yiiksek PHB iireten suglar arasmndan R. meliloti Y11 susu secilerek mutasyonun
PHB iiretimine etkisi incelenmistir. Fiziksel mutajen olarak farkh siirelerde 254
nm dalga boyunda UV 1smm, kimyasal mutajen olarak da farkh
konsantrasyonlarda akriflavin, S-bromourasil ve  nitrosoguanidin
uygulanmigtir. Muhtemel mutant suglar ile atasal susun PHB iiretimleri tespit
edilmis ve bir y1l arayla suslarn PHB sentez yetenekleri incelenmistir.
Muhtemel mutant suslar ilk Olciimlerde atasal susa kiyasla daha diisiik
oranlarda PHB iiretirken, bazn suslarin bir yil sonraki ol¢iimlerde PHB
iiretimlerinde yiikselme oldugu tespit edilmistir.

Arastirmada, farkh melas konsantrasyonlarinda R. meliloti Y11, B. japonicum S
Irat Fab ve R. viciae F111 suslan iiretilmis ve bu besi ortamlarinda suslarm
PHB iiretimleri incelenmigtir. R meliloti Y11 susu melasm %.0,5
konsantrasyonunda maksimum %56,31 oraninda PHB iiretirken, R. viciae F111
ve B. japonicum S Irat Fab suslannda PHB iiretimin diisiik oldugu



belirlenmistir. R. viciae F111 susunda kiiltiir ortamindaki viskozitenin artigina
bagh olarak PHB veriminde bir azalma oldugu gézlenmistir.

Rhizobium bakterilerin baz test bakterileri iizerinde genel inhibisyon etkileri
agar difiizyon metodu ile incelenmistir. Kullamlan test bakterileri iizerinde
Rhizobium bakterilerin inhibisyon etkilerinin olmadigz bulunmustur.

Rhizobium suslarimn plazmid DNA profilleri ¢ikanlarak, bunlarin molekiiler
agirhklan tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore yalmz 13 adet susun
plazmid icerdigi, diger suslarda plazmidin bulunmadign goézlenmistir.
Bakterilerde plazmidlerin molekiiler agrhklann 13,5-16,74 kb arasmda
bulunmustur.

Bilim Kodu : 401.02.00
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ABSTRACT

In the research, a total of 31 of Rhizobium strains (R. meliloti, R. japonicum, R.
Phaseoli, R. leguminosarum, R. viciae, Rhizobium sp.) were used. Determination
of carbon source utilization showed that these strains could use glucose,
dextrose and mannitole as monosaccharides while they showed differences in
the utilization of trehalose, xylose, raffinose, maltose, galactose, sucrose, lactose
and pyruvic acid-sodyum salt. Generally, Rhizobium strains did not grow at low
PH, but R. viciae F69, F111, R. phaseoli Fa28 and Fa41, R. cicer N1, N2, N4, N6
strains were able to grow at pH 4,5 and these strains were characterized to be
acid tolerant. Total cell protein profiles of bacteria were analysed using SDS-
PAGE and molecular weights of proteins were found between 11-215 kD. Based
on the protein profiles, it was possible to distinguish all of the strains. According
to the SDS-PAGE analysis, it has been found strains belonging to the same
species showed similarities in their protein patterns and differences from other

species.

PHB production by Rhizobium bacteria was determined by a
spectrophotometric method. A qualitative method using Nile Blue A reagent
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was used for the detection of PHB in the cells. The color of the colonies under
254 nm-ultraviolet ligth at 254 nm ranged from pink to orange depending on
the amount of PHB in the cells. It was found that the PHB contents of the
strains the cell dry weight were between 5,37-57,09%. The effects of different
carbon and nitrogen sources on the production of PHB by some of the strains
were examined. For this purpose the strains R. viciae F111 (57,09%), R. meliloti
Y11 (39,25%) and B. japonicum S Irat Fab (34,43%) which had been shownto
have the highest PHB production were used. The maximum yield of PHB for R.
meliloti Y11 and B. japonicum S Irat Fab strains were 83,75% and 34,31% of
the cell dry weight respectively when they were grown in glucose medium as the
carbon source. R. viciae ¥111 produced a high level of PHB (41,22%) in the
mannitol medium. The percentage yield of PHB by the strains (except F111) was
not found high in the media containing nitrogen sources. While the highest PHB
accumulation was obtained with the strain R. meliloti Y11 (26,23%) and B.
Japonicum S Irat Fab (26,78%) grown in the medium containing protease
peptone, R. viciae F111 was produced 48,13% of PHB in medium containing
asparagine. The PHB concentration of the cells decreased with decreasing pH of

the cultures.

Amoung the strains showing the highest production of PHB R. meliloti Y11 was
selected for mutation studies. Acriflavine, 5-bromourasil, nitrosoguanidine as
chemical mutations and UV irridiation at 254 nm as physical mutation were
applied on the selected strain. The PHB production by parent and mutant
strains were determined periodically and continued one year interval
Compared with the parent strains the percentage were determined in the first
period of measurement. The amount of PHB in some mutant strains increased
in the second period measurement. In addition, the effects of physical and

chemical mutations on the production of PHB by the strains were different.

Ability of strains in the production of PHB by R. meliloti Y11, B. japonicum S
Irat Fab and R. viciae F111 grown in different concentration of beet molasses
were stiidied. While R. meliloti Y11 strain produced maximum of PHB as



56,31% in medium containing 0,5% beet molasses, R. viciae F111 and B.
Japonicum S Irat Fab strains in beet molasses medium showed production of
PHB at lower percentage. A lower yield of PHB for R. viciae F111 was observed

with increasing viscosity of the medium.

The agar diffusion method was used to study the general inhibitory effect of
Rhizobium strains on some test bacteria. None of the strains were shown to have

any inhibitory affect on test bacteria.

Plasmid DNA profiles of Rhizobium strains and their molecular weight were
determined. According to the results, only 13 strains carried plasmid, while the
did not carry. Molecular weights of plasmids ranged between 13,5-16,74 kb.

Science Code : 401.02.00

Key Words : Rhizobium, isolation, utizilation of carbon sources,
bioplastic (PHB), different carbon and nitrogen
sources, beet molasses, antimicrobial activity,
protein profile, plasmid DNA

Page number : 175
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" SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu ¢algmada kullamlmig baz simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte
asagida sunulmustur.
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1. GIRIS

Son yillarda ¢evre koruma bilincinin arttirilmasina yonelik ¢aligmalarda Snemle
lzerinde durulan konulardan birisinin de plastik ambalaj malzemeleri oldugu
goriilmektedir. Yerine kullamilabilecek bagka bir malzeme cinsi bulunmadif siirece,
getirilmeye caligilan her tiirlii yasaklama ve kisttlamanm ambalaj malzemesi olarak
plastiklerin kullaniimasim engellemeyecegi agiktir.,

Atiklarin bilylik bir boliimiinii plastik materyaller olusturmaktadir. Atik plastikler
genellikle dier evsel atiklarla birlikte ¢p bosaltma sahalarma atilmakta veya ¢Op
gukurlarma dokiilmektedir. Atik bogaltma sahalarmmn ve gukurlarmin giderek
dolmasi, yakma gibi alternatif ySntemlerin giderek artan maliyetleri, cesitli teknik
sorunlar, enerji kaynaklarm koruma ve atiklari c¢evresel agidan kabul edilebilir
sekilde azaltma istegiyle birlegsince atik plastiklerin yeniden kullanim konusu
giindeme gelmistir (Savasgt vd., 1998). Fakat atik plastiklerin tekrar kullanima
hazirlanmas: i¢in toplama, ayiklama, hammadde haline getirme asamalari maliyeti
oldukga arttirmaktadir. Gergekten de gittikge artan ve bilinmeyen gevresel sonuglar,
biyolojik olarak pargalanabilen plastiklere ilginin her gegen giin biiylimesine neden
olmustur (Dave et al., 1996). Bu sorunlarm ¢8ziimiine ySnelik polimer biliminde
yapilan cahiymalar arasinda biyopolimerler (mikrobiyal termoplastikler) Snemli bir
yer tutmaktadir,

Biyolojik olarak parcalanabilen poli-B-hidroksibiitirik asit (PHB)’in &zellikleri
yillardan beri bilinmesine ve alnan patentlerin 1962’de J.N. Baptist tarafindan
Amerika’da orijinal olarak dosyalanmasma ragmen 1982°de Imperial Chemistry
Industries Plastic (ICI plc.) tarafindan bu polimerin Biopol ticari adiyla
pazarlanmasma kadar, polihidroksialkanatlarm (PHA) ve PHB’nin endiistriyel

tiretimi {izerinde yeterince durulmamustir (Anderson and Dawes, 1990).

Biopol, Alcaligenes cinsine ait bakteriler kullanilarak endiistriyel olarak {iretilmis ilk
biyoddniisiimlii plastiktir. Bu materyal, dofal ve sentetik polimerlerin tiim
avantajlanm tagmaktadir. Giigli kristal yapida olup polimer ya da monomer



birimlerine bagh olan, elastik kaucuklara benzeyen gesitli ozelliklere sahiptir
(Holmes, 1985).

1920°li yillarda, bazi bilim adamlarmin, bakteri hiicresinde yedek enerji kaynagfi
olarak PHA smifimin bir iiyesi olan PHB’nin biriktirildigini saptamalari, o zamanlar
heniiz farkina varilmayan giiniimiizde yogun ilgi odag: olan yeni bir plastik malzeme
smifimn  kesfinin baglangici olmugtur. Karbon, azot, fosfor, potasyum gibi
elementlerin herhangi birinin kisitlanmas: ile bakteri bu gerilimli ortamda canhhfm
devam ettirebilmek icin ilerde kullanmak amaciyla enerji deposu olarak bu polimeri
biriktirmektedir (Lee, 1996).

Birgok mikroorganizma tarafindan dogal olarak sentezlenen PHB’nin, yiiksek
miktarlarda dretilen ve ¢ogunlukla ambalaj malzemesi olarak kullamlan
polipropilenin 6zelliklerine benzerlik g&stermesi, bu termoplastifin Avrupa, Amerika
ve Japonya’da endiistriyel ¢apta iretimine iz kazandwrmustir. Dogaya terk edildigi
zaman petrol kékenli plastiklerin uzun yillar bozulmadan kalmasi yaban hayat igin
toksik etki yapmaktadir. Soﬁuq olarak tiim diinyada geleneksel polimerlerin

kullamminm  azaltilmast amaglanmis, buna yonelik ¢alismalara baslanmugtir
(Braunegg et al., 1998).

Ozellikle son yillarda diinya niifusunun hizla arttif: ve buna paralel olarak da yagam
sartlarma goére plastik kullanimlarinda artiy goriildiigti bir dSnemde, petrolden elde
edilen plastigin bir takim ekolojik problemler yarattif1 g6z Oniine almirsa, ¢ok gesitli
mikroorganizmalarca sentezlenen PHB’nin ¢evre sorununun ¢dziimlenmesinde
onemli katk: saBlayacag diigliniilmektedir.

Biyolojik plastikler, gevre korunmasma karsi petrolden elde edilen plastiklere
alternatif olarak kabul edilseler de, genis bir uygulama alanmna sahip petrol kokenli
geleneksel plastiklerle karslagtirldiginda  maliyetinin  daha fazla oldugu
bilinmektedir (Lee, 1996). Bu nedenle biyolojik polimerlerle ilgili aragtirmalar, farkli
mikroorganizmalardaki PHB iiretimi, farkli ¢evrelerden PHB (reten yeni
mikroorganizmalarm  izolasyonu, PHB irettigi bilinen mikroorganizmalarm



ozelliklerinin iyilestirilip liretiminin arttirlmasma ya da ¢esitli ve ekonomik karbon
kaynaklarinda gelisebilen mikroorganizmalarm segimine ySneliktir.

Bu ¢ahgmada, dogada yaygm olarak bulunan baklagillerin koklerinde nodiil
olusturarak havadaki azotu fikse eden ve bu 6zelliginden dolayr dogal azot giibresi
olarak kullamlan Rhizobium cinsine ait bakterilerin PHB {iretim yetenekleri
incelenmigtir. Bakterilerin farkh azot ve karbon kaynaklarinda siireye bagh olarak
PHB {iretimleri arastirilmig, en uygun besi ortaminda en iyi PHB fireten sugun se¢imi
hedeflenmigtir. Ayrica suglarm, atik madde olan Melas’taki PHB miktarlar
incelenerek ekonomik yonden polimer iiretimi amaglanmmgtir. Calismada kullamlan
bakterilerin plazmid DNA sayilann ve molekiiler agirliklan belirlenmis, SDS-PAGE
ile elde edilen toplam protein profillerine gore suslarn ayrim hedeflenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Prokaryotik Hiicre inkliizyonlarn ve Poli-B-Hidroksibiitirat (PHB)’m

Tarihgesi

Hiicre inkliizyonu formunda olan $karyotik depo materyalleri, genelde lipitler veya
polisakkaritlerdir. Mayalar, flamentli funguslar gibi 6karyotik hiicreler ve hayvansal
hiicreler, biiyiime kosullann diizensiz oldugunda, nisasta veya glikojen (amilopektin)
gibi ¢oziinmeyen polisakkaritler ya da intraselliiler yag kiirecikleri biriktirirler.
Bunlar basit boyama yontemleri uygulanarak kolaylikla tammlanabilirler. Ornegin
lipitler Sudan Black ile mavi-siyah boyamr. Glikojen, fodin ile kahverengi veya
pembeye boyanir ve mikroskopta kolaylikla goriilebilir (Lafferty et al., 1988).

Prokaryotik hiicrelerde, hiicre i¢i inkliizyonlarin bir ¢esidi olan depo materyallerinin
olusturulmasi, Skaryotik hiicrelerden oldukga farklidir. Hiicre i¢i depo materyalleri,
diger besinler olmadifi zaman organizma tarafindan bir karbon ve enerji kaynag
olarak kullamlmaktadir., Prokaryotik hiicre inkliizyonlarmn biiyiik bir kismu genel
olarak membranla g¢evrili olanlar ve membranla gevrili olmayanlar diye iki gruba

ayrilomgtir (Lafferty et al., 1988).

Birgok prokaryot ve Okaryot mikroorganizma karbon iceren hiicre i¢i depo
materyallerini sentezleyecek enzimatik kapasiteye sahiptir. Bu depo materyalleri,
dengesiz biiyiime kogullari gibi 6zel kosullar altnda organizmalar tarafindan
sentezlenen maddeler olarak bilinirler.

Mikroskobun, mikrobiyoloji alannda kullanilmaya baglamasindan bu yana, birgok
kez kii¢lik "yag damlalar1"mn bazi bakteri hiicrelerinde diizenli bir sekilde gdzlendigi
belirtilmigtir. Rhizobium hiicreleri igindeki bdyle graniillerin nodiillerden izole edilen
bakteroidlerde de bulundugu gdzlenilmis ve bunlar “ig181 kiran damlaciklar” olarak
belirtilmistir. Birgok mikrobiyolog, bakterilerdeki lipofilik graniilleri ¢ok 6nceden
tammlamig olmasma ragmen, bu partikiillerin yapisi ilk kez Lemoigne tarafindan
1923 yiinda ortaya konmustur. Aragtirmacy, Bacillus subtilis kiiltiirleri distile suda



otolize oldugu zaman, bilinmeyen bir asit olusumu ile pH’nin azaldigim gdzlemistir.
Bu bilinmeyen asidin, seker hastalarmda gériilen iirindeki B-hidroksibiitirik asite
benzer oldugu sonradan bulunmustur. Arastirmacilar, Bacillus megaterium’un otolizi
esnasinda B-hidroksibiitirik asit monomerleri olustufunu ve bu monomerlerin
kaynagmm poli-B-hidroksibiitirik asit oldugunu kesin olarak ortaya koymuslardir
(Lemoigne, 1923; Anderson and Dawes, 1990; Lee, 1996).

PHB’nin mikrobiyal sentezi uzun yillar aragtirma konusu olmamustir. Lafferty et al.
(1988)’in bildirdigine gore, gram negatif bakterilerde PHB sentezini ilk kez gdsteren
Forsythe ve grubu olmustur. Buna ilaveten aragtiricilar PHB sentez yeteneSinin
varligmmn ya da yoklugunun, bir taksonomik kriter olarak kullamlabilecegini de rapor
etmiglerdir. Aym yillarda bakteriyal biomasstan PHB’nin Kantitatif belirlenmesi i¢in
ilk pratik metodlardan biri gelistirilmistir. Hiicreleri, PHB’nin diginda tiim hiicresel
bilesiklerin ¢dziinebildigi standart sartlarda alkali hipoklorit solusyonu ile muamele
etmiglerdir. Bu sekilde elde edilen PHB graniillerinin yogunlugu, hiicre i¢indeki PHB
miktartyla baglantih olarak belirlenmigtir Bu metod geligtirilmeden Snce Lemoigne,
PHB’yi kuru bakteri kiitlesinden kloroform ile ayrmis ve gravimetrik olarak
belirlemistir (Lafferty et al., 1988).

Birgok bakteri cinsinin PHB sentezleme yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir ve
farkh cinslerde sentezlenen PHB’nin infrared absorbsiyonu ile X-1sim differaksiyonu
gibi fiziksel §zellikleri birbirine benzemektedir. BSylece bir depo materyali olan
PHB’yi sentezleme yeteneginin prokaryotik mikroorganizmalarda ¢ok yaygmn oldugu
bulunmugstur (Braunegg et al., 1998).

Hiicreici depo gramiilii olarak sentezlenen ve biriktirilen PHB, mikroorganizma igin
karbon ve enerji kaynafi olarak kullamhr. Buna ilaveten lokal oksijen
konsantrasyonlarinin  diizenlenmesinde, sporulasyon igin enerji saglanmasmda ve
rediikleyici ekivalentler igin elektron havuzu olarak da rol oynar (Anderson and
Dawes, 1990; Madison and Huisman, 1999).



2.2. PHB’nin Ozellikleri

Bakteri hiicrelerinde PHB graniilleri faz-kontrast veya elektron mikroskop
kullamldigmda kolayca gdzlenebilir. Graniiller, 100-800 nm ¢apmda olup genellikle
kiiresel gekildedirler. 2-4 nm kalmliginda iinit olmayan bir membranla gevrilidir.
Izole edilen PHB graniilleri yaklagik %98 PHB ve %2 protein icermektedir. Bacillus
cereus’tan izole edilen PHB graniillerinin %50’si merkezi bir g¢ekirdekten
olusmaktadir. Bu gekirdek en dista bir membranla tekrar g¢evrilmigtir. Yapilan
aragtirmalar sonunda her bir graniilin fibriler yapida oldugu ve 10-15 nm
uzunlugunda polimerik PHB graniillerinden olugtudu saptanmigtir (Anderson and
Dawes, 1990). Arastiricilar bu fibrillerin e zamanh sentez ve suda ¢dziinmeyen bir
polimer yapisinda, kristalizasyonun bir sonucu oldufunu ileri siirmiiglerdir. Ayrica
aragtirmacilar, bakteri hiicrelerinden hi¢ bozulmamug dogal PHB graniilleri elde
etmedeki zorluklar nedeniyle, PHB sentezinin fiziksel mekanizmas: konusunda halen
baz1 belirsizlikler oldugunu agiklamglardir. Ancak, hiicre i¢indeki PHB’nin yiiksek
bir kristallenme yiizdesiyle (%80) fibriler bir yapiya sahip oldugu kesin olarak
bilinmektedir (Abe et al., 2000).

PHB, sag el kuralma uygun iki kath kivrilmig bir heliks olup, her bir iplik 0,596
nm’de bir tekrarlanmaktadwr. Optik olarak aktif olan PHB, D(-)
konfigiirasyonundadir. Konfigiirasyonu ve kaynama noktalarmm hemen hemen
birbirine yakinlifi nedeniyle polipropilen ve PHB, yapisal olarak benzerlik
gOstermektedirler. Biyouygunluk ve biyoddniigiim gibi Onemli &zelliklere sahip
olmalari, aym derecelerde kristallesmelerine ragmen bunlarin kimyasal &zellikleri
tamamen farklidir. Fiziksel olarak PHB, propilenden daha sert ve kirilgandir. Fakat
UV 1518ma karg:1 daha direnglidir (Holmes, 1985).

PHB, D(-)-3-hidroksibiitirik asitin makromolekiiler bir polimeridir. izolasyon
yOntemi, kullamlan bakteriyal sus, substratin tipi, inkiibasyon siiresi ve oksijenin
kismi basmci polimerin kimyasal yapismda degisikliklere neden olmaktadir
(Anderson and Dawes, 1990; Madison and Huisman, 1999).



Barham et al. (1984), ¢dzelti halindeki PHB’yi goktiirerek tek lamelli kristaller elde
etmisler, lameller arasindaki kalnhk ile 25-125 °C arasindaki kristallesme
sicakhgmmn birbiriyle iligkili oldupunu saptamuslardw. Bu aragtmicilar eritmeyle
kristalizasyonda PHB’yi kimyasal olarak saf ve kiiresel seklinde elde edip, bunlari
kristalizasyon sicakhgma gore aywmuglardir. Bu ylizden PHB’nin preparasyon

ydntemi onun hem morfolojisi hem de fiziksel 8zelliklerini belirlemektedir.

PHB’nin fiziksel 6zellikleri kullarulan bakteri susundan elde edilen polimerin
molekiiler agrhima baghdir. Ayrica PHB’nin mikrobiyal kiitleden ekstraksiyonu
srrasinda molekiiler agirhgnda bir azalma olmaktadir (Lafferty et al., 1988).

Isik-yaylma Olgtimlerine gére PHB graniillerinin molekiiler agirhklar: 5x10°
civarindadir ve her bir graniil minimum 1000 polimer zincirinden olugmaktadir.
Alcaligenes eutrophus’taki PHB graniillerinin %40 su icerdigi tespit edilmistir.
Hiicredeki graniil sayis1 da incelenmig, graniil sayismm polimer birikiminin basladif1
erken gelisme safhalarinda sabit oldugu belirlenmistir (Anderson and Dawes, 1990).

PHB, kopolimerleri kadar iyi bir sekilde preslenebilir, bigimlendirilebilir, lif haline
doniistiiriilebilir, filmleri yapilabilir ve polietilen gibi diger sentetik polimerlerle
heteropolimerler yapmminda kullamilabilir. Sentetik polimerlere kiyasla PHA’mn
fiziksel Gzellikleri PHV/PHB molekiiler oranmnmn degigtirilmesiyle diizenlenebilir.
PHB kopolimerleri difer kopolimerlerden ¢ok daha kullamghdr (Witholt and
Kessler, 1999).

Fonksiyonel PHA’larin, primer sekansindaki difer metabolitler veya gesitli
fonksiyonel — monomerlerle  baglantii  olarak  biyosentetik  prosediirlerle
hazirlanabildigi agiklanmustir. A. eutrophus’un, polietilen glikol ve polisakkarit
iceren ortamdaki fermentasyonu ile —OH wuglu blok polimer igeren PHA
sentezlenmistir (Hiki et al., 2000). Besi ortammda yapilan degisiklerle kopolimerin
monomer kompozisyonunun ve molekiller aZrhfmmn kontrol edilebildigini
ispatlamuglardir. Arastirmacilar, sentezledikleri kopolimer blogun termoplastik olarak
kullamimda yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu da agiklamglardur.



Madden et al. (2000), Ralstonia eutropha’yr glikoz, propiyonik asit ve 4-
hidroksibiitirik asit veya biitirolakton karbon kaynaklarmda gelistirdiklerinde
bakterinin poli-3-hidroksibiitirat—co-3-hidroksivalerat-co-4-hidroksibiitirat
terpolimerlerini sentezledifini saptamuslardr. Monomerlerin farkh kisimlarii igeren
terpolimerlerin  termal ve mekanik O6zelliklerini karakterize etmislerdir.
Terpolimerlerin, kaynama sicakhgmm olduk¢a diisiik oldufunu ve monomerlerin
mekanik yonden daha iistiin 6zellikte oldugunu savunmuslardir.

2.3. PHB’nin Biyosentezi

Prokaryotik hiicrelerde PHB nin intraselliiler sentezi i¢in ilk bilegik Asetil CoA’dur.
Genel olarak PHB, 3-Ketotiolaz, asetoasetil-CoA rediiktaz ve PHB sintaz tarafindan
katalize edilen {i¢ reaksiyon basamaBi ile Asetii CoA’dan sentezlenmektedir
(Anderson et al, 1990). Asetii CoA’nmin hiicreleraras1 konsantrasyonunu arttirici
sartlar, PHB’nin sentezi lizerinde pozitif etki yapmaktadir (Lee, 1996). PHB’nin
hiicre i¢i sentezi lizerine cesitli ara yollarm etkisi B. megaterium’da incelenmigtir.
Birgok mikroorganizmanin PHB sentezinde ara bilesik olarak asetat1 igerdigi
bildirilmigtir.  '*C-B-hidroksibiitiril-CoA  kullanmak  suretiyle bu bilesigin
Rhodospirillum rubrum ve B. megaterium’da PHB sentezinde 6nemli bir ara iirlin
oldugu gosterilmistir (Anderson and Dawes, 1990; Lee, 1996). Steinbiichel and
Schlegel (1991), PHB sentezinde anahtar reaksiyonun, iki molekiil Asetil CoA’nin
Asetoasetil CoA’ya d6niistligii reaksiyonun oldugunu dogrulamglardir.

A. eutrophus H16’da PHB’nin sentezindeki baghca reaksiyonun, iki molekiil
CoA’nin Asetoasetil CoA’ya doniiglimiinii igerdigi belirlenmistir. Bu reaksiyon, B-
ketotiolaz ile katalize olmaktadir. Asetil CoA, reaksiyonun asetoasetil CoA rediiktaz
tarafindan katalize edilmesiyle B-hidroksibiitiril-CoA’ya doniigmektedir. Bu molekiil
de PHB polimeraz enzimi ile PHB’ye polimerize olmaktadir. Polimeraz enzimi
sadece PHB’nin sentezinde rol oynamamakta, ayn1 zaman da PHB’nin hiicrelerde
tekrar kullanilmasinda da grev yapmaktadir (Lee, 1996).



2.4. Bakterilerde PHB Uretimi

Polihidroksialkanatlar, hidroksialkanatlarm poliesterleridir. Bu poliesterlerin en iyi
bilineni {izerinde en ¢ok ¢alisimasindan dolayr PHB’dir. Birgok bakteri PHB ve
diger kopolimerleri, fazla karbon kaynagi altmda azot, fosfor, magnezyum veya
oksijenin simurlandig1 dengesiz gelisme sartlarinda sentezler ve intraselliiler olarak
depo eder. Giiniimiizde PHB depo eden 300°den fazla gram (~) ve gram (+) bakteri
tespit edilmistir. Bu nedenle polimerin etkili {iretimi i¢in tesvik edilebilecek kiiltiir
stratejilerinin gelistirilmesi onemlidir. Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii’nin
mutant suglar ve diger bircok bakterinin PHB’yi depoladi: bilinmektedir. Polimerin
endiistriyel iiretimi, uygun mikroorganizmanin segimi, segilen bakterinin gelisim
orani, polimer sentezi, depolamadaki maksimum oran ve pahalt olmayan karbon
kaynaklarmm se¢imi gibi birgok faktére baghdir. PHA’larm iiyesi olan iizerinde en
siklikla durulan P(3HB), P(3HB-co-3HV) ve P(3-hidroksikekzanat-co-3-
hidroksioktanat kopolimerleri bakterilerde yiiksek verimlilikte {iretilmeye
baglanmgtir (Lee, 1996).

2.4.1. Alcaligenes eutrophus ve A. latus

Alcaligenes eutrophus, endiistriyel PHB iiretiminde en fazla kullanilan bakteri olup,
hiicre i¢inde yiiksek miktarda PHB depoladig: (hiicre kuru agwhgmm % 80°i) tespit
edilmistir. Ingiltere’de (Imperial Chemical Industries), 4. eutropus’un endiistriyel
biyoplastik iiretiminde kullanildig bildirilmigtir (Holmes, 1985).

A. eutrophus’dan elde edilen biyoplastik maddenin sert ve eriyebilen bir Szellife
sahip oldugu, plastigin soguk icecek siselerinde kullaniimasimn uygun olabilecegi
bildirilmigtir. Bakteri, glukoz ve organik asit igeren ortamlarda geligtirildiginde PHB
tiretirken, ortama %2-20 oranmda hidroksivalerat ilave edildiginde, P(3HB)-co-
P(3HV) kopolimerini sentezlemistir (Beyath, 1996).

A. eutrophus susunun PHB biyosentez geninin E. coli’ye klonlandifi ve alict
bakteride gen ekspresyonunun gerceklestigi bazi arastiricilar tarafindan bildirilmistir



10

(Slater et al., 1992;. Liu et al., 1998; Madison and Huisman, 1999; Lee, 1996).
Bakteri tarafindan iiretilen termobiyoplastifin, toprakta fungus ve bakteriler
tarafindan bir kag haftada parcalanabilecegi bildirilmistir (Anderson and Dawes,
1990).

Avustralya’da Biyoteknoloji Arastwma Unitesi’nde pargalanabilen biyoplastik
iiretimi ile ilgili teknik ySntemler gelistirilmistir. Uretimde, Alcaligenes latus’un
mutant tipleri kullanilmustir. Adi gegen bakterinin normal kosullarda {iretildiginde
hiicre i¢i PHB depoladif1 bildirilirken, bakteri pancar sekeri besi ortaminda
iiretildiginde, PHB miktarmm hiicre kuru agirligmmn %80°den fazla oldugu ve PHB
ekstraksiyonundan sonra uygulanan ¢okertmede PHB’nin saflifimn %99°dan fazla
oldugu agiklanmgtir (Beyatly, 1996).

A. latus bakterisinin kopolimer (R)-3-hidroksibiitirat ve 4-hidroksibiitirat {iretimleri
de incelenmistir. Bakteri %1 sakkaroz ve %0.02 gammabutirolakton besi ortamunda
300C’de 2 giin iiretilmigtir. Sakkarozun 3HB’ye doniistiigiini ve bu maddenin
bakteri kuru agirliginm %58’i kadar oldugunu ve (4HB) kopolimerin gamma-
butirolaktondan meydana geldigini, bu madde ile toplam polimerin %60°a
yiikseldigini bildirmiglerdir. Aym aragtiricilar, bakteri yalmz gamma biitirolakton
substratlarda iretildiginde, bakterinin iiremedifi ve polimerin olugmadigim
bildirirken, iki maddeyi iceren besi ortamma fruktoz sekeri ilave edildiginde, bakteri
liremesini sitiimiile ettigi tespit edilmigtir (Hiramitsu et al., 1993).

2.4.2. Azotobacter vinelandii ve Pseudomonas cinsi bakteriler

A. vinelandii UWD mutant susunun, eksponansiyel gelisme fazinda hiicre kuru
agirhgmin %75°i PHB’dir (Page and Knosp, 1989). Seker pancar1 melasinda, yliksek
miktarda PHB depo edildigi de gOsterilmistir. Ayrica farkh kompleks nitrogen
kaynaklan ilavesinin PHB sentezine etkisi incelenmis, %0,2 balik pepton ilavesiyle
bakterideki PHB konsantrasyonun 7,5 g/’ye ulastigi bildirilmigtir. Aragtirmacilar,
hiicrelerin bu besi ortaminda kolay kirilabilir olduklarimi, 45°C’de 10 dak 1 N
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amonyakli suda muamele ederek, polimerlerin saflastirilabildifini de rapor
etmislerdir (Page, 1992c; Page and Cornish, 1993).

Brandl et al. (1988), Pseudomonas oleovorans’i, n-alkanoik asitlerin karbon kaynag
olarak kullanildigi homojen bir aquatik sistemde gelistirmiglerdir. Bu ortamda 24
saatten sonra bakteri hiicre diriiniiniin 1,5 g/I’yi gectii ve hiicre kuru agrhgmm
%49’unun polimer oldugunu rapor etmislerdir. P. oleovorans alkan hidrolaz enzim
kompleksini kodlayan OCT plazmidi ile yag asitlerini oksitlemekte, B-oksidasyon
yolu ile katabolize ederek polimeri olugturmaktadar.

Metilotrofik bir bakteri olan Pseudomonas extorquens’in PHB liretim yetenegi
degisik karbon kaynaklar1 iceren substratlarda aragtiriimugtir. Bakterinin en yiiksek
PHB iiretimi %0,5 metanol i¢eren substratta, hiicre kuru agirhginda %27 olarak
saptanmustir (Karaboz ve Umay, 1994).

2.4.3. Bacillus cinsi bakteriler

Dogal PHB graniilleri, ilk kez Bacillus megaterium ve Azotobacter beijerinckii’nin
DNaz ile muamele edilen hiicrelerden, gliserol yiizeyinden toplanarak izole
edilmigtir (Anderson and Dawes, 1990).

Benoit et al. (1990), B. thuringiensis HD-1 susunda, sporulasyon ile PHB iiretimi
arasmdaki iligkiyi aragtmuglardr. HD1 susunun, glukoz-tripton mineral tuz
kanigiminda  geligtirildiginde laktat, piriivat, asetat, aseton ve PHB iirettigi
bulunmugtur. Bakterinin, asetat1 2-3 biitandiol siklusuna okside ettigi, daha sonra
PHB iiretimi i¢in kullamldifi belirlenmistir. Hiicrede biriktirilen PHB’nin,
sporulasyon sirasinda enerji kaynagi olarak tiiketildigi de saptanmsgtir.

Aktif camur biyokiitlesinde de biyolojik polimerin varhg: kantlanmistir (Dave et al.,
1996). Aragtiricilar, teshis ettikleri 12 bakteriyal sustan, Bacillus cinsine ait 10
bakterinin PHB iirettigini bulmuglardir, Suglar arasmda en yiiksek PHB iiretimini
Bacillus sp. IPCB-403 gostermis, optimum kiiltiir gartlarnda bakterinin %70’inin
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PHB oldugu tespit edilmistir. Ashm vd. (1998), topraktan izole ettikleri farkh
Bacillus tiirlerinde PHB miktarlarinm sus ve tiirlere gére farkhlik gosterdigini
bildirmiglerdir, Aragtirmacilar, suglarn hiicre kuru agihklarma gore %6,53-
48,13’{iniin PHB oldugunu rapor etmislerdir. Bir diger ¢alismada ise, B. sphaericus
suglarmimn yiizde PHB verimleri %5-25,88 arasinda tespit edilmigtir. Suglarm, Beef
ekstrakt ve Sodyum asetatm farkh konsantrasyonlarindaki PHB {iretimleri incelenmis
ve %0,2 Beef ekstrakt konsantrasyonunda B. sphaericus ATCC 7055’in maksimum
PHB verimine (%32,50) ulagtig tespit edilmigtir (Mercan ve Beyatl, 2001).

2.4.4. Diger bakterilerde PHB

Bir aragtirmada, iki adet Acinetobacter sp. sugunun PHB iiretimleri incelenmistir.
Ra3117 susunun amonyak ve fosfat igermeyen sentetik besi ortaminda PHB
liretmedigi, RA 3757 susunun fosfat, amonyum veya siilfat igeren farkh substratlarda
lirettigi PHB miktarinin sirasiyla 2,0; 7,8 ve %11,5 oldugu bildirilmigtir. Bu
cahsmada, B-ketotiolaz ve asetoasetil-CoA rediiktaz enzimlerinin yalmz RA 3757
hiicre ekstraktinda serbest olarak bulundufu tespit edilmistir. Her iki susun PHB
tirettigi veya iiretmedigi durumlarda, B-ketotiolaz enzimi sentezlenirken asetoasetil-
CoA’ya sadece PHB iireten bakteride rastlamildif: agiklanmugtir. RA3757 susu
amonyum icermeyen ve karbon kaynagi olarak asetat, biitirat, karbon ve etanol
iceren besi ortaminda iiretildiginde benzer miktarda PHB iirettigi ve bu susun valerat
icermeyen substratta %5,6 poli-B-hidroksivalerat ve %0,9 orannda PHB direttigi
saptanmgtir (Beyatli, 1996; Madison and Huisman, 1999).

Azospirillium brasilense cd susu, amonyum-malt tuzlarn: iceren besi ortaminda
kesikli ve siirekli kemostat fermenterlerde iretilmigtir. Kemostat fermenterlerde
oksijenin smirlanmasinda, kesikli fermenterde ise C/N oram yiiksek tutulduunda
hiicrelerin eksponansiyel fazda yiiksek miktarda PHB biriktirdigi bildirilmistir. Aym
caliymada, bakterinin 6lim doneminde nitrogenaz aktivitesi incelenmig, enzim
aktivitesinin yiiksek oldugu, hidroksibiitirat dehidrogenaz aktivitesinin az oldugu
agiklanmgtir (Tal and Okon, 1985).
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Iki adet metanotrof tip II bakterinin PHB iiretimi incelenmis, Methanobacterium
organophilum bakteridle PHB’nin bulundufu ve besi ortamlarma metanol ilave
edildiinde, bakterilerin PHB iiretebildigi rapor edilmistir (Madison and Huisman,
1999).

Brandl et al. (1991), fototrofik ve non-siilfiir bir bakteri olan Rhodobacter
sphaeroides’in PHB {iretim potansiyelini arastrmuglardir. Azotun smirlandirildig:
ortamda hiicre kuru agrhgmm %60-70inin PHA oldugunu bildirirken, bu polimerin
%98 mol 3HB ve %2 mol 3HV monomerinden olugtugunu tespit etmislerdir.

2.4.5. Rekombinant E. coli

Maksimum polimer firetimi i¢in rekombinant organizmalarm olusturulmasi, PHA
biyosentez genlerin transferi ile miimkiin olmaktadir. Rekombinant sistemlerde
polimerlerin yiiksek konsantrasyonlarda iiretimi, hi¢ kuskusuz konukgu-plazmid
sistemlerin ve {iretim stratejilerinin geligimine de baghdir. Buna ilaveten, etkili bir
{iretim i¢in, yiiksek kopya sayih stabil plazmidlere gereksinim duyuldufu gibi, test
edilen farkh suglar arasinda uygun bir E. coli susunun da segiminin Snemli oldufu
bildirilmistir (Lee, 1996; Madison and Huisman, 1999).

A. eutrophus (=Ralstonia eutropha), 6nemli bir PHB iireticisi olmasmna ragmen,
bakterinin besi ortaminda yavas gelismesi, kolay lize olmas: ve genetik yonden tam
olarak karakterize edilememesi gibi problemler, PHB’nin ticari gelisimini
engellemektedir (Madison and Huisman, 1999).

PHB’nin iiretimindeki bu tlir engeller, rekombinant sistemlerle agilmaya
caligilmaktadir. Bu tiir galgmalar i¢in PHB’yi dogal olarak sentezleyemeyen E. coli
suslan1 kullamitmaktadir (Lee, 1996).

E. coli’de ilk kez phb genleri eksprese olmasina ragmen, bir ¢ok arastmci PHB
disimda PHB-co-PHV gibi diger kopolimerleri de sentezlediklerini agiklarmslardir
(Anderson and Dawes, 1990).



14

Rekombinant E. céli’de depo edilen PHB, fermentasyon sonunda hiicre kuru
agirhgimin  %80-90’nm olusturmaktadr. 10 farkh E. coli susu ile yapilan bir
¢alijmada %2 glukoz-LB besi ortaminda W, K-12 ve EC3132 suglan %15-33
arasmda PHB depolarken, B sugunun hiicre kuru agirhgmmn %76’smn PHB oldugu
bildirilmigtir. Tipik olarak klonlanan XL1-Blue, JM109 ve HB101 suslar1 ise hiicre
kuru agirhklarina gore %75-85 arasinda PHB biriktirmiglerdir. Yiiksek kopya sayih
plazmidlerle stabilize edilen XL1-Blue susunun, %2 glukoz-LB besi ortaminda saatte
2,1 g/l tiretim ile %81 oraminda PHB iiretti3i agiklanmigtir (Madison and Huisman,
1999).

2.4.6. Transgenik bitki (=4rabidopsis thaliana)

Arabidopsis thaliana, bir tahil bitkisi olmamasma raSmen transgenik polimer
¢alismalan igin segilen ilk bitkidir ve giiniimiizde transgenik bitkilerdeki ekspresyon
¢ahsmalan i¢in model organizmadir (Madison and Huisman, 1999).

Bitkide, PHB sentez izyoluna ait 3-ketoagil-CoA tiolaz enzimi bulunmaktadir. Bu
sitoplazmik enzim, izoprenoidlerin &nciisii olan mevalonat1 sentezlemektedir. Tiolaz
enzim aktivitesinin varhg1 nedeniyle, Ralstonia eutropha’mn phbB ve phbC genleri
bitkiye transfer edilmigtir. Sitoplazma, vakuol ve nukleusta 0,2-0,5 um ¢apmda PHB
graniillerinin depolandi1 goriilmiigtiir. Bitki taze agwhgmm 100 pg/g’mmn PHB
oldufu agiklanmmstir, Mevalonat izyolundan substratn ani azahgmm, bitkinin zayif
gelismesine neden oldufunu, bu problemin giderilmesi ve polimer birikiminin
arttirilabilmesi i¢in doku spesifitesi ile gen ekspresyonunun diizenlenmesi gerektigi
rapor edilmigtir (Lee, 1996).

Aragtirmacilar  aseti-CoA’ya dogru karbon akigmim yogun oldugu bitki
plastidlerinin, PHB iiretimi i¢in ¢ok daha uygun oldufunu savunmuglardir (Lee,
1996; Madison and Huisman, 1999). Plastidlerdeki maksimum PHB miktar: 10 mg/g,
yiizde verim hiicre kuru agirhga gore %14’tiir. Plastidlerden izole edilen PHB’nin
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molekiiler agirlign 500 000 Da olarak hesaplanmugtir (Lee, 1996; Madison and
Huisman, 1999).

Saccharomyces cerevisiae, bdcek ve bugdayda da PHB iiretimi ile ilgili ¢aligmalara
baglanmugtir. Ancak bu organizmalarda PHB miktariin heniiz ¢ok az oldugu

bildirilmistir (Madison and Huisman, 1999).

Bitkilere aktarilacak PHB geninin gelisimi saglanabildigi taktirde PHB iiretiminin
ekonomik olabilecegi diisiiniilmiigtiir. Belki de gelecekte ¢iftgiler tarlalarinda plastik
yetistireceklerdir. Market raflarinda “plastik patates” etiketlerine bile rastlamak
miimkiin olabilir (Lee, 1996).

2.4.7. PHB’nin biyolojik parcalanabilirligi ve yenilenebilme &zelligi

PHB’nin temel 6zelliklerinden birisi, topraktaki birgok mikroorganizma tarafindan
pargalanabilmesidir. PHB, hiicre disi enzimlerle depolimerize edildiginde olusan
monomerik 3-hidroksibiitirik asit ve dimer yapi birgok organizma i¢in kullamlabilir
substratlardir. Biyolojik pargalanma orani, polimerin yiizey ozelliklerine baghdir
(Laffert et al., 1988).

Polimer degradasyonunda bakteri, fungus ve yiiksek yapili organizmalar biyolojik
faktorler olarak; giines 15131, 1slanma ve mekanik asmma ise fiziksel faktorler olarak
etki etmektedir. PHB, salgilanan hidrolazlar ve depolimerazlar ile yikilirlar. Bu
enzimlerin aktiviteleri, polimerin fiziksel 6zelliklerine ve gevresel kogullara bagh
olarak degisebilmektedir (Madison and Huisman, 1999).

Biyopolimer, mikroorganizmalar tarafindan su ve karbondioksite kadar
pargalanabilmektedir.  Parcalanma  nitrojen  oksidi olugmadifindan  ¢evre
korunmasinda 6nemlidir. Pargalanan biyoplastik, bitkilerin gelisimini olumlu y6nde
etkilemektedir (Lee, 1996). PHB nin yikim hiz1 birkag aydan (anaerobik), birkag yila
(denizsuyu) kadar olabilmektedir. PHB’in fermentatif iiretimi, seker ve yag asitleri
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gibi tarmsal triinlerin karbon ve enerji kaynag olarak kullamlabilmesine baghdir
(Madison and Huisman, 1999).

2.5. PHB’nin Kullanim Alinlan

Endiistriyel iiretilebilen termobiyoplastiklerin sertlik durumlarinmn, polietilene oranla
dort misli daha fazla olduu (20 kg/m) tespit edilmigtir. Uretilen biyoplastik
maddelerin,  cesiti  paketleme materyalleri  olarak degerlendirilebilecegi
gosterilmistir. En gok bilinen ve en yaygm kullanilan PHA tipi olan PHB’nin fiziksel
Szellikleri petrol kdkenli polipropilen ile kargilagtiridignda PHB nin daha kristal bir
yapida olmasi, 6zgilil agrhfmm daha yiiksek olusu, UV’ye direnglilifi gibi baz
dzellikleri nedeni ile PHB iiretiminin iyi bir segenek oldugu bildirilmistir (Barham et
al., 1984; Bluhm et al., 1998; Beyath, 1996).

PHB’nin dogaya atildifinda tamamen yok olmasi ve gevre kirlili§i olugturmamasr
nedeniyle, PHB/V tipi polimerlerden veya bunlarm bagka polimerlerle karigimindan
6zellikle gida ve kozmetik sanayiinde siseleme malzemesi olarak yararlanilmaya
baglanmigtir. PHA'lar gevre dostu fiziksel dzelliklere sahip oluglarmdan dolay,
endiistriyel uygulamalar agisindan gekici olmalarmm yamsira, Szel karakteristik
Szellikleri sayesinde biyomedikal alanda kullanmm ok fazladir (Lee, 1996; Page,
1995).

2.5.1. Ziraatte kullanim alanlan

PHB ve kopolimerleri bakteriler, funguslar ve algler gibi mikroorganizmalar
tarafindan belirli gevre sartlarmda tamamen CO, ve enerjiye doniistiiriilerek
parcalanabilmektedir. Parcalanma icin gegen siire kalmhk ve yiizey Ozelliklerine
‘bagh olarak diizenlenebilir (Lee, 1996).

PHB ve PHA, ozellikle toprakta biyodegradasyon gerektiren uygulamalara gok
uygundur. Cogunlukla bunlar bir aliiminyum folyo gibi film seklinde kaplamada
kullamimaktadir. Tohum kapsiillendirilmesinde, fide tagimaciifinda mubafaza ve
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giibre ya da pestisitlerin kontrolli salmmu icin plastik kiiflar olarak kullanilabilir
(Holmes, 1985).

2.5.2. Veterinerlikte kullanim alanlan

Veterinerlik hekimliginde ilaglarn salmmu igin biyolojik parcalanabilen bir matriks
olarak PHB nin birgok kullanim alan: vardur.

Polimer &zellikle sifirlarm rumeninde ¢ok iyi pargalanabilmektedir. Bu konuda ¢ok
tipik bir dmek olarak bir yil boyunca hayvanlarm kurtlanmasim &nlemek igin
antihelmitik ilag iceren PHB nin biiyiik kapsiilleri yapilmistir (Holmes, 1985).

2.5.3. Tipta kullanim alanlan

PHB ve kopolimerleri gesitli iiriinlerin yapisinda 6nemli bir potansiyele sahip
olmakla birlikte, biyolojik uygunlugundan dolayr son zamanlarda tip ve eczacilikta
sikhkla kullaniimaya baglanmigtir. Hayvan dokularmda toksik etki yapmadigmdan,
viicutta absorbe edilen protez aletlerin ve cerrahi dikiglerin yapmmmda PHB’nin
kullanilmas: bir¢ok bilim adaminm, bu alanda ¢ahgmalara agirlik vermesine neden
olmustur. PHB ve kopolimerleri, hayvan dokularma implante edildiginde onlarmn
biyolojik olarak pargalanabildigi goriilmily ve PHA’larm kullanmma olan ilgi
artmugtir. Neticede veterinerlikte ve insanlarm ilagla tedavisinde teropatik bilesiklerin
kontrollii olarak saliverilmesi i¢in PHAlar kullanidmugtir (Lafferty et al., 1988).

Polimerin uygulama alanlar1 onun Ozelliklerine bagli olarak, dogrudan
kullanilmasimin yannda depolimerizasyon {iriinii olan D(-)-3-hidroksibiitirik asit
monomerinin kullanmm da yaygmdir. Ozellikle PHB’nin pargalanma firiinii olan D(-
)-3-hidroksibiitirik asit bu alanda ¢ok Opemlidir. Cinkii bu tiim yiiksek
organizmalarda bir ara metabolit bilesigidir; lipit metabolizmasmmn {iriinii olarak
bulunur ve insan kaninin normal bir 6gesidir (Holmes, 1985).
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Belirli dokularda 6zellikle de beyin ve kalp dokusu igin bir enerji kaynag: olarak rol
oynar. Bu durum ilk olarak Krebs tarafindan bulunmustur ve daha sonra bunun beyin
geligiminde rol alan aminoasitlerin &nciisii olarak fizyolojik bir role sahip oldugu
saptanmuigtir. Ayrica D(-)-3-hidroksibiitirik asitin diyabetiklerin kan serumunda
anormal konsantrasyonlarda var olan keton yapilarmdan biri olarak rol oynadifma
dair birgok bilgiler de vardir. Middlesex hastanesindeki g¢ahgmalar, D(-)-3-
hidroksibiitirik ~ asitin  damar i¢i veya agizdan karbon saglanmasi igin
kullanilabilecegini ve daha yaygm olarak kullamlan glukoz yerine bazi klinik
avantajlara sahip oldugunu g6stermisti. PHB’nin viicut iginde biyolojik
par¢alanmasi yavagtir. Ciinkii insan viicudu PHB depolimeraz enzimi igermez. Bu
Ozelliginden dolay1 da PHB, cerrahi dikigler, protezler ve igneler gibi cerrahi
malzemelerin yapmmda kullamlmustir (Holmes, 1985).

PHB’nin hastanelerde cerrahi swaplar, yara sargilari, cerrahi eldivenler icin de bir
yaglayic1 madde olarak veya ince toz formunda kullamilmasi uygun goriilmiigtiir.
Ameliyat sonrasi hastalarda unutulan pamuk swaplar, ABD’de ve diger iilkelerde
birgok hukuk davalarin baginda geldigi diigiiniiliirse bu avantaj olduk¢a Onemlidir
(Holmes, 1985).

Yiiksek teknoloji ile PHB’nin gelecege yonelik kullamm alanlarmdan biri de uygun
Slglilerde su gegirmez bir tiip formunda diizenlenen ¢ok ince fibrillerden meydana
gelen kan damar1 veya bir vaskiiler agt gibi kullaniimasidir. Bu ag, viicut i¢inde
gelisen yeni dokular igin gegici bir yap: iskelesi olarak rol alabilir ve sonugta dogal
dokular tarafindan tamamen eski haline getirilebilir. Bu, viicudun dogrudan tepkisini
alan sentetik arterlerdeki blokaj ve piht1 olusum problemini tamamen yok edecektir
(Holmes, 1985).

PHB’nin bir diger 6nemli 6zellifi de onun piezoelektrik polimer olmasidir. PHB ve
kopolimerleri  poliviniliden florit polimeri gibi kesikli piezoelektrisite
gostermektedir. Poliviniliden florit polimeri filmleri, kemigi elektriksel stimiilasyon
ile kuvvetlendirmekte ve kemiBi onarmaktadr. Dolaywsiyla, bir kemik kiriZm
sabitleyen levhalar benzer mekanik dzelliklere sahip takviyeli bir PHB karigimmdan
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yapilirsa, stimiile edilen kemik biiyiir ve geligir. Boyle bir kemik kingmdaki plaka
biyolojik olarak parcalanabilir ve viicut tarafindan resorbe edilebilir. Bu siire i¢inde
de kemik kaynar ve plakayr uzaklastrmak i¢in ikinci bir ameliyata gerek kalmaz
(Holmes, 1985).

2.5.4. Ozel uygulamalarda kullanilmas:

PHB, oldukg¢a aktiftir ve polimeri olugturan her bir hidroksibiitirat ve hidroksivalerat
monomer {initesi kiral bir karbon atomuna sahip olup, bunlarm herbiri D(-)
konfigiirasyonundadir. PHB solusyonlar1 ve PHB’den yapilan filmler, kendi iginden
gegen polarize 113m konumunu ¢evirecektir. Bu optik izomerler bulunduklan
ortamda kiral merkezleriyle digerlerinden daha kuvvetli baglanma &6zelligine sahip
oldugundan kromatografide kullanilabilir. Polimerlerin hidrolizi ile elde edilen
birgok ilag, sadece bir kiral formda aktiftir ve bu materyal béyle bilegiklerin organik
sentezinde bir ¢imento bloku olarak kullanilabilir. Tokyo Universitesinden Prof.
Mori, HB monomerinden, Hindistan musirindaki hagaratin bir seks hormonu, bir
balaris1 hormonu, long-horned-beetle bir bcegin koruyucu substrati ve giizel koku
olarak S-citronellol gibi 6 kimyasal maddenin sentezini rapor etmisticr (Holmes,
1985).

PHB ve kopolimerleri paketleme filmleri ve tek kullammbik malzemelerin yapmminda
da kullamlmaktadir. Bu materyallerin 8zellikleri polietilen, polipropilen gibi bazi
ticari plastiklere benzedifinden termoplastik materyallerdir. PHB filmleri,
polipropilen filmleri kadar giigliidiir, fakat PET (polyethylene terephthalate) kadar
dayamkh degildir. Cam takviyeli PHB kaliplar1 ise naylona olan benzerlifine gore
daba sert ve dayanikhdir (Holmes, 1985).

2.6. Rhizobium Bakterilerinin Genel Ozellikleri
Gram npegatif, spor olusturmayan, cubuk formunda olup, pleomorfik yapida

hiicrelerdir. Hiicreler zaman zaman yagh sv1 kiiltiirlerde, yildiz veya rozet geklinde
kiimeler balinde bulunur. Genel olarak hareketlidirler, bir polar veya subpolar
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flagellum ya da 2-6 peritrik flagella ihtiva ederler. Bu bakteriler,
kemoorganotroflardir, birgok karbohidrati kullanabilirler. Karbohidrat igeren besi
ortamlarinda gelisme sirasinda akigkan, zamkh maddeler salgilarlar. Salgilanan bu
maddelerin oram suglar arasinda farklilk g&stermektedir. Baklagillerin kok nodiil
hiicreleri igerisinde, simbiyotik olarak azotu fikse edebilen bakteroidler halinde
bulunurlar (Prescott et al., 1993). Koloniler yuvarlak ve opaktir, beyaz, konveks
yapidadir. Lotononis bainesii’den izole edilen bazi suglarm kolonileri intraselliiler
pigmentasyon nedeniyle kirmizidir. Bazi suglar optimum gelisme i¢in biotin, tiamin,
pantotenik asit gibi vitaminlere ihtiya¢ duyarlar. Nikel, krom, kobalt, molibden gibi
mikroelementler de gelismeyi tegvik eder. Bazi Rhizobium ve Agrobacterium suslar,
DNA baz kompozisyonu yoniinden yakin bir iligki gosterir (Jordan, 1984).

Birgok izolatin optimum gelisme sicaklifi 12°C veya 44°C olabilir. Bunlar baklagil
bitkileri ile simbiyotik iligki sonucunda azotu fikse edebilirler. Bu familya temel
olarak hizh ve yavag gelisen sugslan igermesiyle iki grupta toplamr. Hizli geligen cins
Rhizobium ve yavag gelisen cins Bradyrhizobium’dur. Giiniimiizde Azorhizobium,

Sinorhizobium, Photorhizobium ve Mesorhizobium olmak tizere 4 cins daha

tammlanmugtir (URL-1, URL-2).

Bakterilerin smiflandirlmasi, suglarm  baklagil bitkilerinde nodiil olugturma
Ozelligine dayamilarak yapilmaktadir. Rhizobium suslary, bir grup baklagil bitkisini
enfekte ederek nodiill meydana getirebilirler. Diger baklagil bitkilerini enfekte
edemezler. Aym bakteri tarafindan enfekte edilen bitkiler kros-inokiilasyon gruplari
teskil ederler. Rhizobium bakterilerinin tiir ayrmunda esas, aym kros-inokiilasyon
grubunda nodul yapabilme yetenegidir. Bu 6zelligi g6steren bakteri suglart aym tiir

icine girerler.

Son yillarda yapilan caligmalar, kros-inokulasyon gruplarma dayanarak yapilan
smiflandrmanm yeterli olmadigim gostermektedir. Bazi Rhizobium suglari, gruplar
arasinda da kros-inokulasyon yapmaktadir (Spaink, 2001).



21

Agglutinasyon, jel diﬁizyon, presipitin ve fléresan antikor gibi birgok serolojik
reaksiyonlar, susa spesifiklik gostermektedir. Yiizey antijenleri, susun tamnmasmda
kullamgh olmasma ragmen, tiirlerin teshisinde yeterli degildir. Bazi taksonomik
aragtirmalar, bakterilerin serolojik reaksiyonlariyla iligkilidir (Jordan, 1984).

K6k nodiil bakterilerinin  smiflandiriimasi, molekiiler seviyedeki analizlerle
yapilabilmektedir. R. phaseoli ve R. trifolii’nin R. leguminosarum’dan , ayn bir tiir
olarak da R. meliloti’den ayrim, numerik taksonomik analiz, DNA/DNA homolojisi,
hiicresel proteinlerin 2-yonlii poliakrilamid jel elektroforezi, ekstraselliiler yapmmn
kompoziyonu ve infckte etme o6zelligi tasiyan plazmidlerin analizi ile yapilmugtir.
Bradyrhizobium suglarmm taksonomik iligkisi, heterojenlifinden dolayr tam olarak
anlagilamanmugtir. Bu cinse ait teghisler ise, DNA baz oranlari, numerik taksonomi,
niikleik asit hibridizasyonu, serolojisi, ekstraselliler yapmin kompozisyonu,
karbohidrat metabolizmasi, bakteriyofaj, antibiyotife hassashk ve bakteroid
inkliizyonlarm tipine bagh olarak yapilabilmektedir (Jordan, 1984).

Sicakhiktaki degisiklerin karbon metabolizmasi i¢in mikrooganizmalarda alternatif
bir yol kullammim stimiile ettifi bilinmektedir. Farkli organizmalardaki herbir
izyolun, beklenilen sonucu vermesi iizerinde belirsizlikler de vardir. Embden-
Meyerhoff-Parnas (EMB) ve Entner-Doudoroff (ED) izyollarinin Rhizobium’larda
bulunmadi@: veya kiigiik bir rol oynadif1 rapor edilmigtir. DiJer taraftan R. trifolii’de
ED izyolunu Pentoz fosfat izyolu izlemektedir. Bu bakteridle EMB izyolu
bulunamamgtir,. Bu sonuglar, Rhizobium’lardaki karbon metabolizmasmin
gesitliliginin bir gdstergesidir (Sardesai and Babu, 2001).

Atmosferdeki azottan, bitkiler dogrudan yararlanamazlar. Bitkiler azotu amonyak
olarak alirlar ve aminoasitlerine doniigtiiriirler. Atmosferdeki azotu fikse edebilen
mikroorganizmalarm bir kismu yiiksek bitkilerle simbiyoz yasamakta, bir kismu ise
yasamlarim serbest siirdiirmektedir. Simbiyoz yagayanlar azotu gesitli reaksiyonlar
sonucu bitkiler iizerinde organik bilesiklere doniistiiriirken serbest yasayanlar bu isi
toprakta yaparlar (Oner, 1992). Atmosfer ve topraktaki azot dongiistintin merkezinde
amonyak bulunur. Amonyak, toprakta bulunan bitki ve hayvanlarn Slmesi sonucu
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proteinlerin, aminoasitlerin pargalanmasiyla olugur. Iyi havalandirilmug toprakta
amonyak, Nitrosomonas’lar ve Nitrobacter’ler aracihgiyla NO, ve NOs’lere okside
olurlar. Gerek amonyak gerekse NOj’lar bitkiler tarafindan azot kaynafi olarak
kullamlirlar (Tortora et al., 1998).

Nodiiller ile molekiiler azotun fiksasyonu arasindaki iligki ilk kez 1886-1888
yillarinda ortaya konmugtur. Bakteroidlerle dolu hiicrelerin yer aldign doku kirmuz
renkli olup, leghemoglobin molekiillerini igerirler. Azot fiksasyonu sadece
leghemoglobin igeren dokularda olanaklidir (Schlegel, 1976). Serbest yasayan
Rhizobium’larda nitrogenaz enzimi bulunmamaktadir Agarh besiyerinde Rhizobium
suslarmdan ¢ok azinda nitrogenaz varligi gosterilebilmistir (Bonartseva et al., 1994).

Toprakta azot kaynad olarak nitratlar bulunuyorsa, nitratlar kokler aracthgiyla alimr
ve bitkide amonyaga doniigtiiriiliir. Nitrat amonifikasyonu denilen bu déniigiimii,
bitki yapraklarinda bulunan nitrat rediiktaz enzimi yapar.

2.6.1. Rhizobium-baklagil iliskisi

Rhizobium’lar kimyasal gradiente dogru hareket etme yetenegindedirler. Rhizosfer
bélgesinde, koloni olusumunu yOneten aminoasit, karboksilik asit ve fenolik
bilesikler gibi pekgok kimyasal ¢ekici maddeler belirlenmistir. R. meliloti’de,
bareketlilik ve kemotaksisin nodiil olusumu i¢in temel olugturmadigi ancak rekabet
icin Onemli oldugu bilinmektedir. Bakterinin mutant suslarmin CHO veya
aminoasitlere karst olan yOnelme o&zelliklerini kaybetmelerine ragmen yonca
koklerine lokalize bolgelere tutunabilme 6zelligine sahip olduklari, aym zaman da
bagimsiz bir kemotaktik bir yolun varhg: da saptanmugtir. Bu ikinci yolun luteolin
adi1 verilen bir flavonoid tarafindan kullamlabilecegi ve bu maddenin sadece R.
meliloti’de nodiilasyon genlerinin (nod) indiiklenmesine neden olmadig, aym zaman
da kimyasal c¢ekicilige sahip bir madde oldufu da ortaya konmustur. R.
leguminosarum suglan igin nod genlerini indiikleyen flavonoidlere karsi kemotaksis
olaymm var oldufu da ileri siiriilmiistiir. Bu durumda biitiin bilinen nod genlerini
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tagtyan simbiyotik plazmid, kemotaksis igin yararh ancak temel degildir (Ayhan,
1994).

Rhizobium’lar baklagillerin rizosfere salgiladiklarni flavonoidleri nod genlerinin
indiiklenmesiyle cevap verirler. Nod gen proteinlerinin diizenli hareketi sonucu lipo-
oligosakkaritler iiretilir. Bu nod metabolitleri, bakteriden gelen sinyalleri bitkiye
tamtir ve kivemh k6k kilcallarmin olusmasi goriiniir hale gelir. Bakteriler, k&k
korteksine, enfeksiyon iplik¢igi yoluyla girerler. Bu arada bitki hiicreleri nod
faktorlerine cevap olarak béliinmeye baslarlar ve nodiil denilen organ meydana gelir.
Bazi yonca (Medicago sativa) gibi bitkilerde Rhizobium olmaksizm nodiil benzeri
yapilarm olustufu da bilinmektedir. Nod genlerinin yamsira efektif simbiyozun
olusumunda pek ¢ok bakteriyal genler de rol oynamaktadir (Akg¢elik vd., 1997).

2.6.2. Azot fiksasyonunda ve Rhizobium bakterilerinde PHB

Rhizobium tiirlerinde PHA ve diger poliesterlerin olusumu, polimerlerin iiretimi,
nedenleriyle birlikte ¢ok detayhi olarak ¢ahgilmamistir. Fakat bu grup bakterilerde,
hiicre metabolizmasi ve poliester olusumu arasinda kargihkh etkilesime de giizel bir
ortam hazirlanmaktadir (Madison and Huisman, 1999).

Rhizobium, Bradyrhizobium ve Azorhizobium cinslerine ait birgok tiir, serbest
hiicrede ve simbiyosiste PHB depolamaktadir (Karr et al, 1983). PHB’nin,
Rhizobium ve Bradyrhizobium cinsi bakterilerle baklagil bitkileri arasindaki
simbiyotik nitrojen fiksasyonunda, enerji kaynagi oldugu digtiniilmektedir
(McDermott et al., 1989; Karr et al., 1984). R. meliloti ve diger tiirlerde ise sadece
serbest hiicre devresinde veya nodiil geligiminin ik asamasmda PHB
depolanmaktadir. Bu tlirlerde nitrojeni fikse eden bakteroidlerde PHB
depolanmamaktadir. Simbiyotik iliskide bu bilegiklerin fizyolojik roli tam olarak
aydinlatilamamasma ragmen, bakteroidlerde depo edilen PHB’nin karanhk evrede
azot fiksasyonunu tesvik ettigi ve azot fiksasyonunun &n uzama evresini destekledigi
agiklanmustir. Ciinkdi  bakteroidler, diisiik oksijen konsantrasyonunda PHB’yi
kullanmaktadirlar (Cevallos et al., 1996).
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Bakteroid hiicrelerin azot fiksasyonu igin gercksinim duydufu enerji, kok
nodiillerine transfer edilen karbon bilesiklerin, prensip olarak, organik asitlerin
fotosentetik metabolizmasi ile saglanmaktadir. Bakteroid biokiitlenin %50’sinden
fazlan PHB’dir. B. japonicum’da PHB sentez yolunun Azotobacter
beijerinckii’dekine ¢ok benzer oldufu ve bakteroidlerde polimer birikiminin
mikroaerofilik sartlarin etkisiyle bagladig1 rapor edilmistir. Aym zamanda nitrogenaz
aktivitesindeki artis ile de yakindan iligkili oldugu bulunmustur (Anderson and
Dawes, 1990).

Oksijen smirlamasmn PHB iretimi iizerine etkisi detayh olarak aragtiriimams
olmasma ragmen, hiicrede depo edilen PHB’nin regiilatdr bir rolii oldugu ve enerji
azalmas1 halinde metabolizma faaliyetleri ile nitrogenaz aktivitesi i¢in esit oranda
paylasildig: disiiniilmektedir (McDermott et al., 1989).

Embden-Meyerhof ve Etner-Doudorff izyollarmdaki enzim aktivitesi, baz
Rhizobium’larda 6lciilmils olmasma ragmen, bu enzim aktivitesinin nitrojen
fiksasyonuna bagh olup olmadig: tam olarak agikhiga kavusturulamamustir (Karr et
al, 1984). Arastiricilar, bazi bilim adamlarmin, bakteroidlerde radyoaktif igaretli
substratlar kullanmak suretiyle sitrik asit siklusunun varhgm gosterdiklerini rapor
etmislerdir. Arastrmacilar, yaptiklan ¢ahsmada B. japonicum bakteroidlerinde sitrik
asit ve PHB siklusundaki enzimlerin aktivitesini incelemiglerdir. Nitrogenaz enzim
aktivitesindeki artiga paralel olarak fumarazin spesifik aktivitesinin, hidroksiblitirat
dehidrogenaz, f-ketotiolaz ve piriivat dehidrogenaz kompleksinin arttigim, aseto-
asetat siiksinil-CoA transferaz ve izositrat dehidrogenazin azaldigim tespit
etmiglerdir. Malat dehidrogenaz aktivitesi sabit kalmustr. Arastrma sonunda
nitrogenaz aktivitesi ve PHB depo edilmesi arasindaki iligkinin daha detayh olarak
¢ahisihp agikhga kavusturulmas: gerektigi sonucuna varimistir (Karr et al., 1984).

Rhizobium ttrleri ile bunlarm konuk¢u bitkileri arasmdaki simbiyosis,
bakteroidlerdeki bakteriyal nitrogenazlarin aktivitesi dogrultusunda atmosferik
azotun fikse edildigi sistemle sajlanmaktadr (Stowers, 1985). P(3HB)’nin,
nodiildeki bakteroidlerin fizyolojisinde bir roli oldugu bilim adamlar1 tarafindan
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kabul edilmektedir. Diger taraftan bakteroidin metabolik aktivitesinin ancak bagarili
bir simbiyoz diizeneginin olusturulmasiyla ¢oziilebilecegi ileri slirtilmiistir (Madison
and Huisman, 1999).

Povolo et al. (1994), P(3HB) iiretme yoniinden defektli R. meliloti’nin 4 adet
transpozon mutantlarm elde etmigler ve bu mutant suglarin simbiyosisteki etkilerini
aragtirmiglardir. P(3HB)-negatif mutantlarm yoncada nodul olusturma y6niinden
atasal susa benzedigini bildirmiglerdir. Buna ilaveten aragtirmacilar, nitrogenaz
enzim aktivitesinin, PHB-negatif mutantlarda degigiklik gostermedifini de tespit
etmigler ve R. meliloti ile yonca arasmdaki simbiyosisin, P(3HB) sentez yollarmdaki
degisikliklerden etkilenmedigi kamsina varmiglardir.

Oksotrofik R. etli CE3 sugunun, biotin ve tiamin vitaminlerinin yoklugunda PHB ‘yi
yiksek miktarda depoladign bildirilmigtir (Madison and Huisman, 1999).
Arastirmacilara gére, oksotroflarda TCA siklusu aerobik serbest hiicrelerde optimal
olarak fonksiyon gosterememektir. Ancak karbon metabolizmasmdaki artis, TCA
siklusunun roliintin P(3HB) olusumu olarak ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir.

Cevallos et al. (1996), R. etli phaC mutantimi elde etmislerdir. Atasal susun aksine
mutant sugun olugturdugu nodiillerin daha yiiksek ve uzun siire nitrogenaz aktivitesi
gosterdigini bulmuslardir. Aragtmicilar, R. etli ile bezelye arasmndaki simbiyosiste
PHB iligkisini agiklayamamuglar, fakat PHB’nin bakterinin canhhfm devam
ettirmede bir rol oynadigmna inanmglardir.

PHA biyosentezi, PHA olusumundan spesifik olarak sorumlu birkag enzimin
aktivitesiyle gerceklesir. Buna ilaveten difer aktiviteler de, hiicrelerde biriktirilen
PHB miktarm etkilemektedir. Polimerin metabolizmasimn molekiiler fizyolojisinin
detayh olarak anlagilabilmesi, bagarith transgenik PHA ireticilerinin geligtirilmesine
baglidir. Bakteri hiicrelerinin, PHA sentezini nasil diizenleyebildifi ¢ozlimlendigi
taktirde ¢ok daha etkili PHA proseslerin gelistirilebilmesi miimkiin olabilecektir
(Lee, 1996; Madison and Huismann, 1999).
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2.7. PHB Uretimi Uzerine Yapilan Mutasyon Cahsmalan

Proteinler ve niikleik asitler, UV 1s18ma kars1 6zel affinite gosterirler ve UV 1518m1
kolayca absorbe edebilirler. Niikleik asitlerin 300 nm dalga boyunun altindaki UV
511 absorbe etme yetenekleri daha fazladir. UV 15181, DNA iplik¢iklerinin
timinleri arasinda baglarn kurulmasma, timin dimerlerinin olugmasmna etki ederler
ve bakteri sentez mekanizmasim bozarak, bakterilerin 6liimiine sebep olurlar. UV
iiginn dozu arttirthrsa, sitozin dimerleri de olusmaya baglar ve Oliimler artabilir.
Eger bakteri, UV 15131 uygulamasmmdan hemen sonra goriilebilen 1513a tutulursa (300-
400 nm dalga boyu) tamir mekanizmas:1 devreye girer, dimerler ortadan kaldirilarak
bozukluk tamir edilir ve UV 1gmmin letal etkisi azaltilabilir. Mutasyon
calismalarinda arzulanan mutantlar, liim oram %90-99’un tizerinde oldugunda elde
edilebilir (Ashm, 1994).

Akridin boyalan (proflavine, acriflavine, acridin orange) bakterilerde yiiksek etkili
mutajenlerdir. Bu mutajenler genelde iki y6nlii transversiyon ya da transisyonlara yol
agarak, mutasyonlara neden olurlar. Bu mutasyonlar bazen kendiliinden bazen de
akridinin etkisi ile normale donerler (Ashm, 1994).

Birgok bakteri gibi Rhizobium tiirlerinin de PHB depo ettikleri ve hiicre kuru
agwbklarmmn %55°’ten fazlasmm PHB oldugu bilinmektedir (Tombolini and Nuti,
1989).

PHA’1 depolayamayan mutantlarin mevcut olmasi, polimerin enzimolojisi ve
fizyolojisinin anlagilmasi igin Onem tagmmaktadir (Madison and Huisman, 1999).
PHB biriktiremeyen Rhizobium suslari ile yapilan denemeler, simbiyotik azot
fiksasyonunda polimerin roltinii agiklamaya yardimci olacaktir (Lee, 1996).

A. eutrophus’un PHA™ mutantlan ilk kez Schlegel ve grubunca, 1-nitroso-3-nitro-1-
methylguanidine mutageni ile elde edildigini bildiren Povolo et al., 1994 yilinda Tn5
transpozon mutagenezisi ile R. meliloti’nin PHB™ mutantlarmi elde etmiglerdir.
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Yaklagtk 1000 koloni tizerinde gaz-kromatografik inceleme sonunda elde edilen 4
mutantin  atasal susa benzerlikleri kontrol edilmi§, mutasyonun genetik
manipulasyonlarin bir sonucu olarak, genomda ortaya ¢iktigimi tespit etmislerdir.
Mutantlarm mega plazmid say1 ve biiyikliiklerinin atasal susa benzedigini
saptamuglardir. B-ketotiolaz, PHB sintaz ve asetoasetil-CoA rediiktaz enzim
aktivitelerine bakilmig ve tiim mutantlarda sadece PHB sintaz enziminin inaktif
oldufu bulunmugtur. Elektron mikroskop ¢aliymasi ile PHB graniillerine
rastlanmadig1 desteklenmistir. PHB™ mutantlarm yoncada nodiil olusturabildikleri ve
simbiyotik azot fiksasyonunun etkilenmedigi de gorililmiigtiir. Arastrmacilar, PHB
iceriginde azalma olan Rhizobium hiicrelerinin, enerji gereksinimlerini alternatif bir
depo materyalini kullanarak kargiladiklari hipotezini ileri stirmiiglerdir. Diger
taraftan, Lodwig et al. (2001), bazi Rhizobium mutantlarmda azot fiksasyon
yeteneklerinde artiy olmasma ragmen, PHB ve glikojeni sentezleyemediklerini ve
PHB-simbiyoz iligkisinin hala aydinlatilamadigmni da bildirmislerdir.

2.8. Melasin PHB Uretiminde Kullanilmasi

Melas, seker tiiretiminin teknik ve ekonomik sartlar altinda guruplardan en fazla
kristal geker alindiktan sonra geriye kalan ana suruptur. Seker teknolojisinde iglenen
pancara gore yaklagik %4-5 oraninda melas elde edilir. Melasm bilesimi bitki tilriine,
mevsim ve toprak sartlarma, hasata, geker rafinasyon iglemlerine ve melas depolama
kosullarina bagh olarak degismektedir.

Melasta bulunan seker sakkarozdur. Indirgen seker olarak kamis melasinda %12-35
oraninda glukoz ve fruktoz vardw. Trisakkarit olan rafinoz, pancar melasmda %2
konsantrasyona kadar bulunabilir. Melasta bulunan seker digindaki organik
maddelerin baghcalari; azotlu maddeler, organik asitler, nigasta ve pentozanlar gibi
kompleks karbohidratlardir. Ayrica mumsu maddeler, steroller ve pigmentler de az
miktarda bulunur. Melasta bulunan azotlu maddeler aminoasitler, amidler ve diger
basit azotlu maddelerdir. Seker pancari melasmda baskin halde bulunan azotlu
maddeler betain ve glutamik asittir ve bu bilesikler melasin karakteristik koku ve
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lezzetinin bliylik bir kismim olugtururlar. Melasta bulunan azotun ancak %40-60
kadarn1 mikroorganizmalar tarafindan kullamhr, bu nedenle amonyum tuzlar, svi
amonyak veya ire ortama Katilarak azot zenginlestirmesi yapiir (Katircioglu ve
Aks6z, 1996; Goksungur, 1998).

Asetik asit, biitirik asit formik asit ve propiyonik asit, melasta bulunan organik
asitlerdir. Melasta %4-11 arasinda inorganik bilegikler vardir. Bunlar potasyum,
sodyum, demir, siilfat, magnezyum, kalsiyum, klorir ve fosfatlardir. Pancar
melasinda genellikle potasyum oram yiiksektir. Melasta biyotin, pantotenik asit,
inositol, tiyamin, riboflavin, nikotinik asit, pridoksin ve kolin gibi B grubu vitaminler
vardir (Burrows, 1970).

Melasin endiistriyel fermentasyonlarda ucuz ve kolay temin edilebilir olmas: gibi
avantajlar1 vardir ancak kompleks bir substrat oldugu i¢in baz1 toksik maddeler ve
mineral maddeler de igerir. Bu maddelerin yiiksek konsantrasyonlar1 da inhibitor etki
yapar (Burrows, 1970).

Bilimsel literatiirde melastan PHA/PHB tiretimine ait ¢aliyma sayis1 olduk¢a azdir.

Ticari bir i{iriin olan melas, glukozdan daha ucuzdur ve maya fermantasyonunda
karbon kaynaf: olarak sikhkla kullamlimaktadir. Melas besi ortaminda A. eutrophus,
Azotobacter vinelandii ve rekombinant E. coli’nin PHA iiretimi de son yillarda
calisilmaya baglanmigtir (Page, 1992a, b; Beaulieu et al., 1995; Liu et al., 1998).

Seker pancan melasi, Azotobacter vinelandii UWD susunda PHA iretimi igin
besiortamu olarak kullanilmus ve rafine edilmemis seker kaynaklarmm en iyisi oldugu
aciklanmmgtir  (Page, 1989; Page, 1992a, b). Bakteride, %10 melas
konsantrasyonunda polimer iiretimi gergeklesmezken, ortama ekstra nutrientlerin
ilavesi UWD susunun gelisimine uyarict etki yapmus ve hiicrede PHA biriktigi
goriilmiigtiir. Bakteri %2 sukroz igeren %5 melasta 1 g/l PHA sentezlemistir. Kiiltiir
ortaminda ilk 10 saatte polimer liretimi oldukga azken, 35 saat ve sonrasmda PHA
miktarinda artis oldugu agiklannmugtir. Melasa 6ncii olarak valerat ilave edildiginde f-
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hidroksivalerat igeren kopolimerlerin iiretildigi de tespit edilmigtir. Somug olarak
PHA/PHB {iretimi iizerine saf olmayan seker kaynaklarmm arttiric1 bir etkisi oldugu
sonucuna varimgtir (Page, 1992a).

A. eutrophus DSM 545 susu, %3 glukoz, ¢ok sayida amonyum substratlar1 ve seker
pancann melasinda pH=7.0’de gelistirilmis ve bakterideki PHB igerigi gaz
kromatografisi ile belirlenmistir. En iyi hiicre gelisimi ve PHB {iretimi amonyum
stilfath ortamda elde edilmistir. Geligme faktorii olarak melasa amonyum stilfat ilave
edildiginde %0,3 melas konsantrasyonunda optimal PHB (%17-26) depolandif1
bildirilmistir (Beaulieu et al., 1995).

Liu et al. (1998), rekombinant E. coli’nin tek karbon kayna@: olarak melastaki PHB
liretim yetenefini aragtirnmglardir. Arastiricilar, yiiksek melas konsantrasyonlarinda
PHB firetiminin arttigim agiklamiglardir. 35 saat sonra bakteri kuru agwhgmn
%380’inin PHB oldugunu rapor etmislerdir. Glukoz yerine melas kullantminin daba
ucuz ve ekonomik olacagi sonucuna varmuglardir.

2.9. Rhizobium Bakterilerinde Plazmid DNA

Plazmidler, konukgu hiicrede otonom olarak replike olabilen, ¢ift zincirli, halkasal
DNA molekiilleridir. Bunlar bir iki ile birkag¢ yiiz kilo baz (kb) uzunlugundadirlar.
Replikasyonun baglamas: ve kontroli gibi plazmid fonksiyonlart i¢in temel olan
genler igerirler. Bazilar1 hiicre bolinmesi veya konjugal transfer swrasmda esit
boliinme gibi stabil olan 6zellikleri kontrol eden genleri tasirlar. Birgok plazmid ise
sadece kendilerine degil, konuk¢ularma da yarar saglayacak genlere (ilaglara
direnclilik, organik bilegiklerin degredasyonu, virulens faktorleri, toksin {ireten
genler gibi) sahiptir. Bu tip genler, siklikla transpozonlar igerisinde yer alirlar
(Couturier et al., 1988).

Bazi durumlarda plazmidler ve kromozomlar arasmda biyokimyasal y6nden bir is
birligi geligebildigi gibi bu igbirligi ters veya olumsuz y6nde de geligebilmektedir.
Aym fonksiyona sahip plazmidlerin molekiiler agwrhklan degisik bakterilerde farkh
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oliilerde olabilmektedir. E. coli’de laktoz fermantasyonu 58,5 Md’luk plazmid
tarafindan yOnetilmesine karsm, K preumoniae’de 163 Md’luk plazmid aym
fonksiyonu yapmaktadir. R. leguminosarum’da bulunan 100 Md’luk plazmid,
hidrogenaz aktivitesini spesifiye etmesine karsm A. eutrophus’ta 300 Md’luk
plazmid aym aktiviteyi iki enzimle yapmaktadir (Arda,2000).

Biiyiik plazmidler icermesinden dolayi, Rhizobium genetigi bilim adamlarinin ilgi
duydugu bir alandir (Long, 1989).

Baklagil bitkisinde k6k kilcallannm olugumu, enfeksiyon borucugunun meydana
gelmesi ve spesifik nodiill olusumunun genetik determinantlann Sym plazmidi adi
verilen bityiik dogal plazmid tarafindan kodlanmaktadir. Cogu hizli gelisen
Rhizobium suglarinda yiiksek molekiiler agrlikta Sym plazmidinin var oldugu ve bu
plazmidlerin azot fiksasyonu igin gerekli olan fix genleri, nitrogenaz genleri (nif) ve
nodill olusumu i¢in nodiil genlerini (nod) igerdigi saptanmustir. Bradyrhizobium
suglarmda ise bu genlerin plazmidde degil, kromozomda yer aldig1 belirtilmigtir
(Akgelik vd., 1997; Geniaux and Amarger, 1993; Ayhan, 1994).

R. meliloti’deki bir plazmid, R. leguminosarum bv. viciae’ye transformasyon yolu ile
aktanilmig ve R. leguminosarum bv. viciae’nin normal konukgusu olan fif bitkisini
enfekte etme ve nodiil olusturma yetenegini kaybettigi deneysel olarak g&sterilmistir.
Bu susta meydana gelen simbiyotik 6zelliklerdeki degisiklige R. meliloti’de var olan
nod H ve nod Q genlerinin neden oldugu rapor edilmistir (Akgelik vd., 1997).

R. leguminosarum Sym plazmidlerinin self-transmissible (kendi kendine gegebilen)
plazmidler oldugu ve R. meliloti’'ye konjugasyon yoluyla transfer edilebildigi
aciklanmustr (Miksch and Lentzsch, 1988). Arastirmacilar, R. leguminosarum bv.
trifolii’deki Sym pRtr5a plazmidi, R. meliloti’ye transfer ederek, verici sustaki nod
ve nif/fix genlerinin R. meliloti’de eksprese oldugunu, bu bakteride yiiksek seviyede
nitrojen fikse edildigini tespit etmislerdir. Ayrica verici sus ile inokule edilen legiim
bitkisi firtinline gére R. meliloti susu ile inokule edilen iiriiniin, ¢ok daha fazla
oldugu saptanmstr (Miksch and Lentzsch, 1990).
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Rhizobium phaseoli CFN299 susunda 185, 225 ve 410 kb biiyiikliiZtinde toplam ii¢
plazmid tespit edilmigtir. 410 kb biyiikliigiindeki plazmidin nodiilasyon ve nitrojen
fiksasyonundan sorumlu tiim genleri tagidig: bildirilmistir (Martinez et al., 1987).

Rhizobium ve Azorhizobium’da da biyik plazmidlerde simbiyosis igin primer gen
bolgeleri bulunmaktadir. Simbiyotik genlerin diizenlenisinin her tlirde farklihk
gosterdigi ve bu genlerin plazmidlerde bulundugu gibi kromozomda da yer aldig
agiklanmigtir (Long, 1989).

Akgelik vd. (1997), Bradyrhizobium suglarmda nodulasyon yeteneginin plazmidlerle
olan iliskisini arastirmuglardir. Bu 6zelligin, bu suglarda kromozomal DNA kékenli
oldugu  saptanmustir.  Aragtwmacilar,  antibiyotik  diren¢  markerlerinin
olusturulmasmmdan sonra yiiriitillen tiirler arasi konjugasyon denemelerinde, 72,6 kb
biiyiikliikteki  plazmidin  konjugal aktarnm yeteneginde oldufu ancak
transkonjugatlarda stabil olmadigim belirtmislerdir.

Akgelik vd. (1997)’nin bildirdigine gore Percuoca ve grubu, topraktan izole edilen R.
leguminosarum bv. viciae suglarmm plazmid igeriklerini belirlemiglerdir ve
simbiyotik &zelliklerini saptanmglardir. Plazmid bant sayisi ile biiyiikliikklerinin sugtan
susa depisiklik gosterdigi, bir susta sadece bir adet 135-140 kb biiyiikliikte Sym
plazmidinin varhm tespit etmislerdir. Sym plazmidinin blyik olmasmm,
simbiyotik effektlik ile bir iliskisi olmadifm da vurgulamglardir.

Rhizobium  trifoliinin 32 kd’luk simbiyotik plazmidinin, konukgu-spesifik
nodiilasyon ve nitrojen fiksasyonu igin gerekli olan tiim genlere sahip oldugu
bildirilmistir (Long, 1989).

Charles et al. (1997), R. meliloti"de PHB degradasyon izyoluna etki eden
kromozomal ve megaplazmid bolgesini belirlemislerdir. Karbon kaynagi olarak
asetoasetat veya 3-hidroksibiitirat: kullanabilen R. meliloti susundaki megaplazmid
tizerinde yapilan delesyonla mutant suglar elde edilmigti. Mutantlarin, asetat:
kullanma  yetenegine  sahipken, 3-hidroksibiitirat1 kullanma yeteneklerini
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kaybettikleri goriilmiigtiir. Bu mutantlar sayesinde asetoasetat ve/veya 3-
hidroksibiitirat: kullanimdan sorumlu gen bdlgelerinin belirlendigi rapor edilmistir.

2.10. Bakteriyosin ve/veya Bakteriyosin Benzeri Maddeler

Bakteriyosinler, protein veya protein kompleksleri olup, E. coli ve Pseudomonas gibi
gram negatif bakterilerin yamsira birgok gram pozitif bakteriler tarafindan
sentezlenebilen, dar spektrumlu ve letal etkileri olan; diislik molekiil agirhigna sahip
potansiyel antimikrobiyal maddelerdir (Arda, 2000).

Bakterilerde bakteriyosin sekillenmesi igin, 6zel bakteriyosin genlerinin bulunmasi
gerekir. Bunlar bakteriyosin sentezini spesifiye eden 6zel genler olup, bir kismm
kromozomal olmasina karsmn, bir kismu da ekstra kromozomal karakter tagimaktadr.
Birgok bakteride bdyle genler bulunmasina kargm genellikle baski altinda tutulurlar

ve bakteriyosin olugturmazlar (Arda, 2000).

Bakteriyosinler birgok tarzda, hedef bakteriyi etkileyerek lize ve inhibe ederler.
Bunlar, hiicre duvar1 ve membraninda kanallar olusturarak iyonlarm girig-gikigmi ve
permeabilitesini arttirirlar. Hiicreden digari ¢ikan iyonlar, ayni zaman da enzimlerin
kofaktorleri oldugundan enzim aktivitelerini inhibe ederler. Dolayisiyla hiicre
zarinda bulunan enzimlerin etkinliinin degismesi ile permeabilitesi artan hiicre
membramnin bakteriyosin gecisi hizlanir ve hiicre i¢ine giren bakteriyosinler, DNaz
ve RNaz olarak etkinlik géstererek, hiicredeki DNA ve RNA’nmn fonksiyonunu
engellerler (Arda, 2000).

Tiim{i olmasa da birgok Rhizobium tlrii rhizobiocin olarak adlandrilan diisiik
molekiiler agirhkli bakteriyosin sentezlerler. Rhizobiocinlerin genel olarak
inhibisyon zon g¢aplar,, 20 mm’den bilytiktiir. Diigiik molekiiler agiriginda olup, agar
ylizeyinde hizh diflize olduklari i¢in bunlara “small bakteriyosin molekil”
denmektedir Farkh suslara ait rhizobiocinler, birgok sugun geligimini tiimiiyle inhibe
etmeleri ve kross-resistant ozellikte olmalarindan dolayi, benzer olmasalar da
birbirleriyle yakmn iligkilidirler. Bu molekiilleri kodlayan genler, hmzh gelisen
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Rhizobium tiirlerinin tiimiinde mevcuttur. Small bakteriyosinler proteolitik enzimlere,
pektinaz ve lizozime karsi direnglidirler ve bakterisidal etkileri, hiicre bSliinmesini
inhibe etme geklindedir (van Brussel et al., 1985).

Joseph et al. (1983), Rhizobium tiirleri tarafindan sentezlenen bakteriyosinlerin, faj
benzeri molekiiller olarak karakterize edildiini rapor etmiglerdir. Arastiriciar, R.
trifolii IARI susundan genis spektrumlu bir antimikrobiyal madde, Rell susundan ise
bakteriyosin benzeri bir madde saflagtirmuslardir. Saflagtirdiklar: iki maddenin, gram
(+) ve gram(-) birgok patojen bakteri tizerine inhibisyonik etkisini test etmislerdir.
IARI susunun 2-14 mm, Rell’in ise 2-6 mm inhibisyon zon ¢apina sahip oldugunu
gézlemiglerdir. Antimikrobiyal maddenin 75-80°C 1siya, tripsin, lizozim, DNaz I ve
RNaz A’ya dayamkh oldugunu belirlemiglerdir. Diger taraftan, R. frifolii Rel 1’in
sentezledigi maddenin, tripsin ve 75-80°C’ye hassas; lizozim, RNaz A ve DNaz I’e
dayamikh oldugunu agiklamiglardir.

R. leguminosarum’dan saflagtirilan small bakteriyosin molekiiliin, N-(3R-hidroksi-7-
cis-tetradecanoil)-L-homoserin lakton oldugu teshis edilmigtir. Bu moleklilde, her iki
asimetrik karbon atomu da bulunmaktadir. Bakteriyosinin, yapisal olarak; Vibrio
fischeri, P. aeuroginosa, Erwinia carotovora ve Agrobacterium tumefaciens gibi
bakterilerdeki  ko-transkripsiyon  faktorlerine yakin  oldugu saptanmustir.
Aragtirmacilar, bu tarz ko-transkripsiyon fakt6rleri tarafindan diizenlenen
mekanizmanin, R. leguminosarum’da hala tam olarak agiklanamadifim da
bildirmiglerdir (Schripsema et al, 1996). Bu molekiilin sentezinden sorumlu
genlerin, kromozomda yer aldig1 da rapor edilmistir (Lithgow et al., 2000).

Wilson et al. (1998), 1993 yihinda bitki nodillerinden izole etikleri R.
leguminosarum bv. viciae’ye ait 20 susu fenotipik, RAPD PCR ve plazmid
profillerine gére gruplandirmglar ve izolatlarm tek bir sug oldufunu belirlemislerdir.
1994 ve 1995 yillarinda izole edilen toplam 153 sugtan sadece 20 sug karakterize
edilmigtir. Teshis edilen suglarin bakteriyosin Ozellikleri incelenmis, 1993’te izole
ettikleri susun orta molekiiler agirhkh bakteriyosin sentezledigini, test bakterileri
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lizerine %68 oraninda etki gOsterdifini bulmuglardir. 1994 ve 1995 yillarma ait
izolatlarm %62’sinin, bu bakteriyosinden etkilenmedigi de rapor edilmigtir.

2.11. Protein Profillerinin Bakteri Sistematiginde Kullanimi

Izole edilen bir gok susun birbiriyle karistiriimasi, suslar arasinda ayrmm gelistirmek
ve suslarm teshisinin dogrulugunu ispatlamak zorunluluunu giindeme getirmistir.
Siuflandirmaya y6nelik ilk g¢ahsmalar genelde morfolojik ve biyokimyasal
karakterizasyon temel alnarak yapilmustir. Ancak Ozellikle fenotipik Ozellikler
suslarm ayrim igin yeterli olmadigindan degisik metodlar geligtirilmigtir (Bage: vd.,
1991).

Mikrobiyal sistematikte protein jel elektroforezi, 6zellikle aym tiirler veya alt tiirlere
ait suslarm hiicresel proteinlerin kargilagtrilmasi ve ayrim igin hassas bir teknik
olarak yillardir kullanilmaktadir (Bruce and Jordens, 1991; Cékmiis and Yousten,
1994; Kampfer, 1995; Nick et al., 1999).

Elektroforetik metodlar, bir ¢ok 6rnege kolaylikla adapte edilebildiginden, farkh
molekiillerin  elektroforetik  profilleri populasyon ¢ahgmalarmda  sikhikla
kullamlmaktadir. Rhizobium’larm lipopolisakkarit (LPS) ve proteinlerinin yapisinda
goriilen genis gesitlilik, bunlarin elektroforetik davramglarma yansimakta, izolatlar
arasinda farklihidmn belirlenmesinde bir kriter olarak kullanimi miimk{in olmaktadir.
Bunun yanmisira Rhizobium ve Bradyrhizobium’un tarla izolatlarmm identifikasyonu
i¢in plazmid profilleri de kullamimaktadir (Hitchcock and Brown, 1983; Kamicker
and Brill, 1986; Dreyfus et al., 1988; Kishore et al., 1996; Santamaria et al., 1997).

Rhizobium suslari, dogal azot giibresi olarak yilda bir kez tarim topraklarmna verilir.
Wisconsin soya ¢iftliklerinden toplanan 543 B. japonicum izolatmn tek yonli SDS-
PAGE ile ayrmm yapilms, elektroforetik ayrmun serotiplendirme ile yapilan
ayrimdan daba iyi oldugu agiklanmugtir. Tiim hiicre proteinlerinin elektroforetik
analizi sonunda suslardan 23’iiniin dogal, 6’smm inokulant sus oldugu belirlenmistir.
Izolatlardan 61A76 susunun en etkin sus oldugu ve %21 oranmnda nodil olugturdugu
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saptanmugstir. Bu predominant suglarm bilhassa soya kiiltiirii, toprak tipi ve tarla
lokasyonu ile iligkili olmadig1 da rapor edilmistir (Kamicker and Brill, 1986).

Dreyfus et al. (1988), Sesbania rostrata kok nodiillerinden izole ettikleri 20 adet kok
ve govde nodiill bakteri suglarmn 221 fenotipik Ozellifinin numerik analizini
yapmuglardir. Bu suglar1 Rhizobium ve Bradyrhizobium cinsine ait kontrol suglarla ve
sadece koklerde nodiil olusturan 9 susla kargilagtirmuslardir. Ayrica bu suslarin tiim
hiicre proteinleri, DNA-DNA ve DNA-rRNA hibridizasyonlann kargilastirilmistir.
Sadece kok nodiilasyonu yapan sugslarin Rhizobium cinsine ait oldugunu
belirlemislerdir. K6k ve gbvde nodiilasyonu yapan suslarm ise, Rhizobium ve
Bradyrhizobiumdan  olduk¢a  farklh  oldugunu  saptammglardrr.  Suglarin
Xanthobacter’e yakm oldugunu fakat genotipik ve fenotipik yonden farkhhk
gosterdigini rapor etmiglerdir. Yeni bir cins olan Azorhizobium’a ait Azorhizobium
caulinodans ORS 571 tip sugunu dnermislerdir.

Diger taraftan, Sesbania tiirlerinde k6k ve gdévde nodilii olusturan Rhizobium
izolatlarimin, toplam ¢dziiniir protein ve membran lipopolisakkarit profillerinin SDS-
PAGE ile analizi suslarmn identifikasyonunda kullamlmugtir. Izolatlarm elektroforetik
Ozellikleri referans suglarla kargilastirilmugtir. Protein ve LPS profilleri ile sugslarn
birbirinden, hatta referans suglardan ayrmmin saglanabildigi rapor edilmistir
(Kishore et al., 1996).

Brezilya’'nm Atlantik Colleri ve Amazon bdlgesindeki tropik legiim bitkilerinin
nodiillerinden izole edilen Rhizobium ve Bradyrhizobium’un toplam 800 susu
arasmdaki akrabalklar ve taksonomik pozisyonlar determine edilmistir.
Aragtrmacilar SDS-PAGE ile toplam 171 sus segmigler, bunlarm da 23 adet
elektroforetik kiime olusturdugunu belirtmiglerdir. izolatlarm ¢ogu Bradyrhizobium
Jjaponicum tip sugunu da i¢ine alan biiyiik bir kiimede toplanmugtir. Birkag izolatin ise
R. fredii, R. galegae ve R. loti tiirleri ile aym oldugu bulunmustur. Fakat birgok susun
takson olarak tanimlanamadi@ da bildirilmistir (Moreira et al., 1993).
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Gatti et al. (1997), laktik asit bakterilerinin farkl tiirlerine ait toplam 119 sustan
saflagtirdiklar1  hiicre  duvar  proteinlerinin = SDS-PAGE ~ parmak  izini
kargilagtrmuglardir. Bu ¢aligmada kullamlan ekstraksiyon ve elektroforetik
seperasyonun, termofilik laktobasil tiir ve suglarin karakterizasyonu igin hizh ve
uygun bir metot oldugu sonucuna varilmgtir. Yaklasik 50 kDa olan bir proteinin,
tim Lact. helveticus suglarinda karakteristik oldugu, 20 ve 30 kDa civarinda olan iki
duvar proteinin de Lact delbrueckii suglarma 6zgli oldugu bulunmugstur. Diger
taraftan arastiricilar, Lact. lactis ve Lact. bulgaricus alt tlirleri arasmda ayrmin
elektroforetik teknikle miimkiin olmadifim da bildirmislerdir. Lact. helveticus ve
Lact. delbrueckii’nin ise hiicre duvar proteinlerine gbre ayrimmm saglanabildigi
rapor edilmigtir.

Bu bakteri grubu ile yapilan bir diger ¢ahigmada, saraplardan izole edilen 32 laktik
asit bakterisinin SDS-PAGE ile elde edilen tiim hiicre protein profillerine gére ayrmm
incelenmis ve bu suslarm Leuconostoc oenos veya Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei’nin iiyesi olduklan agiklanmistir (Patarata et al., 1994).

Elektroforezle desteklenen bir bagka c¢alismada ise B. sphaericus suglarmm
gruplandirilmasinda bakteriyosin aktivitelerinin de kullamlabilecegi bildirilmigtir
(Cokmis and Yousten, 1993). DNA homoloji gruplarmdaki suglar arasmda
bakteriyosin profillerinde ¢egsitlilik gbzlenmistir. H5aSb’ye ait suglarm benzer
bakteriyosin aktivitesi gdsterdifi ve poliakrilamid jeldeki bakteriyosin bandmn
benzer oldugu tespit edilmistir. B. sphaericus suslarmin Native-PAGE ve SDS-
PAGE ile elde edilen filtrat protein profillerine gére ayrm yapilmustrr. Yapilan
cahgmada suglarm birbirlerinden ayriminda, tamamen sporlanms kiiltiirlerdeki filtrat
proteinlerin &ejetatif evreye gbre daha uygun oldugu rapor edilmistir. Suglarm
ayrmypnda  Native-PAGE’in  kullanulabilecegi buna kargfik SDS-PAGE’in
kullamlamayaca1 sonucuna varimigtir (Mercan, 1996).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Materyal 6rnekleri
Arasgtirmada Rhizobium ve Bradyrhizobium cinsine ait toplam 31 adet bakteri
kullamilmis olup, bunlarm 22 adeti Ankara-Toprak Giibre Aragtirma Enstitiisii’'nden,
1 adeti ProfDr. Kamuran Ayhan’dan temin edilmistir. 8 adeti ise Mercimek ve

Nohut k&k nodiillerinden izole edilmistir. Bu bakterilerin temin edildigi kaynaklar ile
bakteri kodlar1 Cizelge 3.1°de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Rhizobium suslar1 ve temin edildikleri kaynaklar

1 i’Bradyrhzzobmm ]apomcum SFr S
12 »Bradyrhzzobmm japomcum S Irat Fab :
13 Bradyrhzzobzﬁm ]apéntcum USDA 1102-3;;_&: } o
14 hazobmm Iegum nosmm M6 . ' Mercnnek 1zoIat1—TGAE

15;,' hazobmm Iegummosm-um M23 T "Mefm:ekllvzrolah-‘
-  Sereflikoghisar* -

16 Rhizobium Ieguininosari;m M24 Mercimek i«_zoIah-Ib:a,hiillbeyli*
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Cizelge 3.1’in devami. Rhizobium suglar1 ve temin edildikleri kaynaklar

17 Rhizobium legummosarum M28 __ercunek.lzolatl-TGAE, -
18 'Rhlzobzum Iegummosarum M43 | _ Mermmek 1zoIat1-TGAE

19 | Rhizobium cicer N1 - - Nohut _lzolatl-Kazan*,

20 Rhlzobmm cicer N2 — _rNohﬁt izolau-Kaian*

21 Rhizobiurﬁ' c.i'cer‘N3 Nohut izcian-Kazan*

22 | Rhizobium cice'r‘N4 ‘ - Nohuf izblau-Ka_zan*

f 23 »“'Rhlzobmm cicer N5 . ~ Nohut izolati-Kazan*
,‘Zf?f”,:.::;Rhlzobmm cicer N6AM | — | 1 Nohut 1zolat1-Kazan*“
25 {hazobzum czcerN63 I n ‘. ‘Nohut 1zoIat1-TGAE )
' 26 ;hazobmm czcerN522 '» y . | — Nohut lZOlatl-TGAE :
; 27 ;hazobmm cicer 16C ~a ] Nohut xzolatl-TGAE :

| 28  Rhizobium phaseolz Fa26 | Fasulye 1zolat1-TGAEf T
29 thzzobzum phaseolz Fa27 _ : *Fasulye izolai-TGAE

. 30 hazabmm phaseolz Fa28f LA y Fasulye 1zolat1—TGAE .
31szzobmm phaseolt Fa4l. | o e b Fasulye 1zolat1-TGAE,:.; g

T.G.A.E: Toprak Giibre Aragtirma Enstitiisti-Ankara, Ziraat Yitksek Mithendisi Dr.

Kemal Karug’tan temin edilmigtir.
AU.ZF: Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisli§i, Prof. Dr.
Kamuran Ayhan’dan temin edilmigtir.

*Ankara ilgelerinden 1998 yilinda tarafimca izole edilmigtir.

3.1.2. Arastirmada kullamilan besiyerleri

Rhizobium bakterilerinin izolasyon, karbon kaynaklarinda {ireme durumlarmm
belirlenmesi, inhibisyon etkilerinin ve Poli-B-hidroksibiitirat (PHB) {iretim
miktarlarmin  incelenmesinde Yeast Extract Mannitol (YEM) S besiyeri
kullamlmustir (Vincent, 1970).
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Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) Sivi Besiyeri

Maddeler gl

Mannitol 10,0
Pepton 2,5
Tripton 2,5
Yeast Ekstrakt 2,5
NaCl 0,1
MgS0,4.7H,0 0,2
K;HPO4 0,5

Maddeler 1 litre distile su igerisine ilave edilmigtir. Besiyerinin pH degeri 7,0£0,2’ye
0,01 N HCI ve 0,01 N NaOH ile ayarlanmustir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Kat1 besiyerinin hazirlanmasinda ortama %2 oraninda
agar ilave edilmigtir.

Aragtirmada Rhizobium suglarmin genel inhibisyon etkileri bazi test bakterileri
tizerinde uygulanmustir. Test bakterilerin aktiflestirilmesinde Nutrient Siv1 besiyeri

kullandmustir (Cruikshank, 1972).

Nutrient Siv1 Besiyeri

Maddeler g
Lab-Lemco Powder 1,0
Yeast Ekstrakt 2,0
Pepton 5,0
NacCl 5,0

Maddeler 1 litre distile suya ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri 6.8+0.2’ye 0,01
N HCI ve 0,01 N NaOH ile ayarlanmigtir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika otoklavda

15 ‘l““‘“““m wum ﬁi“m'\
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sterilize edilmistir. Kat1 besiyerinin bazirlanmasinda, ortama %2 oraninda agar ilave
edilmigtir.

3.1.3. Aragtirmada kullanilan test bakterileri

Arastirmalarda test bakterileri olarak Bacillus sphaericus ATCC 14577, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Micrococcus luteus NRLL-B 4375, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 ve Escherichia coli NRRL, B-704 kullanilmugtir,

Test bakterileri Nutrient siv1 besi ortammda 24 saat inkiibe edilerek aktiflegtirilmigtir.
Bakterilerin temin edildikleri kaynak ve inkiibasyon dereceleri Cizelge 3.2’de
verilmistir. Bu bakteriler Nutrient Agar besi ortaminda muhafaza edilmiglerdir.

Cizelge 3.2. Indikatdr bakteri suslarm temin edildigi kaynaklar, inkiibasyon
dereceleri

R.S.S.K.K. : Refik Saydam Merkez Hifzissitha Enstitiisii

H.U. : Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari

AUFF. : Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji BSliimii Prof. Dr. Cumhur
Cokmiig’ten temin edilmistir.
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3.2. Metod

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Ankara- Kazan, Sereflikoghisar ve Ibrahimbeyli tarlalarmdan toplanan nohut ve
mercimek koklerindeki nodiiller, igerisinde silika jel bulunan deney tiiplerinde agz
sikica kapatilarak muhafazaya almmig bir sekilde laboratuvara getirilmigtir.
Nodiiller, deterjanli suda yikanarak ¢amurlarmdan armdiriing ve 2 kez steril distile
sudan gegcirilmigtir. %99’luk alkol’de 20 sn tutulan nodiiller 3 dakika konsantre
camagir suyunda bekletilerek 3 kez steril distile sudan gegcirilmigtir. Yiizey
sterilizasyonu yapilan nodiiller, steril bir sekildle YEM Agar bulunan petrilerin bir
kenarmnda patlatilarak nodiil igindeki sivinn disan ¢ikmasi saglanmgtir. Oze ile tek
koloni ekimi yapilarak, 30°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmistir (Date and Halliday,
1987). Inkiibasyon sonunda YEM Agar yiizeyinde gelisen koloniler morfolojik ve
mikroskobik ydnden incelenmis, YEM sivi besiyerine inokiile edilerek hiicre
yogunlugu 600 nm’de 0,4-0,5 (OD) olacak sekilde aktiflestirilmistir.

3.2.2. Izole edilen suslarin muhafazasi

YEM Agar iceren yatik tiiplere paralelli olarak inokiile edilen izolatlar ve farkh
kaynaklardan temin edilen bakteriler 30°C’de 5 giin inkiibasyona birakilmugtir.
Inkiibasyon sonunda +4°C’de buzdolabnda muhafazaya alnms ve stoklar iki ayda
bir yenilenmigtir (Date and Halliday, 1987).

3.2.3. Bakterilerin farkh karbon kaynaklarinda iireme durumlarmn

belirlenmesi

Caligmada kullanidan tiim bakteriler ile nodiillerden izole edilen Rhizobium cicer ve
R. leguminosarum tiiriine ait izolatlarm farkli karbon kaynaklarmda {ireme
durumlarmm  belirlenmesi  igin ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal testlerden
yararlanimugtir.  Oncelikli olarak izolatlarm koloni morfolojilerine bakilarak
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mikroskopik incelemesi gergeklestirilmigtir. Bakterilerin gram (+), gram (-)
Ozellikleri, katalaz reaksiyonlari, nitrat rediiksiyonlari, 30°C ve 40°C sicakhk
derecelerinde ve farkh pH’lardaki (3,5; 4,0; 4,5; 5,0, 8,0, 9,0 ve 9,5) geligmeleri de
incelenmigtir.

Bakterilerin mannitol, trehaloz, ksiloz, rafinoz, maltoz, galaktoz, sukroz, glukoz,
laktoz, dekstroz sekerleri ile piriivati kullanimlar: test edilmistir. Karbon kaynaklarm
kullanma yeteneklerinin belirlenmesi igin YEM Broth sv1 besiyerinden karbon
kaynagi olan mannitol gikartilmis ve 0,004 g bromocresol purple indikatdrii ilave
edilerek stok besiyeri hazrlanmustir. Hangi karbon kaynagmn testi yapilacaksa o
sekerden %1 oramnda stok ¢Ozeltisi hazirlanmug, 0,2 pm’lik filtre kagidi kullanilarak
sterilize edilmistir. Besiyerine stok karbon kaynag ¢ozeltilerinden %1 oraninda ilave
edilmistir. Besi ortamu %4 oraminda aktif kiiltiirler ile inokiile edilerek 30£1°C’de
¢alkalamah etiivde 3-5 giin inkiibasyona birakihmustrr. Inkiibasyon bitiminde karbon
kaynagmi kullanan suglar, besiyerinin rengini sartya doniigtiirmesiyle anlagilmigtir
(Jordan, 1984; Buchanon and Gibbons, 1974).

3.2.4. Nitrat rediiksiyonu

Nitrat redﬁkﬁiyonu testinde YEM siv1 besiyerine 1 g/l Potasyum nitrat ilave
edilmistir. Besi ortamu 15 dakika 121°C’de sterilize edilerek, aktif kiiltiirlerden
ortama %4 oraninda ekim yapilmustir,

A-AYIRACI
o Alfa Naftilamin 05¢g
® %30 Asetik asit 100 ml
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B-AYIRACI
e Siilfanilik Asit 08g
e %30 Asetik Asit 100 ml

Inkiibasyon bitiminde kiiltiirler iizerine 1 ml A ve 1 ml B aywrac: ilave edilmistir. 30
sn iginde kwmizi renk olugmasi, pozitif bir reaksiyon olarak degerlendirilmigtir.
Ortamda renk olugmasimn goézlenmedifi durumlarda tiiplere ¢inko tozu ilave
edilmigtir. Ortam kirmizi-pembe bir renge doniistiifiinde ortamda nitrat varhd:
kamtlanmigtir ve sonug negatif olarak degerlendirilmistir. E§er kirmmzi renk olugumu
gbzlenmigse bu da nitratin nitrite daha ileriki agamalarda rediikte oldugunu

gOstermistir (Arda, 1997; Bilgehan, 1995).
3.2.5. Genel inhibisyon aktivitesinin tespiti

Rhizobium suglan Yeast Ekstrakt Mannitol (YEM) ve Tripton Yeast Ekstrakt (TY)
besiyerlerinde iki kez aktiflegtirilerek, 30+1°C’de hiicre yogunlugu 600 nm’de 0,4-
0,5 OD olacak sekilde inkiibe edilmigtir. Aktif kiiltiirler 5000 devir/dakikada 30 dk.
santrifiij edilmigtir. Sipernatant 0,2 pm’lik filtre kagidi kullamlarak sterilize
edilmigtir.

Arastrmada test mikroorganizmalar1 olarak Escherichia coli NRLL-B 704,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Micrococcus luteus NRLL-B 4375, Bacillus
subtilis ATCC 6633 ve Bacillus sphaericus ATCC 14577 suslan kullamlmustrr. Bu
bakteriler Nutrient sivi besiyerinde uygun sicakhikta 24 saat inkiibe edilerek

aktiflegtirilmigtir (Cizelge 3.2).

Rhizobium bakterilerinin, test bakterileri {zerinde olugturdugu inhibisyon etkiyi
gbzlemek amaciyla, aktif test bakteri kiiltiirlerinden 0,1 ml steril plaklara
aktarilmstir. Petrilere, sterilize edilmis ve 50°C’ye kadar sogutulmus Nutrient
Agar’dan 20 ml ilave edilip homojen bir sekilde dagilmas: saglanmugtir. Petri kaplart
bir siire oda sicakliginda katillagmaya birakilmug, besiyerinin {izerinde 1 c¢m ¢apmda
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steril sartlarda kuyular agilmugtir. Kuyularn tabam ince bir steril agar tabakas: ile
kaplanarak, 2 saat siire ile plaklar buzdolabmda bekletilmigtir. Siire sonunda
plaklarm kuyularma, steril Rhizobium filtratlarmdan 100 ul ilave edilmig, test
bakterilerinin optimum sicakhklarma gore 37+1°C ve 30%1°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmugtir. inkiibasyon sonunda kuyularm gevresinde inhibisyon
zonlarm olusumu kontrol edilmistir (Reinheimer et al., 1990).

3.2.6. PHB graniillerinin Nile Blue A ile boyanmas:

PHB sentezleyen ve sentezlemeyen bakterilerin ayrmmu igin Nile Blue A boyast
kullamlmugtrr. Bunun igin; 0,01 g/ml Nile Blue A stok ¢Ozeltisinden %1 olacak
sekildle YEM Agar besiyerine ilave edilmig ve besiyerinin pH degeri 7,0+0,2°ye 0,01
N NaOH ve 0,01 N HCl ile ayarlanarak 121°C’de 15 dk. sterilize edilmigtir. Agarm
yiizeyine onceden aktiflestiritmis olan Rhizobium bakterileri tek koloni ekimi
yapilarak, 30+1°C’de 72 saat inkilbasyona brrakinmgtir. Inkiibasyon sonunda
koloniler UV 1s1§1 altinda incelenmistir. PHB olugturan bakterilerin kolonileri Nile
Blue A ile boyanarak turuncu renk olugturdugu gozlenmistir (Ostle and Holt, 1982;
Pierce and Schroth, 1994).

3.2.7. PHB iiretiminin tespiti

Rhizobium bakterilerin olusturdugu PHB miktar1 Bonartseva and Myshkina
(1985)’nm metoduna gore belirlenmigtir.

1. Bakteriler YEM sivi besiyerinde 100 devir/dakika calkalamah etiivde 30+£1°C’de
hiicre yogunlugu 600 nm’de 0,4-0,5 (OD) olacak gekilde aktiflestirilmigtir.

2. Aktiflestirilen kiiltiirler 100 mlI’'lik YEM smv1 besiyerine %4 oramnda inokiile
edilerek, 30+1°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmstir.

3. Inkiibasyon sonunda hiicre kiltiirii 6000 devir/dakikada 30 dk. santrifiyj

edilmigtir.
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Siipernatant elimiﬁe edilip, pelet 40°C°de kurutulmusgtur. Bu agamada hiicre kuru
agirhg tespit edilmigtir.

Pelet 5 ml steril distile su ile homojenize edilmis, 2 dk. 50 MHzlik
ultrasonikasyon (Vibra-Cell, Sonics&Materials Inc. Danbury, CT USA) cihaz ile
hiicre duvarlar pargalanmgtir,

1:1 orammnda, kiiltiir ve 2 N HCI kangim 100°C’de 2 saat tutulmugtur. Siire
sonunda kangm 6000 devir/dakikada 20 dk. santrifiij edilmis ve pelet elde
edilmigtir.

Pelet iizerine 5 ml saf kloroform ilave edilerek agizlan iyice kapatilmug, bir gece
28°C’de calkalamali etiivde bekletilmigtir (Bu asamada PHB kloroform iginde
¢Oziinmiigtiir).

Orekler 6000 devir/dakikada 20 dk. santrifij edilerek PHB graniilleri
¢Oktiiriilmiistiir.

Kloroform kismmndan 0,1 ml almp, 40°C’de 15 dk. siireyle bekletilerek
kloroform ucurulmugtur. Orneklerin fizerine 5 ml saf H,SOs konulmus,
100°C’de su banyosunda 20 dk. bekletilmistir. Bu agamada PHB krotonik asite
doniistiirilmiistiir.

Orneklerin  optik yogunluk deferi (O.D) 235 nm dalga boyunda UV
spektrofotometrede lgiilerek tespit edilmistir. Omegin PHB miktari, standart
PHB degeri ile kargilagtirilarak tespit edilmigtir.

Standardm Hazrlanis:
5,0-100 pg/mi’ olacak sekilde degisen miktarlarda Alcaligenes sp.’den saflagtirilan

Sigma marka Poli-B-Hidroksibiitirat kullamlarak PHB standartlar1 hazirlanmgtr. 1
pg/mli’ye tekabiil eden O.D degeri agiklanan metoda gbre saptanmugtir.

Istatistiksel Analiz:
Bakterilerin PHB iiretimi ile hiicre kuru agirh@: arasmndaki korelasyon Sperman’in
testine gore agagidaki denkleme gére belirlenmigtir (Conver, 1971).

=X -

n(n*-1)
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Hesaplanan p degeri ¢izelge degeri ile kiyaslanmugtir. p degerinin ¢izelge degerinden
yliksek oldugu durumiarda PHB iiretimi ile hiicre kuru agirhg: arasindaki iligkinin
Onemli oldugu belirlenmistir.

3.2.8. Sonikasyon siiresinin tespiti

Caliymada kullanilan Rhizobium bakterilerinden bir sug segilerek 5 adet 5 ml’lik
YEM smv1 besiyeri igeren tiiplere inokiile edilerek 2 kez aktiflestirilmigtir. Kiltiirler
30£1°C’de hiicre yogunlugu 600 nm’de 0,4-0,5 olacak sekilde inkiibe edilmistir.
Ornekler 30 sn, 45 sn, 1 dk., 2 dk., 3 dk. ve 4 dk. siire ile sonikasyona tabii
tutulmuglardir. Siire sonunda Orneklerin  10den 107’ye kadar dilusyonlari
yapumistir. Orneklerden 0,1 ml YEM Agar besi ortamma inokiile edilerek
30+1°C’de 72 saat inkiibe edilmigtir. Siire bitiminde iireyen kolonilerin sayis1 tespit
edilmigtir. Kontrol grubu ile kargilastirilarak hiicre sayismdaki azalma dikkate
alinmg ve en iyi siirenin 2 dk. oldugu bulunmugtur. Ayrica her 6rnegin sonikasyon
sonras1 preperatlan mikroskopta -incelenerek, hiicre yapisimdaki degisiklikler de
incelenmistir.

3.2.9. Farkh karbon ve azot kaynaklarimin PHB iiretimine etkisi

YEM sv1 besiyeri iceriginde bulunan mannitol ¢ikarilarak yerine ayri ayri olarak %1
oraninda Glukoz, Sukroz, Laktoz, Piriivat ve Sodyum Asetat konulmugtur. Azot
kaynaf1 denemelerinde iss YEM besi ortammda bulunan pepton ve tripton
¢ikarilarak yerine ayr1 ayri (NH,)»SOs4, Glisin, Proteaz Pepton, DL-Triptofan ve
Asparajin (swasiyla 0,66; 0,75; 1,0; 1,0 ve 0,66 g/l oranlarmda) konulmugtur.
Kullanilan karbon ve azot kaynaklarn Qu#n’lik filtre kfid: ile sterilize edilerek
besiyerine ilave edilmistir (Bonartseva et al.,1994). Hazirlanan karbon ve azot
kaynaklarmm iceren besi ortamlari, 37°C’de 48 saat inkiibasyonda bekletilerek steril
durumlari kontrol edilmis ve daha sonra denemelerde kullamimugtir.
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3.2.10. Mutasyon denemeleri

Yiiksek PHB verimine sahip Rhizobium meliloti Y11’in iizerinde fiziksel mutasyon
olarak ultraviyole igmi, kimyasal mutagen olarak da akriflavin, 5-bromourasil ve
nitrosoguanidin uygulanmugtrr. Tiim mutasyon uygulamalar kiiltiirlerin 30+1°C’de
hiicre yogunlugu 600 nm’de 0,4-0,5 oldugunda g¢ahgilomstir.

3.2.10.1. UV 151 ile mutasyon ¢ahsmasi

5 ml’lik steril YEM siv1 besiyeri igeten tiiplere aktif Rhizobium meliloti Y11 susu %4
oranmnda agilanms, 30+1°C’de inkiibasyona brrakilmugtrr, Inkiibasyon sonu hiicre
kiiltlirti 5000 rpm’de 30 dk. santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiigtiir. Peletler steril serum
fizyolojik su ile iki kez ykanmis ve tekrar hiicreler serum fizyolojik su iginde
slispanse edilmigtir. UV 15m uygulanmayacak kontrol grubu tiipii ayriousg, diger
ornekler homojen bir gekilde karistinlarak steril petrilere aktarthmstir. Ornek igeren
her bir petriye 254 nm dalga boyunda (Model UVG-54, Mineralight Lamp,
Shortwave UV-254 nm; 0,12 A, 220 V, 50 Hz) 13 cm yiiksekliginden 45 sn, 1 dk. ve
2 dk. siirelerde UV igm uygulanmistir, UV ism uygulanacak drnek ve kontrol
grubunun hiicre yogunlufunun 600 nm dalga boyunda yapilan Sl¢timlerde 0,4-0,5
olmasma dikkat edilmisti. Mutasyon uygulanan ve uygulanmayan hiicre
stispansiyonlar1 107-107 arasmda diliisyonlan yapibip, YEM Agar besiyerine 0,1 ml
agilanarak drigalski spatiilii ile kiiltiirlerin besi ortammin yiizeyinde yayilmasi
saglanmugtir. Petriler 30+£1°C’de 72 saat siire ile inkiibasyona birakilmugtir,
Inkiibasyon sonunda Srneklerin kolonileri saylarak hem kontroliin hem de UV ismt
uygulanmg Grneklerin canh bakteri sayiar tespit edilmigtir. Suglarm Sliim oranlar
agagidaki formiile gére belirlenmigtir (Pellzor et al., 1956; Aslim, 1994).

Mutasyon sonundaki canh mikroorganizma sayisi X
Kontroldeki canii bakteri sayist

% Oliim orani=100- 100
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% 6lim oram %96.67 - %99.90 olan petrilerden muhtemel mutant suglar segilerek,
suglarm PHB {iretimleri tespit edilmigtir. Secilen bu suslar YEM Agar besi ortammnda
muhafazaya almarak +4°C’de saklanmugtir.

3.2.10.2. Akriflavin uygulamas:

100 ml distile suda 0,1 g akriflavin ¢dziilerek stok akriflavin ¢dzeltisi hazirlanmgtir.
Cozeltinin sterilizasyonu mikrofiltrasyon yontemi ile saglanmmg, 155k gegirmeyen
siselerde + 4°C’de muhafaza edilmigtir.

Stok ¢Ozeltiden YEM s besiyerine 5 pg/ml, 10 pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml, 30
pg/ml, 40 pg/ml ve 50 pg/ml olacak gekilde tiiplere ilave edilmis, bir adet tiip de
akriflavin igermeyen kontrol tiipii olarak kullamlmustir. Tiipler %4 orammnda aktif
kiiltiirler ile agilanmus, 30+1°C’de inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda
rneklerin steril fizyolojik suda 107 - 107 arasinda diliisyonlart yapilougtir. Her bir
dilisyondan YEM Agar besiyerine 0,1 ml aglanmug, Srnekler drigalski spatiilii ile
homojen bir sekilde besi ortammn yiizeyinde yayimugtir (Mc Kay et al., 1970).
Plaklar 30+1°C’de 72 saat siire ile inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda %
Oliim oranlar1 3.2.10.1°de anlatildig gibi hesaplanmgtir.

3.2.10.3. N-metil-3-nitrosoguanidin uygulamas:

100 ml distile suda 0,1 g N-metil-3-nitrosoguanidin ¢oziilerek stok ¢ozelti
hazirlanmugtir,. Cozeltinin sterilizasyonu mikrofiltrasyon yOntemi ile saglannmg, 151k
gecirmeyen giselerde +4°C’de muhafaza edilmigtir. N-metil-3-nitrosoguanidin
mutasyon uygulamasi 3.2.10.2°de anlatildif1 gibi yapilmugtir.
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3.2.10.4. 5-Bromourasil uygulamas

100 ml distile suda 0,1 g 5-Bromourasil ¢oziilerek stok ¢dzelti hazirlanmgtir.
Cozeltinin sterilizasyonu mikrofiltrasyon yontemi ile saflanmug, 15k gegirmeyen
siselerde + 4°C’de muhafaza edilmigtir.

Stok ¢Szeltiden YEM siv1 besiyerine 60 pg/ml, 70 pg/ml, 80 pg/ml ve 90 pg/ml
olacak sekilde tiiplere ilave edilmis, bir adet tiip de 5-bromourasil igermeyen kontrol
tipli olarak kullanlmugtir. Tiipler %4 orammnda aktif kiiltiirler ile agilanarak
30+1°C’de  inkiibasyona birakilnugtir. Inkiibasyon sonunda &rneklerin steril
fizyolojik suda 107 - 107 arasmda diliisyonlar: yapilarak, her bir diliisyondan YEM
Agar besiyerine 0,1 ml agilanip, Srnekler drigalski spatiilii ile homojen bir gekilde
besi ortam ylizeyinde yayilmugtir (Mc Kay et al. 1970). Plaklar 30+1°C’de 72 saat
siire ile inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda % 6liim oranlar1 3.2.10.1°de
anlatildig: gibi hesaplanmustir.
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3.2.11. Rhizobium bakterilerin melas besi ortaminda PHB iiretimleri

Arastirmamizda kullamlan geker pancar1 melasi, Ankara Seker Enstitiisii’'nden temin
edilmigtir. Seker pancart melasm bilesimi Cizelge 3.3’te verilmistir (Burrows, 1970).

Melasm PHB iiretimi ilizerine etkisinin incelenmesinde en yiksek PHB verimi

gOsteren Rhizobium meliloti Y11, Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab ve
Rhizobium viciae F111 suglan kullamlmgtir. Suglar %0,5; %1, %1,5 ve %2 melas
konsantrasyonunda gelistirilmis ve geligim egrileri ¢ikanimigtr. Suglarm en iyi
gelisme gOsterdikleri melas konsantrasyonlarinda PHB {iretimleri incelenmistir.

Cizelge 3.3. Seker pancar1 melasinm ortalama bilegimleri (Burrows, 1970)

. Kuru 'Madd ,

Toplam Seker

Sakkaroz

" Glukoz f

T%0,150,7.

%0,01-0,1

%2 2-5 0 ::ﬁ'-

T3 30- 50 ug!g .

w834

Al

%03-04 .

0, 01-0, 13 ug/g

Kalsxyum pantotenat

40-100 pgfg ©




Cizelge 3.3’tin devami, Seker pancari melasin ortalama bilegimleri (Burrows,
1970)
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| "~ 5000-8000 g/g
Tanin _ vhugs
Prdoksm T 2356ugk
Ribofiavin T 00TpgE
Nikoimamid ™ T wslgs
Folvilg"qsi‘t,‘_ o 0,21 ug/g

3.2.12. Plazmid DNA izolasyonu

Rhizobium suglarmmn plazmid DNA profilleri Shivaji (2001)’e gore ¢ikanimgtir. TY
besi ortaminda aktiflestirilen Rhizobium suglar1 50 ml’lik TY siv1 besiyerine %4
oraninda agilanmig, 30+1°C’de 100 devir/dakikada 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda 1,5 ml hiicre kiiltiirii, 13 000 devir/dakikada 15 dk. santrifiij
edilerek ¢oktiiriilmiigtiir. Peletlerin {izerine 4 mg/ml lizozim igeren sofuk Cozelti
I’den 100 pl ilave edilip, 1-2 sn vortekste calkalanmustir. Karbohidratlarm lizozim
enzim aktivitesini engellemesini Onlemek amaciyla, {izerine 500 ul STE
¢Ozeltisinden ilave edilip, 13 000 devir/dakikada 10 dk. santrifiij edilmistir. Pelet
{izerine tekrar soguk Cozelti I ve Lizozim’den 100 pl ve taze hazirlanmug Cozelti
II’den 200 pl ilave edilmigtir. Ependorf tiipleri elle kargtmlarak buzda 15 dk.
bekletilmigtir, Orneklere 150 pl Cozelti III ilave edilerek, tiip 10 sn hafifce agag:
yukan cevrilerek kangtrilmmg, +4°C’de 13 000 devir/dakikada 5 dk. santrifiij
edildikten sonra, siipernatant yeni bir steril ependorf tiipiine aktarimigtir. Uzerine
esit hacimde Fenol:Kloroform ilave edilmis, 1-2 sn ¢alkalanarak +4°C’de 13 000
devir/dakikada 5 dk. santrifiij edilmigtir. Siipernatant kisim yeni ependorf tiipiine
aktarilarak, izerine 1000 pl %96’lik etanol ilave edilmistir. Tiipler oda sicaklimnda 2
dk. bekletildikten sonra, +4°C’de 13 000 devir/dakikada 5 dk. santrifiij edilerek alkol
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uzaklagtirilmustir, Uzerine ~20 °C’de bekletilmis %70°lik etanolden 1000 ul ilave
edilmiy ve +4°C’de 13 000 devir/dakikada 5 dk. santrifiij edilmistir. Alkol
uzaklagtirlarak peletler 37°C’de kurutulmustur. Peletlerin iizerine 30 pl TE+RNaz
(0,1 mg/ml) ilave edilerek, 20 °C’de muhafazaya almmustir. Ornekler Loading
Buffer igine alnmugtir. Seyreltilmiy 10XTEA tamponu ile hazirlanan %0,7’lik
agaroz, 1 pl etidyum bromid ile boyandiktan sonra elektroforez tankina dkiilmiis ve
donduktan sonra taraklar gikanimigtir. Tank, seyreltiimiy 10XTEA tamponu ile
doldurularak kuyulara 10 pul 6rnekler yiiklenmigtir. Ornekler 40 V’ta 3-3,5 saat siire
ile kogturulmugtur,

Suslarm plazmid DNA’larm molekiiler agirhklan Sambrook et al. (1989)’in
bildirdigi yonteme gére hesaplanmgtir.

Plazmid DNA Izolasyonunda Kullanilan Besi Ortami ve Céozeltiler:

Rhizobium ve Bradyrhizobium cinsi bakterilerin plazmid DNA izolasyonunda
Tripton Yeast Ekstrakt (TY) siv1 besi ortarm kullamlmugtir (Beringer, 1974; Plazinski
et al., 1985).

TRIPTON YEAST EKSTRAKT (TY) SIVI BESIYERI

Maddeler egn
Tripton 5,0
Yeast Ekstrakt 3,0
CaCl,.6H,0O 1,3

Maddeler 1 litre distile su igerisine ilave edilmistir. Besiyerinin pH degeri 7,010,2’ye
0,01 N HCl ve 0,01 N NaOH ile ayarlanmugtir. Besiyeri 121°C’de 15 dk. otoklavda
sterilize edilmigtir.



ZELTI 1
Glukoz 50 mM
Tris-HCl (pH=8,0) 25 mM
EDTA (pH=8,0) 10 mM
LiZ0ZiM COZELTiSI:

1 ml Cozelti I icerisine 4 mg lizozim ilave edilerek hazirlanmugtir.

OZELTI I1;

NaOH 0,2 N (10 N NaOH’den seyreltilerek taze hazirlanir.)
SDS %1

COZELTI II;
Potasyum Asetat 5 M 600 ml
Glasiyal asetik asit 11,5 ml
Distile su 28,5 mi

STE COZELTISI:
Sodyum kloriir 0,1 M
Tris-HC1 (pH=8,0) 10 mM
EDTA (pH=8,0) 1 mM

10XTAE TAMPONU:
Tris 4,84
Sodyum asetat 2,72
EDTA 0,74
Distile su 1000 ml
pH 8,1 (Glasiyal asetik asit ile ayarlanr.)

TE TAMPONU (RNaz Cozeltisini Hazirlamak I¢in):
Tris 0,12¢g
EDTA 0,03 g
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Distile su 100 ml
pH 8,0

RNaz COZELTISi:
Hazirlanan TE tamponundan 1 ml alinarak 0,1 mg RNaz ilave edilmigtir. Cozelti —20
°C’de muhafaza edilmistir.

ETiDYUM BROMID:
1 ml distile suya 10 mg etidyum bromid ilave edilerek hazirlanmugtur.

LOADING BUFFER (BOYAMA TAMPONU):
Bromofenol Blue 0,25¢g
Sukroz 40 g
Distile su 100 ml

3.2.13. Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
3.2.13.1. Toplam hiicre protein ekstraksiyonu

Protein ekstraksiyonu Tan et al. (1997)’n metoduna gore yapilmigtir. Bakteriler, TY
besi ortaminda 30+1°C’de 72 saat 100 devir/dakikada inkiibe edilmistir. Hiicre
kiiltlirii 6000xg’de 30 dk. santrifiij edilerek pelet elde edilmigtir. Peletler steril 10
mM Tris-HCl1 (pH=7,6) ile bir kez yikkanmugtir. 1 ml 10 mM Tris-HCl (pH=7,6)
tamponunda homojenize edilen hiicreler, 50 MHz ultrasonikasyon ile buz igerisinde
30 sn sonike edilmistir. Ornekler 6000xg’de 3 dk. santrifiij edilerek hiicre artiklar ile
eksopolisakkarit (EPS) kismu ¢oktiiriilmiis ve elektroforez islemine kadar —20°C’de
muhafaza edilmigtir. Elektroforezden 6nce drnek tamponu ile muamele edilerek 5 dk.
kaynatilmigtir.

(R
pE el
)
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3.2.13.2. Poliakrilamid jel elektroforezinin yapilist
Elektroforez iglemi Laemmli (1970)’ye gére yapilmstir.

SDS-PAGE ICiN KULLANILAN STOK COZELTILER

AKRILAMID + N, N' - METILEN BiS AKRILAMID STOGU (%30’luk)
Akrilamid (Sigma) 288 g
Bis akrilamid (Sigma) 12g

Maddeler 75 ml distile su icerisinde ¢6ziilerek, 100 m’ye tamamlanir. Whatman No:
1 filtre kagidindan siiziilerek, renkli cam siselerde +4°C’de en fazla 1 ay mubafaza
edilir.

AYIRMA JEL TAMPONU (1,5 M Tris-H! H: 8
Trizma base (Sigma) 18,165 g
SDS (Sigma) 04¢g

Maddeler, 75 ml distile suda ¢6ziildiikten sonra 6 N HCl ile pH=8,6’ya ayarlanir.
Son hacim 100 ml’ye saf su ile tamamlandiktan sonra 121°C’de 15 dk. sterilize edilir
ve +4°C’de saklamur.

YIGMA JEL TAMPONU (0.5 M Tris-HCl, pH: 6.8)
Trizma base 6,05 g
SDS 04¢g

Maddeler 75 ml distile suda ¢6ziildiikten sonra 6 N HCl ile pH=6,8’e ayarlanir. Son
hacim 100 ml’ye saf su ile tamamlandiktan sonra 121°C’de 15 dk. sterilize edilir ve
+4°C’de saklanir.
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KOSTURMA TAMPONU
Trizma base 1,21
Glisin 5,76
SDS 1,0

Maddeler 1000 ml distile suda ¢ziiliir.

ORNEK TAMPONU (2X)

1 M Tris-HC], pH=7,6 2ml
Gliserol 3 ml
SDS 0,5¢g
2-8 ME 2,0 ml
Bromofenol blue 4 mg

Kangmin hacmi 10 ml’ye tamamlamr. 6 N HCI ile pH=6,8’e ayarlanir. Cozelti
renkli cam gisede oda sicakhiinda saklanir.

BOYAMA COZELTiSI

Coomassie Brillant Blue R250 1,5¢g
Glasiyal Asetik Asit 70,0 ml
Metanol 50,0 ml
Distile su 880,0 ml

Boya ¢0ziildiikten sonra Whatman No:1 filtre kagidindan siiziiliir ve renkli cam
sisede oda sicakh@inda saklanir.

BOYA GIiDERICi COZELTI
70 ml Glasiyal asetik asit, 50 ml Metanol ve 880 ml Distile su kargtirilarak
bazirlanan ¢dzelti oda sicakhFmnda renkli cam gigede saklamr.
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MOLEKULER AGIRLIK STANDARDI

Proteinlerin molekiiler agirhklarim hesaplamak igin protein standardi olarak Sigma
MW SDS 200 kiti kullanildi. Markerda bulunan proteinler ve molekiiler agirhiklari

sirasiyla,

29 000 D
45000 D
66 000 D
97 400 D
116 000 D
205 000 D

Karbonik anhidraz
Yumurta albumini
Sigir serum albumini
Fosforilaz b
B-Galaktosidaz
Miyozin

AYIRMA JELIN HAZIRLANISI

Akrilamid/Bis Akrilamid (%30’Iuk) 5,78 ml

Distile su

7,13 ml

1,5 M Tris-HC1 pH=8,6 4,33 ml
% 10°Tuk APS 86,70 pl

TEMED

8,16 ul

Maddeler 1 mm araha sahip iki cam arasma dokiiliir, iist kisim doymus butanol
veya saf su ile kaplanarak hava ile temas: &nlenir ve polimerize olmasi igin beklenir.

YIGMA JELIN HAZIRLANISI

Akrilamid/Bis Akrilamid (%30°Iuk) 0,82 ml

Distile su 2,93 ml

0,5 M Tris-HCl pH=6,8 1,25 ml
% 10’luk APS 30,00 ul
TEMED 5,00 pl

Bu karnigim, polimerize olan aymrma jelin iizerindeki distile su uzaklastmldiktan ve
tarak yerlestirildikten sonra dokiiliir. Jel polimerize olduktan sonra tarak ¢ikarihir,
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kuyular kosturma tamponu ile yikandiktan sonra tanka sabitlenir ve hazne kogturma
tamponu ile doldurulur,

3.2.13.3. Orneklerdeki protein konsantrasyonunun yari kantitatif tayini

Orneklerdeki protein miktarim belirlemek igin spot test kullamlnugtir (Esen, 1978).
Serit halinde kesilen Whatman No: 1 kagidmma hazirlanan protein ekstraktlarmdan 2,5
ul emdirilir. Kurutulduktan sonra 10 dk. boyama solusyonunda bekletilir. Daha sonra

su ile ykamr. Boyanma derecesine gére Orneklerin esit miktarda yiiklenmesi
saglanr,

3.2.14.1. Protein elektoroforezin yapihs1 ve jellerin boyanmasi

Proteinler 30 mA’de yaklagtk 150 V’ta ortalama 7 saat kosturulur. Elektroforez
islemi tamamlandiktan sonra jeller, Coomassie Brillant Blue R-250 iginde 24 saat
bekletilerek boyanir. Daba sonra boya giderici solusyonda birakilarak jellerin
zemininde bulunan boyanin uzaklagtirdmasi saglamir. Son olarak %7’lik Asetik asit
icerisinde saklanan jeller, 151kh beyaz tabla lizerinde karanlik odada fotograflari
cekilir.

3.2.14.2. Proteinlerin molekiiler agirhklarimn hesaplamis:

Ayrma jelde proteinin kogtufu mesafenin izleme boyasmm bulundufu mesafeye
oramt bize Rf degerini verir. Molekiil agirliklarm bildi§imiz standart proteinlerin her
birinin Rf degeri bulunur. Yari logaritmik kagitta Rf degeri apsise, proteinlerin
molekiil agirliklar: da ordinata konarak bir dogru ¢izilir, Daha sonra molekiil agirh§:
hesaplanacak proteinin molekiil agiri1 da hesaplanir.
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4. DENEYSEL BULGULAR
4. 1. Rhizobium Suslarnm Izolasyon ve Identifikasyonlan

Cabsmada 6 adet R. meliloti, 9 adet R. cicer, 4 adet B. japonicum, 4 adet R. phaseoli,
5 adet R. leguminosarum, 2 adet R. viciae ve 1 adet de Rhizobium spp. olmak iizere
toplam 31 adet sug kullamlmgtr (Cizelge 3.1). Suslarm 28°i Ziraat Yiiksek
Miihendisi Dr. Kemal Karu¢ (Toprak Gilibre Arastirma Enstitiisii)’tan, referans sus
olan Bradyrhizobium japonicum USDA 110 ise Prof. Dr. Kamuran Ayhan’dan temin
edilmistir. Ankara-Kazan’a bagl koylerden 6 adet R. cicer (Nohut) ve Ibrahimbeyli
ve Sereflikochisar’dan 2 adet R. leguminosarum (Mercimek) olmak iizere toplam 8
adet Rhizobium bakterisi izole edilmigtir. Nohut ve mercimek nodiillerinden
bakterilerin izolasyonu 3.2.1°de anlatildig: gibi yapilmugtir.

Yavas gelisen Bradyrhizobium cinsine ait B. japonicum S Irat Fab ve Rhizobium spp.
Ba378 ile hizhh gelisen Rhizobium cinsine ait olan R. meliloti Y11’in YEMA
besiyerindeki {ireme durumlan ve koloni morfolojileri sirasiyla Sekil 4.1a, 1b ve

1c’de verilmigtir.

Bakterilerin karbon kaynaklarmdaki lireme durumlar1 3.2.3’te anlatildifs gibi
yapilmus olup, test sonuglan da Cizelge 4.1°de verilmigtir.

Test sonuglarma bakildifinda, tiim suglarm glukoz, dekstroz ve mannitolii
kullandiklar1 gdzlenirken, trehaloz, ksiloz, rafinoz, maltoz, galaktoz, sukroz, laktoz
ve pirtivati1 kullanma yeteneklerinde farklihk gosterdikleri tespit edilmistir.
Izolatlardan R. cicer N1, N2, N4, R. leguminosarum M23 ve M24 suslarmm maltozu,
R.cicer N3 ve N4’{in sukrozu, N6 susunun laktozu, M24, N3, N4 ve N5 suslarmm da
pirtivat1 kullanmadiklar1 tespit edilmigtir. Toprak Giibre Aragtrma Enstitii “;nden
termnin edilen diger suglarin da denemelerde kullanilan karbon kaynaklarm kullanma
yoniinden farklihk gosterdikleri goriilmiistiir. Rhizobium sp. Ba378 sugu pH=9,0’da
ve laktoz ortaminda {irememistir. R. phaseoli Fa26 ve Fa28 maltozda gelismezken,
Fa27 ve Fa4l’in bu ortamda Uredigi gdzlenmigtir. Ayrica Fa28 ve Fad4l’in
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pH=4,5’da gelisme gf‘)sterdikleﬁ tespit edilmigtir. R. leguminosarum M28 susu tiim
sekerleri kullanirken, M6 susu laktoz ortammnda, M43 susu da piriivatta iirememigtir.
B. japonicum S Irat Fab susu trehaloz ve sukroz ortammnda, S543 pH=9,0 ve
pH=9,5ta, galaktoz ve sukroz ortamlarinda geligme gGstermemistir. R. cicer 16C,
N63 ve N522 suglan laktozu kullanmazken, R. meliloti suslarmin (Y1 harig)
tiimiiniin pH=9,5 olan besiyerinde {iredikleri saptanmugtir, Suglarm pH=3,5; pH=4,0
ve 40°C’de gelisme gdstermedikleri de tespit edilmistir. Suglarm en iyi gelisme
gosterdikleri optimum sicaklik 30°C ve pH ise 8,0 olarak belirlenirken, R. viciae
F111, F69, R. phaseoli Fa28, Fa41, R. cicer N1, N2, N4 ve N6 nolu suglarm pH=4,5
gibi asidik bir ortamda iiremeleri dikkati ¢ekmigtir,

R. leguminosarum M43, R. meliloti Y520, R. cicer N522, N3 ve NS suglarinmn
katalaz pozitif olduklar: tespit edilmigtir.

Denemeler sirasinda R. meliloti Y11 susu mikroskobik olarak da incelenmistir (Sekil
4.1d).

4. 2. Rhizobium Suslarmm Baz Test Bakterileri Uzerine Inhibisyon Etkisi

Rhizobium suglarmm ve R. meliloti Y11’e ait muhtemel mutant suglarm test
mikroorganizmalar1 iizerine genel inhibisyon etkisinin varhi aragtirilomstr. Suslarm
higbirinin test bakterileri {izerine antimikrobiyal aktivite g&stermedikleri tespit
edilmistir.
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Cizelge 4.1. Rhizobium suslarimn karbon kaynaklarinda tireme durumlar
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Cizelge 4.1°in devami. RAizobium suslariun karbon kaynaklarinda {ireme durumiart
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Sekil 4.1b.

Rhizobium spp. Ba378’in koloni morfolojisi
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Sekil 4.1d. Rhizobium meliloti Y11’in mikroskopik gériinimi (bar: 10 um)
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4. 3. PHB Graniillerinin Nile Blue A ile Boyanmasi

PHB sentezleyen Rhizobium bakteri kolonilerinin Nile Blue A ile boyanma teknigi
3.2.8°de belirtildigi gibi yapilmustir. %1 Nile Blue A iceren YEMA yiizeyine tek
koloni ekim teknii ile ekilen bakteriler, 30°C’de 72 saat inkiibe edilmigtir. Geligen
bakteri kolonileri inkiibasyon sonunda 254 nm UV g1 altinda incelendiklerinde,
icerdikleri polimer miktarma g6re, rengin pembeden parlak turuncuya dogru
degisiklik gbsterdii gdzlenmistir. Hiicrede sentezlenen PHB miktarlar1 en az olan,
R. cicer N63 (0,007 g/l) ve R. viciae F69 (0,008 g/l) nolu suslarm ¢ok zayif
boyandiklar1 tespit edilirken, PHB miktarlar1 ve yiizde verimleri suglar iginde en
yiiksek olarak belirlenen R. viciae F111, R. meliloti Y11, Y22, B. japonicum S Irat
Fab, R. leguminosarum M43, R. cicer N2, N4, N6 ve 16C’nin diger suslara oranla
daha parlak turuncu renkte boyandiklar1 gdzlenmistir. Bu bakterilerin PHB igerikleri
0,101-0,365 g/l ve yiizde verimleri ise %5,76-57,09 arasinda oldugu bulunmugtur
(Cizelge 4.2). Diger suslarm ise polimer igeriklerine gbre farkhi derecelerde
boyandiklan g6zlenmigtir.

4. 4. Rhizobium Bakterilerinde PHB Uretimi

Rhizobium suglarinm PHB iiretimleri ve yiizde verimleri Cizelge 4.2°de verilmigtir.
PHB iiretiminin tespiti 3.2.9°da anlatildig: gibi yapilmugtir,

Denemelerde kullamlan suglarm hiicre kuru agrliklarma gére PHB miktarlar: 0,007-
0,365 g/l, yiizde verimleri de %5,37-57,09 arasmda bulunmustur. Izole edilen R.
cicer N1, N2, N3, N4, N5, N6 ve R. leguminosarum M23 ile M24 suglarmm PHB
yiizdelerinin genel olarak diSer suglara oranla diigiik oldugu bulunmustur. Bu suslarin
hiicre kuru agwliklarina gore PHB miktarlar1 0,064-0,104 g/, yiizde verimleri ise
%5,71-15,32 arasmda bulunmustur.

En yiiksek PHB tiretim miktar1 ve yiizde verimi R. viciae F111 (0,157 g/l; %57,09),
R. meliloti Y11 (0,365 g/l; %39,25) ve B. japonicum S Irat Fab (0,105 g/1; %34,43)
suslarinda belirlenmigtir. PHB (irettigi bilinen ve kontrol sus olarak kullamlan B.
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japonicum USDA 110 susunda PHB miktar1 0,070 g/l ve yiizde verimi %27,67
oldugu tespit edilmistir.

Rhizobium bakterilerinin PHB iiretim miktarlani ortalama 0,079 g/l ve yiizde
verimleri %13,37 olarak hesaplanmugtir.

Suglarm hiicre kuru agirlklar, PHB miktarlar1 ve yiizde verimleri Cizelge 4.2°de,
hiicre kuru agirh§ ile PHB arasmndaki iligkiyi gOsteren histogram $ekil 4.2’de
verilmistir.
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Cizelge 4.2. Rhizobium bakterilerin YEM besi ortamunda hiicre kuru agirhg, PHB

{iretimi ve yiizde verimi

Rhizobium meliloti Y1 0,950 £ 0,250 | 0,071 + 0,005 7,47

Rhizobium meliloti Y2 0,320 £ 0,060 | 0,068 0,022 21,25
Rhizobium meliloti Y4 0,870 £ 0,200 | 0,068 % 0,003 7,82

Rhizobium meliloti Y11 0,930 £ 0,030 | 0,365 0,020 39,25
Rhizobium meliloti Y22 0,765 £0,075 | 0,137 +0,014 17,91
Rhizobium meliloti Y520 0,770 £ 0,150 | 0,069 £ 0,007 8,96

Rhizobium sp. Ba378 0,185 +0,005 | 0,027 +0,002 14,59
Rhizobium viciae F69 0,130+ 0,070 | 0,008 + 0,000 6,15

Rhizobium viciae F111 0,275 £0,005 | 0,157+0,012 57,09
Bradyrhizobium japonicum S543 0,225 £0,035 | 0,051 £ 0,001 22,67
Bradyrhizobium japonicum SFr 0,540 + 0,045 | 0,029 + 0,002 5,37

Bradyrhizobium japonicum Skrat| 0,305+0,005 | 0,105+0,019 | 34,43
Fab

Bradyrhizobium japonicum USDA| 0,253 +0,008 | 0,070 + 0,023 27,67
110

Rhizobium leguminosarum M6 0,155 +0,005 | 0,024 +0,001 15,48
Rhizobium leguminosarum M23 0,450 £0,110 | 0,064 + 0,001 14,22
Rhizobium leguminosarum M24 0,470 +£0,140 | 0,072 +0,033 15,32




Cizelge 4.2°nin devamu. Rhizobium bakterilerin YEM besi ortaminda hiicre kuru
agirhg1, PHB {retimi ve ylizde verimi

Rhizobium leguminosarum M28 0,270 +£0,000 | 0,054 +0,008 20,00
Rhizobium leguminosarum M43 0,410+ 0,060 | 0,106 £0,009 | 25,85
Rhizobium cicer N1 1,250 £ 0,000 | 0,094 +£0,001 7,52
Rhizobium cicer N2 1,085 0,105 | 0,101 + 0,003 9,31
Rhizobium cicer N3 1,700 £ 0,050 | 0,097 £ 0,002 5,71
Rhizobium cicer N4 1,805 + 0,588 | 0,104 +0,009 5,76
Rhizobium cicer N5 1,240 £ 0,050 | 0,071 + 0,005 5,73
Rhizobium cicer N6 1,005 +£0,015 | 0,103 +0,014 10,25
Rhizobium cicer N63 0,100 £ 0,020 | 0,007 £ 0,001 7,00
Rhizobium cicer N522 0,390 +£0,023 | 0,040 +£0,014 10,26
Rhizobium cicer 16C 0,850 +£ 0,050 | 0,142 +£0,045 16,71
Rhizobium phaseoli Fa26 0,260 £ 0,050 | 0,060 +0,017 | 23,08
Rhizobium phaseoli Fa27 0,115+0,035 | 0,033 +£0,004 { 28,70
Rhizobium phaesoli Fa28 0,095 +£0,015 | 0,024 + 0,001 25,26
Rhizobium phaseoli Fa4l 0,145+0,035 | 0,038 +£0,012 | 26,21
Ortalama* 0,591 0,079 13,37

"Hiicre kuru agirliginda determine edibmistir.
®Hiicre kuru agirhgma gére belirlenmigtir.

*.PHB tireten suslarin ortalamasi
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YEM siv1 besiyerinde hiicre kuru agirliklar1 ve PHB {iretim histogram

erinin

Sekil 4.2. Rhizobium bakteril
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Sekil 4.2°nin devamu. Rhizobium bakterilerinin YEM siv1 besiyerinde hticre kuru agirliklari ve PHB {iretim histogrami
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4. 5. Farkh Karbon Kaynaklarmm PHB Uretimine Etkisi

Farkl karbon kaynaklar1 olarak Laktoz, Glukoz, Sodyum asetat, Sukroz ve Piriivik
asit-Na tuzu kullambmgtr. Ayrica YEM besiyerinin igeri§inde yer alan mannitol
karbon kaynaginda suglarm PHB verimi belirlenmis ve diger karbon kaynaklarmdaki
polimer verimleri ile mukayese edilmigtir. Karbon kaynaklari, bolim 3.2.9°da
anlatidi§1 gibi hazirlanmugtar.

Karbon kaynaklarmm PHB iretimine etkisinin aragtirilmas: i¢in en yiiksek verime
sahip olan R. meliloti Y11 (%39,25), B. japonicum S Irat Fab (%34,43) ve R. viciae
F111 (%57,09) suslar1 segilmistir.

R. meliloti Y11 sugunun tiim karbon kaynaklarmda PHB {irettigi tespit edilirken, B.
Japonicum S Irat Fab’m sukrozu kullanmamasi, R. viciae F111°in de sodyum asetat
ve piriivik asit-Na tuzu igeren ortamda zayif gelismesi nedeniyle, bu suglarm PHB
tretimleri tespit edilememigtir,

Suglarn PHB iretimleri 24-144 saat zaman arahfmda calisilmig, bu siirelerde
PHB’nin tespit edildigi ortamm son kiiltiir pH’s1 da belirlenmistir.

Farkh karbon kaynaklarmda R. meliloti Y11’in PHB iiretim yiizdesi, mannitol
ortaminda %11,61-33,37 (Cizelge 4.3, Sekil 4.3); laktozda %1,96-17,55 (Cizelge 4.4,
Sekil 4.4); glukozda %8,82-83,75 (Cizelge 4.5, Sekil 4.5); sukrozda %6,54-27,44
(Cizelge 4.6, Sekil 4.6); sodyum asetatta %2,91-10,53 (Cizelge 4.7, Sekil 4.7) ve
pirtivik asit-Na tuzu igeren besi ortaminda %2-26,45 (Cizelge 4.8, Sekil 4.8) arasinda
tespit edilmistir.

Diger taraftan tiim karbon kaynaklar1 ve inkiibasyon siireleri dikkate ahindiginda,
bakterinin maksimum PHB tiretim miktar1 ve yiizdesi, glukoz iceren besi ortammda
elde edilmigtir. Karbon kayna§i olarak glukoz igeren besiyerinde gelistirilen
bakteride en yiiksek PHB miktan inkiibasyon siiresinin 72. saatinde elde edilirken
(0,275 g/l), ilk 24 saatte bakterinin, maksimum %83,75 PHB iirettigi belirlenmistir



72

(Cizelge 4.5, Sekil 4.5). Diger karbon kaynaklarnda ise PHB iretiminin diisiik
olduéu bulunmugtur.

Yapilan ¢ahgmada zamana bagh olarak, hiicrede biriktirilen PHB miktarinda ve
ylizde veriminde bir azalma gbzlenmigtir. Genel olarak, itk 72. saate kadar inkiibe
edilen bakterinin, PHB’yi sentezleyip hiicrede biriktirdigi ve 96. saat inkiibasyondan
sonra PHB’yi kullandif1 g6zlenmigtir. Bu durum sadece sukroz igeren besiyerinde
farkhhk gOstermistir. Sukroz igeren ortamda, R. meliloti Y11 susundaki PHB
miktarinin 144 saat inkiibasyon ile aym seviyelerde devam etmesi, hiicre gelisimi
olmasma ragmen PHB iceriginde belirgin derecede bir azalma veya ylikselme
olmamas dikkat ¢ekmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.6).

YEM besi ortaminda %34,43 oraminda dogal PHB verimine sahip olan B. japonicum
S Irat Fab’m (Bkz. Cizelge 4.2), mannitol igceren besi ortaminda hiicre kuru agirhfna
gbre %13,06-30,24’{iniin PHB oldugu tespit edilirken (Cizelge 4.9, Sekil 4.9), PHB
verimin laktozda %S5,27-15,79 (Cizelge 4.10, Sekil 4.10); glukozda %2,23-34,31
(Cizelge 4.11, Sekil 4.11); sodyum asetatta %1,10-20,95 (Cizelge 4.12, Sekil 4.12)
ve piriivik asit-Na tuzu igerikli besi ortamunda %3,81-22,09 (Cizelge 4.13, Sekil
4.13) arasmnda degistigi saptannugtir.

Bakterinin, karbon kaynat olarak mannitol ve glukozun diginda laktoz, sodyum
asetat ve pirlivik asit-Na tuzu ortamlarinda geligtirildiginde, hiicrede depo edilen
PHB miktarn ve verimin diigiik oldufu g6zlenmigtir.

B. japonicum S Irat Fab susunun maksimum PHB {iretimi R. meliloti Y11 susu gibi
glukoz igeren ortamda ger¢eklesmistir (Cizelge 4.11, Sekil 4.11). Bakterinin PHB
igerigi ile ylizde verimi, bakterinin inkiibasyon siiresine bafh olarak artmstir.
Maksimum PHB iiretimi bakterinin 144, saat inkiibasyonunda ger¢eklesmistir
(%34,31). Bakterinin, mannitol iceren besi ortamina kiyasla daha yiiksek miktarda
PHB iirettii belirlenmigtir. Maksimum PHB veriminin elde edildigi ortamun son
kiilttir pH’s1 da 8,24 olarak Sl¢iilmiigtiir.
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Bakteri laktoz, sodyuh:l asetat ve piriivik asit-Na tuzu igeren besi ortaminda dikkate
deger PHB {iretimi gergeklestirmezken, en iyi PHB iiretimi glukoz ve mannitol
iceren besi ortamlarnda gergeklesmistir. Ancak bakterinin mannitolde ilk 48 saatte
depoladigt PHB’yi ilerleyen inkiibasyon siirelerinde kullandi§i (Bkz. Cizelge 4.9,
Sekil 4.9), glukozda ise inkiibasyon siiresince polimeri sentezlemeye devam ettiZi de
tespit edilmigtir (Bkz. Cizelge 4.11, Sekil 4.11).

Yiiksek (%57,09) PHB verimine sahip R. vicige F111 susunun (Bkz. Cizelge 4.2)
mannitol, laktoz, glukoz ve sukroz karbon kaynaklarmdaki PHB iiretimleri tespit
edilmistir. Tiim karbon kaynaklarinda (mannitol diginda) bakterinin PHB {iretiminin
diisiik oldugu bulunmugtur. Diger taraftan, bakteri seker kaynaklarinda {iretildiginde
diger suglara kiyasla kiiltir ortamndaki viskozitesinin artt:i, dolaywsiyla ortama
salgilanan EPS miktarimn yiiksek oldugu g6zlenmistir.

R. viciae F111 sugun PHB verimi mannitolde %13,38-41,22 (Cizelge 4.14, Sekil
4.14); laktozda %13,93-24,29 (Cizelge 4.15, Sekil 4.15); glukozda %4,45-12,63
(Cizelge 4.16, Sekil 4.16) ve sukrozda %3,09-26,18 (Cizelge 4.17, Sekil 4.17) olarak
bulunmugtur. Bakterinin maksimum PHB iretimi, mannitol igeren besi ortaminda
tespit edilmigtir. Bu karbon kaynafinda bakterinin PHB verimi, 48. saat
inkiibasyonda maksimum %41,22 olarak bulunmustur. PHB verimin tespit edildigi
son kiiltiir pH’s1 da 7,53 olarak dlgiilméstiir (Cizelge 4.14, Sekil 4.14). inkiibasyon
stiresi ilerledikge, mannitol ve sukroz igeren besi ortamlarinda hiicrede depolanan
PHB miktar1 azalirken, laktoz ve glukoz besi ortamlarinda PHB miktarinda bir artig
gdzlenmistir. Ayrica karbon kayna@ olarak mannitol igeren besi ortaminda, bakteri
hiicresinde depo edilen PHB miktarmm ilk 24. ve 72. saat inkiibasyonlarda sabit
oldugu da gdzlenmigtir (Cizelge 4.14, Sekil 4.14).

R. meliloti Y11 ve B. japonicum S Irat Fab suslarmda en yiiksek PHB verimi glukoz
ortammda elde edilirken, R. viciae F111 susunun bu karbon kaynagmdaki PHB
veriminin diigiik oldugu bulunmugtur. Aynca bu karbon kaynagm iceren kiiltiir
ortamindaki viskozitenin, diger karbon kaynaklarmna kiyasla daha yiksek oldufu
gOzlenmistir.
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Cizelge 4.3. Rhizobiﬁm meliloti Y11’in karbon kaynag: olarak Mannitol igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirhg, PHB miktar: ve yiizde verimi

24 Saat 0.625+0,005 | 0,123 40,003 | 19,68 0,80 7,50
48 Saat 0,875+0,075 | 0,292+0,039 | 33,37 1,03 8,01
72 Saat 0,902+0,009 | 0,215+0,010 | 23,84 1,58 8,15
96 Saat 0,910+0,000 | 0,132+0,003 | 14,51 1,89 8,21
120 Saat | 0,975+0,105 | 0,120+0,001 | 1231 2,00 8,33
144 Saat | 1,025+0,025 | 0,119+0,002 | 11,61 2,55 8,34

Hiicre kuru agirlik,

il Hiicre Kuru Agirhik (g/1) B PHB (g/1)

[
N

3

PHB (g/1)
oo oo
O™ s o

24

48 72

96
Inkiibasyon Siiresi/Saat

144

Sekil 4.3. Rhizobium meliloti Y11’in karbon kaynadi olarak Mannitol igeren
besi ortaminda hiicre kuru agirhf ile PHB {iretim histogram
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Cizelge 4.4. Rhizobium meliloti Y11’in karbon kaynag: olarak Laktoz igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirligi, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat 0,845+0,185 | 0,046+0,007 | 5,44 0,88 772
48 Saat 0,855+0,125 | 0,048+0,001 | 5,61 1,10 7,84
72 Saat 0,923 +0,023 | 0,162+0,017 | 17,55 1,55 8,01
96 Saat 0,945 +0,005 | 0,088+0,040 | 9,31 2,10 8,36
120 Saat 1,135+£0,115 | 0,076+0,030 | 6,70 2,18 8,80
144 Saat 1,790 £0,180 | 0,035+0,009 | 1,96 2,37 8,84

Hiicre Kuru Agrlik (/1) B PHB (g/T)

o
29
e ~—
<&
()]
5"
24 48 72 96 120 144 -
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.4. Rhizobium meliloti Y11’in karbon kaynaf: olarak Laktoz iceren besi

ortaminda hiicre kuru agirhg ile PHB tiretim histogrami
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Cizelge 4.5. Rhizobium meliloti Y11’in karbon kaynaZ olarak Glukoz igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirh, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat 0,240 +0,000 | 0,201 +0,013 | 83,75 0,40 7,01
48 Saat 0,560 £ 0,150 | 0,235+0,029 | 41,96 0,70 734
72 Saat 0,685+0,045 | 0,275+0,077 | 40,15 1,50 7.85
96 Saat 0,720 £ 0,060 | 0,267 +£0,077 37,08 1,57 8,10
120 Saat 0,855 +0,020 | 0,128 +£0,073 14,97 1,70 8,26
144 Saat 0,975 £0,095 | 0,086 + 0,080 8,82 1,82 8,56
E Hiicre Kuru Agirhk (g/1) BIPHB (g/1) .
1 &
208
=
RS 06
E éf 0,4
§ 0,2
24 48 72 96 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.5. Rhizobium meliloti Y11’in karbon kaynaf olarak Glukoz igeren besi
ortarmnda hiicre kuru agirh@ ile PHB tiretim histogram:



77

Cizelge 4.6. Rhizobium meliloti Y11’in karbon kaynag olarak Sukroz igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirhig, PHB miktar ve ylizde verimi

24 Saat 0,215+0,015 | 0,059+0,018 | 27,44 0,42 7.43
48 Saat 0,535 +0,005 | 0,070+0,006 | 13,08 1,08 7,92
72 Saat 1,000 £ 0020 | 0,090+0,006 | 9,00 1,87 9,08
96 Saat 1,010+ 0,045 | 0,096+0,015 | 9,50 2,08 9,10
120 Saat 1,220 £ 0,060 | 0,095+0,020 | 7,79 2,37 9,04
144 Saat 1,620 £ 0,340 | 0,106+0,010 | 6,54 2,72 9,06

Hiicre kuru agirlik,

Hiicre Kuru Agirlik (g/1) B8 PHB (g/1)

PHB (g/1)
\'o ‘:_l
S U~ N

24

48 72 96 120
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.6. Rhizobium meliloti Y11’in karbon kaynaf olarak Sukroz igeren besi

ortamnda hiicre kuru agirli: ile PHB iiretim histogrami



78

Cizelge 4.7. Rhizobium meliloti Y11’in karbon kaynag olarak Sodyum asetat iceren
besi ortaminda hiicre kuru agirhigi, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat | 0,130 £0,050 ~ - 030 7,04
48 Saat 0,700 £ 0,000 | 0,057 +0,000 | 8,14 1,20 7,40
72 Saat 0,810+ 0,042 | 0,067+0,001 | 827 1,50 8,22
96 Saat 0,078 £0,001 | 0,103 +0,005 | 10,53 1,63 8,58
120 Saat 1,260 £ 0,050 | 0,066+ 0,034 | 524 2,20 9.16
144 Saat 1,925+0,125 | 0,056 £0,008 | 2,91 2,30 9,20

Hiicre Kuru Agirhk (g/1) B PHB (g/1)

N

oy
-
[¥, ]

°o
[V}

Hiicre kuru afirhik,
PHB (g/1)

(=]

24 48 72 96 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.7. Rhizobium meliloti Y11’in karbon kaynagt olarak Sodyum asetat igeren
besi ortaminda hiicre kuru agirh: ile PHB tiretim histogram
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Cizelge 4.8. Rhizobium meliloti Y11’in karbon kaynag: olarak Piriivik asit-Na tuzu
igeren besi ortaminda hiicre kuru agrh, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat 0,055 +0015 | 0,010+0,001 | 18,18 032 7,11
48 Saat 0,135+0,015 | 0,026 £0,002 | 1926 0,37 7,24
73 Saat 0,155 +0,035 | 004150019 | 26.45 0,41 7,86
06 Saat 0,167+ 0,010 | 0,017 +0,007 | 10,18 0,64 791
120 Saat | 0,22010,020 | 0,060,003 | 2.73 0,77 8,26
144 Sast | 0,200+0,020 | 0,00420,001 | 20" 045 | 8,00

Hiicre kuru

agurlik, PHB (g/l)

24

48 72

H Hiicre Kuru Agirhk (g/I) BPHB (gD

96

120 144

Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.8. Rhizobium meliloti Y11%in karbon kaynag olarak Piriivik asit-Na tuzu

igeren besi ortaminda hiicre kuru agirhg ile PHB iiretim histogramm



80

Cizelge 4.9. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’mn karbon kaynad olarak
Mannitol iceren YEM besi ortaminda hiicre kuru agirhd:, PHB

miktan ve yiizde verimi
24 Saat 0,450+ 0,060 | 0,080+0,002 | 17,78 0,40 705
48 Saat 0,463 +0,024 | 0,140+0,005 | 30,24 0,58 7,35
72 Saat 0,480 +0,030 | 0,137+0,027 | 28,54 0,68 8,03
96 Saat 0,472 +0,000 | 0,112+0,003 | 23,73 0,92 8,50
120 Saat 0,390 £ 0,020 | 0,076 +0,011 | 19,49 1,33 8,26
144 Saat 0,245 +0,005 | 0,032+0,019 | 13,06 0,44 7,75

Hiicre kuru agirlik,
PHB (g/D

Hiicre Kuru Agirlik (g/1) EPHB (g/l)

QO O O O
~ ~ ~ ~
O = N W h

48 72

96

120 144

Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.9. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’n karbon kaynag: olarak Mannitol

iceren YEM besi ortaminda hiicre kuru agirhig: ile PHB iiretim histogram
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Cizelge 4.9. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’m karbon kayna§i olarak
Mannitol igeren besi ortaminda hiicre kuru agirhg, PHB miktar1 ve

yiizde verimi
24 Saat 0,450 £ 0,060 | 0,080 + 0,002 17,78 0,40 7,03
48 Saat 0,463 +0,024 | 0,140+0,005 | 30,24 0,58 7,35
72 Saat 0,480+ 0,030 | 0,137 £0,027 28,54 0,68 8,03
96 Saat 0,472 £ 0,000 | 0,112 +0,003 23,73 0,92 8,50
120 Saat 0,390 £ 0,020 | 0,076 +£0,011 19,49 1,33 8,26
144 Saat 0,245 £ 0,005 | 0,032 +0,019 13,06 0,44 1,75

PHB (g/)

Hiicre kuru agurlik,

Bl Hiicre Kuru Agrlik (g/l) BPHB (g/1)

\lo\lo vo Uo \-to
O = N W b W

48

72
Inkiibasyon Siresi/Saat

96

120 144

Sekil 4.9. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’m karbon kaynag olarak Mannitol

iceren besi ortaminda hiicre kuru agirli: ile PHB {iretim histogramu
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Cizelge 4.10. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’in karbon kaynag olarak Laktoz
igeren besi ortaminda hiicre kuru agirhgi, PHB miktan ve yiizde verimi

24

48 72
Inkiibasyon Siiresi/Saat

24 Saat 0,130+0,020 | 0,017 £0,002 13,08 0,20 7,11
48 Saat 0,190 £ 0,010 | 0,030+0,008 | 15,79 0,37 7,05
72 Saat 0330+0,010 | 0,033+0,017 | 10,00 0,60 742
96 Saat 0,615 +0,105 | 0,056 +0,021 9,11 1,02 7,78
120 Saat 0,995 + 0,055 | 0,090+0,030 | 9,05 2,90 8,38
144 Saat 1,745 £ 0,015 | 0,092+0,008 | 5,27 3,78 8,60
E Hiicre Kuru Agirlik (g/1) B PHB (g/1)
.
2
< &
L
S o
T g 05%
& N

96 120

144

Sekil 4.10. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’m karbon kaynag: olarak Laktoz

igeren besi ortaminda hiicre kuru agirhg ile PHB tiretim histogrami
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Cizelge 4.11. Bradyrhizobium japonicum S Trat Fab’in karbon kayna1 olarak Glukoz
iceren besi ortaminda hiicre kuru agirhg, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat 0,179+0,001 | 0,004 £0,001 | 223 | 040 7,13
48 Saat 0,195 £0,015 | 0,006 + 0,002 3,08 0,53 7,60
72 Saat 0,345+ 0,015 | 0,050 0,021 14,49 0,60 7,78
96 Saat 0,352 £0,008 | 0,062 + 0,003 17,61 0,88 7,77
120 Saat 0,445 £ 0,045 | 0,085 +0,022 | 19,10 0,92 8,24
144 Saat 0,615 £0,009 | 0,211 £0,006 3431 0,90 8,24
Hiicre Kuru Agirhk (g/) B PHB (g/)
25
§ Ay
24 48 72 96 120 144
Inkibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.11. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’in karbon kaynaf olarak Glukoz

igeren besi ortaminda hiicre kuru agwhg ile PHB iiretim histogrami
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Cizelge 4.12. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’in karbon kaynafi olarak
Sodyum Asetat igeren besi ortaminda hiicre kuru agirhg, PHB

miktari ve yiizde verimi
24 Saat 0,105 +0,035 | 0,022 +0,012 20,95 0,50 7,05
48 Saat 0,330+ 0,070 | 0,055 i 0,014 16,67 0,63 7,31
72 Saat 0,345+0,115 | 0,035+0,003 | 10,14 0,74 7,36
96 Saat 0,370 +£0,190 | 0,035+0,018 9,46 0,78 7,62
120 Saat 0,575+0,005 | 0,019+0,004 | 3,30 1,05 8,04
144 Saat 0,815 +0,075 | 0,009+ 0,001 1,10 1,25 8,24

Hiicre Kuru Agirlik (g/1) B PHB (g/1)

\lo \lo
RIS

Hiicre kuru agirhik,
PHB (g/1)
o
[« )}

(=

24 48 72 96 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.12. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’m karbon kaynag: olarak Sodyum
Asetat iceren besi ortaminda hiicre kuru agirhg: ile PHB iretim
histogram
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Cizelge 4.13. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’m karbon kaynag olarak Piriivik
asit-Na tuzu igeren besi ortaminda hiicre kuru agirhig, PHB miktan ve

yiizde verimi
24 Saat 0,210+0,012 | 0,008£0,001 | 3,81 | 034 | 695
48 Saat 0,290 + 0,140 | 0,035+0,009 | 12,07 0,59 7,16
72 Saat 0,335+0,195 | 0,074 £ 0,005 22,09 1,00 7,42
96 Saat 0,630 +0,020 | 0,080 +0,000 | 12,70 1,70 7,28
120 Saat 0,845 £0,005 | 0,120 £ 0,007 14,20 2,00 7,65
144 Saat 0,930+ 0,070 | 0,119 £ 0,008 12,80 2,60 7,90

Hiicre Kuru Agirhik (g/1) BIPHB (g/)

Hiicre kuru agirhk,
PHB (g/)

24 48 72 96 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.13. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’m karbon kaynag olarak Piriivik
asit-Na tuzu igeren besi ortaminda hiicre kuru agirhg: ile PHB iiretim
histogrami
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Cizelge 4.14. Rhizobium viciae F111°in karbon kaynag1 olarak Mannitol iceren besi
ortaminda hiicre kuru agirhg:, PHB miktar1 ve yiizde verimi

24 Saat 0390 £0,002 | 0,134+ 0,005 | 34,36 0,63 7,21
48 Saat 0,410 £0,020 | 0,169+0,003 | 41,22 0,78 7,53
72 Saat 0,470 £0,010 | 0,134+0,002 | 28,51 1,05 7,84
96 Saat 0,740 £0,140 | 0,099 +0,007 | 13,38 1,50 7,92
120 Saat 0,650 £0,010 | 0,101+0,004 | 15,54 1,20 7,98
144 Saat 0,468 +0,027 | 0,075+0,005 | 16,03 1,02 7,95

Hiicre Kuru Agirlik (g/1) B PHB (g/1)

~ 08¢
§§0,6~
SE o
S A
T g 0,
&

o

24 48 72 96 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.14. Rhizobium viciae F111’in karbon kayna8i olarak Mannitol iceren besi
ortaminda hiicre kuru agirhd ile PHB iiretim histogramm
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Cizelge 4.15. Rhizobium viciae F111’in karbon kaynad: olarak Laktoz igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirhgi, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat | 0,150+0,010 | 0,030£0,012 | 20,0 0,25 7,00
48 Saat 0,155+0,015 | 0,033+0,011 | 21,29 0,29 7,02
72 Saat 0,140+ 0,020 | 0,034 £0,014 | 24,29 0,30 7,06
96 Saat 0,175+0,025 | 0,035+0,004 | 20,0 0,38 7,15
120 Saat 0,235+0,135 | 0,035+0,010 | 14,89 0,37 7,26
144 Saat 0,280 +0,020 | 0,039+0,014 | 13,93 0,33 7,40

Hiicre kuru agirlik,

PHB (g/)

Hiicre Kuru Agirhik (g/l) BBPHB (g/1)

o o
bk vo N vo
w» N L W

0,1

48 72

96

120
Inkiibasyon Siiresi/Saat

144

Sekil 4.15. Rhizobium viciae F111’in karbon kaynadi olarak Laktoz igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirhg ile PHB iuiretim histogram
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Cizelge 4.16. Rhizob}’um viciae F111’in karbon kaynag olarak Glukoz igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirhgi, PHB miktar ve yiizde verimi

24 Saat 0,130 £0,000 | 0,008 +0,000 | 6,15 0,20 6,68
48 Saat 0,209 + 0,008 | 0,019+0,001 | 9,09 0,45 6,72
72 Saat 0,281 + 0,001 | 0,032+0,002 | 11,39 0,52 7.25
96 Saat 0,285+0,017 | 0,036+0,002 | 12,63 1,00 7,50
120 Saat 0,560 +0,080 | 0,048 +0,004 | 8,57 1,40 7,52
144 Saat 1,280 £ 0,140 | 0,057 £0,018 | 4,45 2,00 7,62
il Hiicre Kuru Agirlik (g/l) EIPHB (g/1)
. 141

212

e 1

<

2 @ 0,8

28 06

2R 04

=1

g

24 48 72 9% 120 144
Inkitbasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.16. Rhizobium viciae F111’in karbon kaynafi olarak Glukoz iceren besi

ortammda hiicre kuru agirhg ile PHB iiretim histogrami
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Cizelge 4.17. Rhizobium viciae F111’in karbon kaynad: olarak Sukroz igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirlig:, PHB miktan ve yiizde verimi

0,100 + 0,000 _ _ 0,30 6,93
48 Saat 0,280+ 0,007 | 0,027+0,003 | 9,64 0,45 7,10
72 Saat 0,340+ 0,080 | 0,089+0,020 | 26,18 0,60 7,19
96 Saat 0,472+0,013 | 0,052+0,009 | 11,02 1,15 7,40
120 Saat 0,475+£0,200 | 0,044+0,013 | 9,26 1,30 7,47
144 Saat 1,165+0,455 | 0,036+0,008 | 3,09 2,80 7,48

Hiicre Kuru Agirlik (g/1) B PHB (g/1)

127
53
g8 0
£E o
230

5 2l s AS

24 48 72 96 120 144
Inkiibasyon Stiresi/Saat

Sekil 4.17. Rhizobium viciae F111’in karbon kaynag olarak Sukroz igeren besi
ortaminda hiicre kuru agrhig ile PHB iiretim histogram
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4. 6. Farkh Azot Kaynaklarimn PHB Uretimine Etkisi

Azot kaynaklan olarak proteaz pepton, glisin, (NH4)>SOs, asparajin ve DL-triptofan
kullanilmagtir, Azot kaynaklar 3.2.9°da anlatildig: gibi hazirlanmugtir.

B. japonicum S Irat Fab susunun DL-triptofan ve glisin azot kaynaklarmn ilave
edildigi besi ortaminda zayif geligmesi, R. viciae F111 susunun da glisin azot
kaynakh ortamda gelismemesi nedeniyle her iki susun bu azot kaynaklarinda PHB
{iretimleri determine edilememigtir. Genel olarak suglarn azot kaynaklarindaki PHB
liretimlerinin diigiik oldugu saptanmugtir.

R. meliloti Y11 susu azot kaynaBi olarak proteaz pepton igeren besiyerinde
gelistirildiginde, PHB iiretimi yiizdesi %7,40-26,23 olarak hesaplanmistir (Cizelge
4.18, Sekil 4.18). Bu verimin, glisinde %6,96-22,29 (Cizelge 4.19, Sekil 4.19) ve
asparajinde %9,14-18,04 arasinda degistigi tespit edilmigtir (Cizelge 4.21, Sekil
4.21).

(NH4),SO4 azot kaynakli besi ortamunda PHB verimi %5,24-19,41 olarak tespit
edilirken (Cizelge 4.20, Sekil 4.20), DL-triptofanda PHB veriminde bir artig oldugu
gOzlenmigtir (%6,14-21,18) (Cizelge 4.22, $ekil 4.22).

Sonug olarak, R. meliloti Y11 susunda en yitksek PHB verimine proteaz pepton
icerikli besi ortaminda ulagilmstir (Cizelge 4.18, Sekil 4.18). Bu azot kaynaginda
bakteri, maksimum PHB {iretimini 96. saat inkiibasyonda gergeklestirmistir
(%26,23). Maksimum PHB verimin elde edildigi ortammn son kiiltiir pH’s1 da 6,89
olarak Olgiilmiigtiir. Bakterinin genel olarak bu azot kaynaginda diger azot
kaynaklarina kiyasla daha yiiksek miktarlarda PHB sentezledigi g6zlenmistir.

B. japonicum S Irat Fab sugunun proteaz pepton, (NH4)>SO4 ve asparajin igerikli azot
kaynaklarindaki PHB iiretimleri Cizelge 4.23, 4.24 ve 4.25°te verilmigtir.
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Bakterinin, (NH,),SOs azot kaynafinda 72 saat inkibasyon siiresince PHB
uretmedigi gozlenmigtir Ilerleyen inkiibasyon siiresinde bakterinin hiicre kuru
afihfina gore %7,67-8,47’sinin PHB oldugu belirlenmigtir (Cizelge 4.24, Sekil
4.24).

Azot kaynag olarak asparajin igeren besi ortaminda bakterinin %1,0-9,88 arasinda
PHB {irettigi tespit edilirken, proteaz peptonda PHB verimin %7,62-26,78 arasinda
artt1if1 bulunmugtur.

Bakteri maksimum PHB iretimini, proteaz pepton kaynakli besiyerinde
gergeklestirmis olup, en yiiksek PHB verimine (%26,78) inkiibasyon siiresinin 144.
saatinde ulagmgtir (Cizelge 4.23).

R. viciae F111 susunun proteaz pepton, glisin, (NH4),SO; ve asparajin azot
kaynaklarinda PHB iiretimleri incelenmistir.

F111 susunun bu azot kaynaklarindaki PHB verimlerinin diger iki susa kiyasla daha
yiiksek oldugu gozlenmistir.

Proteaz pepton igeren besi ortamunda bakterinin hiicre kuru agirhgmn %8,14-
21,09’u PHB (Cizelge 4.26, Sekil 4.26) olarak tespit edilirken, bu verimin glisinde
%20,24-29,54 (Cizelge 4.27, Sekil 4.27); (NH4)2SO4'ta %18,43-35,43 (Cizelge 4.28,
Sekil 4.28) ve asparajinde %24,14-48,13’¢ (Cizelge 4.29, Sekil 4.29) arttif
gozlenmigtir.

Bakteri proteaz pepton ve (NH4);SO4’ta 72. saat inkiibasyonda maksimum oranda
PHB sentezlerken (sirasiyla, %21,09; %35,43), glisinde ilk 24 saatte (%29,54),
asparajin iceren azot kaynaginda ise 96. saatte (%48,13) yiksek oranda PHB
Uretmigtir. Bakteri yiiksek PHB iiretimini azot kaynag: olarak asparajin igeren
ortamda gergeklegtirmistir.
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Cizelge 4.18. Rhizobium meliloti Y11’in azot kaynag: olarak Proteaz Pepton igeren
besi ortaminda hiicre kuru agirhg:, PHB miktan ve ylizde verimi

24 Saat 0,035 + 0,001
48 Saat 0,575 +0,035 | 0,101 £0,050 17,57 1,06 7,88
72 Saat 0,715 £0,015 | 0,120+0,015 | 16,78 1,40 7.89
96 Saat 0,995 £0,165 | 0,261 £0,030 | 26,23 2.18 6,89
120 Saat 1,115+£0,195 | 0,107 £ 0,001 9,60 2,09 6,66
144 Saat 1,000 + 0,030 | 0,074 £0,005 | 7,40 1.38 6,55
El Hiicre Kuru Agirlik (g/) BBPHB (g/1)
R
-
g S
K
2 0
24 48 72 96 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.18. Rhizobium meliloti Y11’in azot kaynag: olarak Proteaz Pepton igeren besi

ortaminda hiicre kuru agirlig ile PHB iiretim histogram




92

Cizelge 4.19. Rhizobium meliloti Y11’in azot kaynag olarak Glisin igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirlig:, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat 0,330 +0,030 | 0,039+0,008 | 11,82 0,60 721 -
48 Saat 0,350 0,000 | 0,078 0,000 | 22,29 0,73 7,46
72 Saat 0,380 £ 0,000 | 0,061+0,004 | 16,05 0,80 7,66
96 Saat 0,430 £0,040 | 0,057 +0,009 | 13,26 0,98 8,03
120 Saat 0,470 £ 0,010 | 0,039+0,004 | 8,30 1,10 8,34
144 Saat 0,460 £0,020 | 0,032+0,001 | 6,96 0,93 7,80

Hiicre kuru agirhk,
PHB (g/))

Hiicre Kuru Agirlik (g/1) EPHB (g/1)

48 72
Inkiibasyon Siiresi/Saat

96

Sekil 4.19. Rhizobium meliloti Y11’in azot kaynag olarak Glisin igeren besi
ortamunda hiicre kuru agirhg ile PHB tiretim histogramu
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Cizelge 4.20. Rhizobium meliloti Y11’in azot kaynag olarak (NH4);SO4 igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirhg1, PHB miktan ve ylizde verimi

24 Saat 0,170 £0,030 | 0,033 +0,001 | 19,41 0,34 7,49
48 Saat 0.275+0,025 | 0,043 £0,009 | 15,64 0,47 7,75
72 Saat 0.355 £0,005 | 0,034+0,009 | 9,58 0,65 8,75
96 Saat 0,390 £0,010 | 0,037+0,009 | 9,49 0,76 8,30
120 Saat 0,525+0,003 | 0,031+0,014 | 590 0,98 8,32
144 Saat 0,420 £0,070 | 0,022+0,003 | 5,24 0,93 8,00

B Hiicre Kuru Agirhk (g/1) BPHB (g/h)

Hiicre kuru agirhk,
PHB (g/)

24 48 72 926 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.20. Rhizobium meliloti Y11’in azot kaynag olarak (NH4):SO4 igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirhig ile PHB iiretim histogram:
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Cizelge 4.21. Rhizobium meliloti Y11’in azot kaynag olarak Asparajin igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirhii, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat 0,460 0,020 | 0,083 +0,002 | 18,04 1,15 767 |
48 Saat 0,565+0,045 | 0,081 £0,001 | 14,34 1,28 7,92
72 Saat 0,440 +0,020 | 0,075+0,001 | 17,05 137 7,85
96 Saat 0,370 £0,020 | 0,056 £0,003 | 15,14 0,80 8,05
120 Saat 0,355+0,002 | 0,049+0,009 | 13,80 0,75 7,92
144 Saat 0,350+ 0,008 | 0,032+0,001 | 9,14 0,74 7,90

Hiicre kuru agirlik,
PHB (g/))

Hiicre Kuru Agirhik (g/1) B PHB (g/1)

24

48 72 96 120
Inkiibasyon siiresi/Saat

144

Sekil 4.21. Rhizobium meliloti Y11’in azot kayna@i olarak Asparajin igeren besi

ortaminda hiicre kuru agirhig: ile PHB iiretim histogram
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Cizelge 4.22. Rhizobium meliloti Y11’in azot kaynaf olarak DL-Triptofan igeren
besi ortaminda hiicre kuru agirhg, PHB miktan ve ytzde verimi

24 Saat 0.230+0,030 | 0,033£0,007 | 1435 | 0,50 8,00
43 Saat 0,255 0,003 | 0,054%0,005 | 21,18 0,63 5,06
72 Saat 0,345+ 0,035 | 0,090,005 | 11,30 1,10 8,50
96 Saat 0,348 20,005 | 0,036£0,001 | 10,34 150 | 861
120 Saat | 0,455+ 0,005 | 0,030 £0,000 | 6,59 125 8,40
144 Saat | 0,570 20,040 | 0,035+0,013 | 6,14 WE 2.85

Hiicre kuru agrhik,
PHB (g/)

Hiicre Kuru Agirhik (g/l) BPHB (g/)

24

48 72

96 120

Inkiibasyon Siiresi/Saat

144

Sekil 4.22. Rhizobium meliloti Y11’in azot kaynag olarak DL-Triptofan igeren besi

ortaminda hiicre kuru agirhf ile PHB tretim histogram
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Cizelge 4.23. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’m azot kaynag: olarak Proteaz
Pepton igeren besi ortaminda hiicre kuru agirhg, PHB miktan ve yiizde

verimi
24Saat | 0,105+0,015 | 0,008+0,002 | 7,62 7020 7.51
48 Saat 0,155+0,005 | 0,026+0,002 | 16,77 0,31 7,88
72 Saat 0,205 +0,035 | 0,044 +0,006 | 21,46 0,35 7,81
96 Saat 0,380 £0,006 | 0,066+0,002 | 17,37 0,74 7.05
120 Saat 0,352 £0,007 | 0,069+0,001 | 19,60 0,68 7,08
144 Saat 0,295+0,025 | 0,079+0,018 | 26,78 0,65 8.28
Hiicre Kuru Agirhik (g/) B1PHB (g/1)

5 B

£ g

® &

=K

= As )
24 48 72 9% 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.23. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’in azot kaynag olarak Proteaz
Pepton igeren besi ortaminda hiicre kuru afirhg: ile PHB iretim
histogrami
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Cizelge 4.24. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’in azot kaynagi olarak
(NH4)2SOy igeren besi ortaminda hiicre kuru agirhig, PHB miktan ve

ylizde verimi
24 Saat | 0,055+ 0,005 - - 0,13 7,06
48 Saat { 0,105 + 0,005 - - 0,20 7,30
72 Saat | 0,175 +0,025 - - 0,23 8,23
96 Saat | 0,300+ 0,050 | 0,023 £0,014 7,67 0,65 8,83
120 Saat | 0,425 40,055 | 0,036 £ 0,005 8,47 0,87 8,45
144 Saat | 0,420 +0,050 | 0,034 + 0,000 8,10 0,93 8,00
B Hiicre Kuru Agirlik (g/1) B PHB (g/l)
05 v
g E" 0,4
28 o3
o B
é :g 0,2
0,1
8 O
24 48 72 96 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.24. Bradyhizobium japonicum S Irat Fab’in azot kaynag: olarak (NH4),SO4

iceren besi ortaminda hiicre kuru agirhg: ile PHB Gretim histogram
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Cizelge 4.25. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’in azot kaynag olarak Asparajin
igeren besi ortaminda hiicre kuru agirhg:, PHB miktan ve yilizde verimi

24 Saat 0,100 + 0,000 - - 0,40 6,90
48 Saat 0,260 £ 0,060 | 0,024 £ 0,000 9,23 0,63 7,35
72 Saat 0,405 + 0,025 | 0,040 £ 0,005 9,88 0,50 7,62
96 Saat 0,958+ 0,012 | 0,069 £0,003 | 7,20 0,98 7,65
120 Saat 1,305 £ 0,025 | 0,016 +0,001 1,23 2,25 7,37
144 Saat 1,200 £ 0,050 | 0,012 £0,001 1,0 2,00 7,31
E Hiicre Kuru Agirhk (g/) BPHB (g/1)

5 B

2

s

= N

52

] owen
24 43 72 96 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.25. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’in azot kaynag: olarak Asparajin
igeren besi ortaminda hiicre kuru agirhig ile PHB tretim histogramm
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Cizelge 4.26. Rhizobium viciae F111°in azot kayna@ olarak Proteaz Pepton iceren
besi ortaminda hiicre kuru agirligs, PHB miktarn ve yiizde verimi

24 Saat 0,420 £0,040 | 0,052+0,000 | 12,38 0,70 6,71
48 Saat 0,535+ 0,085 | 0,096+0,001 | 17,94 1,00 6,74
72 Saat 0,550+0,040 | 0,116 +0,001 | 21,09 1,05 6,91
96 Saat 0,465 +0,013 | 0,084+0,015 | 18,06 0,96 6,91
120 Saat 0,385 +0,025 | 0,061 +0,005 { 15,84 0,95 6,92
144 Saat 0,381 +£0,001 | 0,031+ 0,001 8,14 0,63 6,82
Hiicre Kuru Agirhik (g/1) BPHB (g/1)

=

25

§ ~

24 48 72 96 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.26. Rhizobium viciae F111’in azot kaynad olarak Proteaz Pepton igeren besi

ortaminda hiicre kuru agirli: ile PHB diretim histogram
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Cizelge 4.27. Rhizobium viciae F111’in azot kaynadi olarak Glisin igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirlig:, PHB miktan ve ylizde verimi

24 Saat 0,325+0,015 | 0,096 +0,013 | 29,54 0,78 7,76
48 Saat 0,400 + 0,000 | 0,089 + 0,007 2225 1,13 8,12
72 Saat 0,415+0,025 | 0,084 +0,013 | 20,24 1,28 8,30
96 Saat 0,385+0,035 | 0,082+0,020 | 21,30 1,05 8,49
120 Saat 0,325+ 0,005 | 0,069+0,006 | 21,23 0,95 8,60
144 Saat 0,285+ 0,085 | 0,050+0,003 | 20,70 0,78 7,20
Hiicre Kuru Agirlik (g/1) B PHB (g/1)

£

5"

ew

24 438 72 96 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.27. Rhizobium viciae F111’in azot kaynagi olarak Glisin igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirhid ile PHB iretim histogramu



PRVEY

Cizelge 4.28. Rhizobium viciae F111’in azot kaynag olarak (NH4)zSO4 iceren besi

ortaminda hiicre kuru agirhg, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat 0215+0,035 | 0,042+0,006 | 19,53
48 Saat 0,250 £0,030 | 0,075+0,012 | 30,00
72 Saat 0,350 +0,000 | 0,124 +0,000 | 35,43
96 Saat 0,457 +0,007 | 0,098 + 0,009 21,44 6,79
120 Saat 0,553 +0,001 | 0,102+0,010 18,44 6,81
144 Saat 0,510 +0,040 { 0,094 £ 0,004 18,43 6,42
Hiicre Kuru Agirhk (g/1) ®PHB (g/1)

EH

il =Y

=)

5

) el i ,‘
24 48 72 96 120 144
Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.28. Rhizobium viciae F111’in azot kaynafi olarak (NH,4),SO, igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirlig ile PHB dretim histogram
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Cizelge 4.29. Rhizobium viciae F111’in azot kayna@ olarak Asparajin igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirligi, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat 0,135+0,015 | 0,035+0,004 | 2593 0,68 6.75
48 Saat 0350 £0,120 | 0,086+0,020 | 24,57 1.25 7,32
72 Saat 0,377+0,003 | 0,091 +0,002 | 24,14 130 7,52
96 Saat 0,480+0,170 | 0,231+0,001 | 48,13 1,48 7,65
120 Saat | 0,385+0,115 | 0,097+0,013 | 25,19 1,50 7,67
144 Saat | 0,245 £0,015 | 0,084+0,001 | 34,29 0,90 8,31

Hiicre kuru agirhk,
PHB (g/)

Hiicre Kuru Agirlik (g/1) B PHB (g/1)

48 72

96
Inkiibasyon Siiresi/Saat

120

Sekil 4.29. Rhizobium viciae F111’in azot kaynag: olarak Asparajin igeren besi
ortaminda hiicre kuru agirh@: ile PHB iiretim histogram
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4. 7. Kombine Besiyerinde PHB Uretimi

R. meliloti Y11, B. japonicum S Irat Fab ve R. viciae F111 suglarmmn maksimum
PHB iirettikleri karbon ve azot kaynaklar segilip, bunlardan olugan farkh kombine
besi ortamlar1 hazirlanomgtir.

Bu amagla YEM besiyerindeki karbon kaynag: olan mannitol, azot kaynaklar1 olan
tripton ve pepton ¢ikarilmig, yerine her susun maksimum PHB verimine sahip oldugu
karbon ve azot kaynad: ilave edilerek kombine besi ortamu olusturulmustur. Her
bakterinin kendine ait bu kompleks besi ortamundaki PHB {iretim yetenegi

aragtirtmugtir.

Karbon kaynag olarak glukoz ve azot kaynag1 olarak proteaz pepton iceren kombine
besi ortaminda R. meliloti Y11 susun farkh siirelerde PHB verimi %4,45-38,64
‘arasmda degistifi bulunmugstur. Bakteride maksimum (%38,64) PHB iiretimi, 48.
saat inkiibasyonda tespit edilmistir. Kombine besi ortamnda hiicrede depo edilen
PHB igeriginin ve yiizde verimin 48 saat inkiibasyondan sonra azaldii da
gbzlenmistir (Cizelge 4.30, Sekil 4.30).

B. japonicum S Irat Fab sugun da R. meliloti Y11 susu gibi glukoz ve proteaz pepton
kaynakh besi ortamlarinda yiiksek PHB iirettigi bulunmugtur. Bakterinin, karbon
kaynag olarak glukoz igeren besi ortaminda %34,31 ve azot kaynag olarak proteaz
pepton igeren besiyerinde %26,78 oraninda PHB firettifi tespit edilmigtir (Bkz.
Cizelge 4.11, Sekil 4.11 ve Cizelge 4.23, Sekil 4.23). Bakteri, glukoz ve proteaz
peptondan olusturulan kombine besi ortaminda gelistirildiinde, PHB verimin %2,5-
48,24 arasinda oldugu bulunmustur. Maksimum %48,24 PHB verimi, bakterinin 120.
saat inkiibasyonundan elde edilmistir (Cizelge 4.31, Sekil 4.31).

R. viciae F111 susunda en yiiksek PHB verimi, karbon kaynag: olarak mannitol
(%41,22) ve azot kaynafy olarak asparajin (%48,13) iceren besi ortamlarinda
bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.14, Sekil 4.14 ve Cizelge 4.29, Sekil 4.29). Mannitol ve
asparajinden olugturulan kombine besiyerinde gelistirilen bakterinin PHB {iretimi az
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bulunmustur. Bakteri 96. saat inkiibasyonda maksimum %38,79 orannda PHB
tiretmigtir (Cizelge 4.32, Sekil 4.32).

Ayrica denemelerde, R. meliloti Y11 ve B japonicum S Irat Fab suglarmn
Mannitol+Asparajin, R. viciae F111 sugunun da Glukoz+Proteaz pepton igeren besi
ortamlarindaki PHB iiretimleri de aragtiriimugtir.

Mannitol+Asparajin ortaminda gelistirilen R. meliloti Y11 sugunun PHB iiretimi ve
histogramu Cizelge 4.33 ve Sekil 4.33’te verilmigtir. Bu besi ortaminda bakterinin
farklh siirelerde PHB iiretimi %20,17-41,25 arasnda bulunmugtur. Bakteri
maksimum (%41,25) PHB {iretimini 72. saat inkiibasyonda gerceklestirmistir.
Bakteri, bu besi ortammda Glukoz+Proteaz pepton besiyerine kiyasla daha yiiksek
miktarda PHB iiretmigtir. Glukoz+Proteaz pepton besiyerinde en yiiksek PHB verimi
%38,64 olarak tespit edilirken (Bkz. Cizelge 4.30, Sekil 4.30),
Mannitol+Asparajin’de PHB verimin %41,25%e yiikseldigi bulunmugtur (Cizelge
4.33, Sekil 4.33).

B. japonicum S Irat Fab susun Mannitol+Asparajin kombine besi ortamindaki PHB
tiretimi ve histogram Cizelge 4.34 ve Sekil 4.34°de verilmigtir. Bakteri bu ortamda,
%1,14-13,37 arasmda PHB iiretmigtir. Bakterinin PHB iretimi Glukoz+Proteaz
pepton besi ortamiyla kargilastiriddigimda daha diisiik oldufu gbzlenmigtir (Cizelge
4.31, Sekil 4.31). Glukoztproteaz pepton icerikli besi ortammda bakterinin hiicre
kuru agwhfinm %48,24’ti PHB olarak tespit edilirken, Mannitol+Asparajin
besiyerinde maksimum PHB verimin %13,37 oldugu g6zlenmistir.

R. meliloti F111 susun, glukoz ve proteaz peptondan olugan besi ortamundaki PHB
tiretimi ve yiizde verimi Cizelge 4.35°te verilmigtir. Bakteri bu besiyerinde %14,29-
25,81 arasmda PHB iiretmigtir. F111 susu maksimum (%25,81) PHB verimini 120.
saat inkiibasyonda gergeklestirmigtir. Bakteri bu besiyerinde Mannitol+Asparajin
iceren besiyerine kiyasla daha az PHB {iretmigtir.
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Cizelge 4.30. Rhizobium meliloti Y11’in Glukoz+Proteaz Pepton igerikli kombine
besi ortaminda hiicre kuru agirhgi, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat 0,135+0,015 | 0,032+0,014 | 23,70 0,30 6,88
48 Saat 0,220 + 0,000 | 0,085 +0,002 | 38,64 0,48 7,20
72 Saat 0,225 +0,005 | 0,068 +0,001 | 30,22 0,53 7,24
96 Saat 0,240+ 0,010 | 0,040 £0,020 | 16,67 0,58 7,19
120 Saat 0,390+ 0,080 | 0,021 £0,003 | 5,38 0,73 7,14
144 Saat 0,382+0,005 | 0,017 +0,001 | 4,45 0,69 7,21

Sekil 4.30. Rhizobium meliloti Y11’in Glukoz+Proteaz Pepton igerikli kombine besi

ortaminda farkh siirelerde PHB {iretim histogramt
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Cizelge 4.31. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’in Glukoz+Proteaz Pepton
icerikli kombine besi ortamunda hiicre kuru agirhg, PHB miktan ve

ylizde verimi
24Saat | 0,120£0,002 | 0,003£0,001 | 250 | 023 | 697
48 Saat 0,160 £ 0,010 | 0,011+0,001 | 6,88 7,04
72 Saat 0,215+ 0,035 | 0,050 0,000 | 23,26 0,67 7.19
96 Saat 0,360 £ 0,080 | 0,158 £0,006 | 43,89 0,83 737
120 Saat | 0,340+£0,050 | 0,164+ 0,003 | 4824 0,78 7,49
144Saat | 0,295+0,025 | 0,060£0,001 | 20,34 0,70 7.25

Sekil 4.31. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’in Glukoz+Proteaz Pepton igerikli
kombine besi ortaminda farkh siirelerde PHB Gretim histogram:
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Cizelge 4.32. Rhizobium viciae F111’in Mannitol+Asparajin igerikli kombine besi
ortaminda hiicre kuru agirh, PHB miktan ve yiizde verimi

24 Saat 0.145£ 0,005 | 0.01820001 | 1241 | 038 | 6,9
48 Saat 0,260 + 0,020 | 0,065+0,002 | 25,00 0,55 7,03
72 Saat 0,290 +£0,010 | 0,096+0,004 | 33,10 0,73 1,17
96 Saat 0,330+0,020 | 0,128 +0,004 | 38,79 0,90 7,44
120 Saat 0,230+0,020 | 0,073+0,001 | 31,74 0,88 8,05
144 Saat 0,165 +0,015 | 0,049+0,003 | 29,70 0,48 8,11

Sekil 4.32. Rhizobium viciae F111’in Mannitol+Asparajin icerikli kombine besi
ortaminda farklt siirelerde PHB tiretim histogrami
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Cizelge 4.33. Rhizobium meliloti Y11’in Mannitol+Asparajin igerikli kombine besi
ortaminda hiicre kuru agirhg, PHB miktan ve yiizde verimi
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Sekil 4.33. Rhizobium meliloti Y11’in Mannitol+Asparajin igerikli kombine besi
ortammda hiicre farkh siirelerde PHB iretim histogram
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Cizelge 4.34. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’m Mannitol+Asparajin igerikli
kombine besi ortaminda hiicre kuru agwligi, PHB miktan ve yiizde

.«

verim

0,160 + 0,040

0,735 £ 0,055 1,05 7,46
0,821 £ 0,009 130 7,58
0,965 + 0,035 138 743
1,135 % 0,045 2,10 7.10
0,967 £ 0,078 1.60 7,10

Sekil 4.34. Bradyrhizobium japonicum S Trat Fab’m Mannitol+Asparajin igerikli
kombine besi ortaminda farkh siirelerde PHB iiretim histogram
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Cizelge 4.35. Rhizobium viciae F111’in Glukoz+Proteaz Pepton igerikli kombine
besi ortaminda hiicre kuru agirhgi, PHB miktar ve yiizde verimi

120 Saat 0,310+0,030 | 0,080+0,014 | 25,81 0,79 7,29

144 Saat 0,259 £0,010 | 0,037+0,001 | 1429 0,62 7.12

3

23

Sekil 4. 35. Rhizobium viciae F111°in Glukoz+Proteaz Pepton igerikli kombine besi
ortaminda farkh siirelerde PHB {iretim histogram:
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4. 8. Farkh Sodyum Kloriir Miktarlarimn PHB Uretimine Etkisi

Farkli NaCl miktarmin R. meliloti Y11, B. japonicum S Irat Fab ve R. viciae F111
suglarmin PHB iiretimine etkisi aragtirilmigtir. Bu amagla YEM besiyerine 0,2; 0,25;
0,5; 1,0 ve 2,0 g/ NaCl ilave edilmigtir. Bakterilerin PHB iiretimleri metotta
anlatildig1 gibi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.36 ve Sekil 4. 36’da
verilmigtir.

R. meliloti Y11 susu 0,2 g/l NaCl’de maksimum (%10,94), 2 g/l NaCl’de ise
minimum (%6,44) oranda PHB iiretmigtir. Bakterideki PHB veriminin sodyum
kloriir miktarindaki artiga bagh olarak azalma gosterdigi belirlenmistir.

B. japonicum S Irat Fab sugunda 0,2 g/l sodyum kloriir ortammda en yiiksek (%27,5)
PHB verimine ulagilirken; 2,0 g/l NaCl’de bakterinin PHB iiretmedigi gdzlenmistir.
Bakteri 0,25 g/l NaCl’de %17,33 PHB verimi gosterirken, 0,5 ve 1,0 g/l NaCl'de
PHB verimi sirasiyla %15,56 ve %13,33 olarak tespit edilmigtir.

R. viciae F111 susu, farkh NaCl konsantrasyonlarinda en iyi PHB diireten sus
olmustur. Bakteri, NaCl’iin 0,2 g/l miktarinda %35,88; 0,25 g/I’de %46,67; 0,5 g/l’de
%43,45 ve 1 g/I’'de %43,16 oraninda PHB iiretmistir. Minimum PHB iiretimi, 2 g/
sodyum kloriir igeren ortamda %27,06 olarak bulunmustur.
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Cizelge 4.36. R meliloti Y11, B. japonicum S Irat Fab ve R viciae F111’in farkh
sodyum kloriir miktarlan iceren YEM smw1 besiyerinde hiicre kuru

agirhiklan, PHB miktarlan ve yiizde verimleri

R. viciae F111

Suslar NaCl Miktan | Hiicre Kuru PHB VYerim
(g Agirhk (g) (2N (*%PHB)

0,2 0,960 + 0,060 | 0,105+0,002 | 10,94

0,25 1,095+ 0,285 | 0,096 +0,007 | 8,77
R. meliloti Y11 0,5 0,985+ 0,065 | 0,069+0,011{ 7,01
1 0,855 +0,005 | 0,069 +0,006| 8,07

2 0,870 +0,060 | 0,056 +£0,001 | 6,44

Kontrol 0,930 +0,030 | 0,365+0,020 [ 39,25

0,2 0,080 £ 0,000 |0,022+0,012| 27,5

B. japonicum Slrat Fab

0,25 0,075 £0,015 | 0,013 £0,001 | 17,33
0,5 0,045 £0,005 | 0,007 +0,003 | 15,56
1 0,045 £0,005 | 0,006 +0,001 | 13,33

2 0,040 + 0,001 - -
Kontrol 0,305 + 0,005 | 0,105+0,019| 34,43
0,2 0,170 £0,030 | 0,061 +0,009 | 35,88
0,25 0,225 £0,035 | 0,105+0,009 | 46,67
0,5 0,145 £0,015 | 0,063 0,019 43,45
1 0,095 +£0,015 |0,041+0,018] 43,16
2 0,085 +0,005 | 0,023 +£0,001| 27,06
Kontrol 0,275 £0,005 | 0,157 £0,012| 57,09

- ; PHB yok.
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4. 9. Mutasyon Uygulamalar

Mutasyon uygulamasinn bakterilerin PHB iiretimine etkisinin aragtirilmas
amaciyla, yiiksek PHB lireten suglardan R. meliloti Y11 susu segilmistir.

UV 15m uygulamasinda Y11 susuna ait muhtemel mutant suglar, %96,67 oraninda
8liim gbsteren UV 1511 uygulanan 1 dak. siireden izole edilmigtir. 2 dak. UV igm
uygulamasinda, §liim oram %100 olarak tespit edilmigtir.

Kimyasal mutagen uygulamasmnda nitrosoguanidin, S5-bromourasil ve akriflavin
kullanilmugtir,

Nitrosoguanidin mutagen uygulamasmnda, muhtemel mutantlarm se¢iminde %99,27
ve listlinde 6liim oram gosteren konsantrasyonlar kullanilmustir. Muhtemel mutant

suslar, 30 pg/ml, 40 pg/ml, 60 pg/mi ve 70 upg/ml nitrosoguanidin
konsantrasyonlarindan se¢ilmistir.

5-Bromourasil mutagen uygulamasmda muhtemel mutantlarm segimi, %98,42 &liim
oran gdsteren 60 pg/ml ve 70 png/ml konsantrasyonlardan yapilmugtr.

Akriflavin mutagen uygulamasinda ise muhtemel mutant suglarin se¢imi %99,90
oraninda Sliim g&steren 20 pg/ml ve 40 pg/ml konsantrasyonlardan yapilmugtir. SO
ug/ml akriflavin konsantrasyonunda %100 oraminda 6liim gerceklesmistir,

R. meliloti Y11 nolu susun, kimyasal mutagenler arasinda 5-Bromourasil mutagenine
kars1 daha direngli oldugu gozlenmistir.

UV igmlanmasmdan 11 adet muhtemel mutant sug izole edilmistir. Bu suglarin 8’i
caligmalar srrasinda kaybedilmigtir. Suglarm PHB iiretimleri metotta anlatiddifi gibi
belirlenmigtir. 1. Slgiimde suglarm PHB {iretimleri %16-23,39 arasmda tespit
edilirken, bir yil sonra yapilan II. PHB &l¢iimlerinde bu verimin %7,78-74,04
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arasinda artiy goOsterdigi bulunmugstur. Sa7 sugun bir yil sonra hiicrede %74,04
oraninda PHB depoladig1 ve atasal sustan daha yiiksek PHB drettigi gézlenmistir
(Cizelge 4.37, Sekil 4.37).

Akriflavin mutagen uygulamasindan izole edilen ii¢ adet muhtemel mutantlarm I.
Slgtimlerde PHB iiretmedikleri, II. &lgiimde ise bu suglarm atasal susa benzer
miktarlarda PHB iirettikleri belirlenmigtir, Muhtemel mutant suglarm PHB verimleri
%22,67-39,64 arasinda bulunmugtur (Cizelge 4.38, Sekil 4.38).

5-Bromourasil mutagen uygulamasindan toplam 11 adet muhtemel mutant sug izole
edilmigtir. Suglarm I. Slglimdeki PHB verimi %2,96-23,91 iken, II. Slciimde bu
verim %6,13-64,52 olarak tespit edilmistir. Bir yil sonra suslarm PHB iiretimlerinde
bir artis oldufu gozlenmistir. Bro5 susunun atasal suga gére daha yiiksek PHB
liretmesi (%64,52) dikkat ¢ekmigtir (Cizelge 4.39, Sekil 4.39).

Nitrosoguanidin uygulamasindan toplam 10 adet sug izole edilmistir. Segilen
muhtemel mutant suglar ilk PHB &lgiimlerinde, atasal susa kiyasla daha az PHB
liretmigtir. Suglarm PHB verimleri %0,62-7,5 arasinda bulunmustur. II. PHB
dlglimiinde, suslarm PHB iiretiminde artiy gozlenmistir. H8, H9 ve H10 nolu
muhtemel mutant suglarn PHB iiretimleri, sirastyla %45,58; %49,68 ve %57,25
oraninda oldugu tespit edilmigtir. Suglarm PHB verimleri atasal susa kiyasla daha
yiiksek bulunmugtur (Cizelge 4.40, Sekil 4.40).
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Cizelge 4.37. UV 1sm uygulamastyla elde edilen muhtemel mutant suslar ile atasal
susun 1. ve II. PHB 6l¢iim sonuglar:

Suslar Hiicre Kuru PHB Verim
Agirhik (g/) [=4)) (%PHB)
Atasal Sus (Y11) 0,663 + 0,047 | 0,244 40,014 | 36,80
I. OLCOM Sa5 0,175 £ 0,015 0,028 + 0,005 | 16,00
Sa6 0,240 +0,020 {0,051 +0,001 | 21,25
Sa7 0,560 £ 0,160 | 0,131+0,013 | 23,39
Atasal Sus (Y11) 0,239 £0,019 {0,093 £0,018 | 38,91
II. OLCUM Sa5 0,195 +0,025 |0,028+0,011 | 14,36
Sa6 0,360 £ 0,040 | 0,028 +0,014 | 7,78
Sa7 0,235+0,115 | 0,174+0,008 | 74,04
g 1. Olgiim HII. Olgiim
80,00% -
g 70,00% -
‘E 60,00% A
> 50,00% - 38,91%
A
> 0 0, 21,25%
2 20,00% - 1600% |\ 6%
A 10,00% - il
0,00% -
&, o A
Qcax) q,"p %‘b %‘b'
‘z@%

Sekil 4.37. UV 1sm uygulamasiyla elde edilen muhtemel mutant suglar ve atasal
sugun I. ve II. PHB §l¢iim histogram:
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Cizelge 4.38. Akriflavin mutagen uygulamas: ile elde edilen muhtemel mutant suglar
ile atasal susun II. PHB 6l¢iim sonuglan

Suglar Hiicre Kuru PHB Verim
Agirhk (g/1) 7)) (%PHB)
Atasal Sus (Y11) 0,239+0,019 |0,093+0,018| 3891
1.OLCUM Z1 (20 pg/mi) 0,300+ 0,010 |0,068+0,015| 22,67
72 (20 pg/ml) 0,275+0,075 |0,109+0,000 | 39,64
Z4 (40 pg/ml) 0,350+0,040 |0,108+0,027 | 30,86
50,00% -
g 38.91%
-g 40,000/0 7
> 30,00% -
N
% 20,00% 7
A 10,00% -
0,00% -
Atasal Sug VA

Sekil 4.38. Akriflavin mutagen uygulamast ile elde edilen muhtemel mutant suglar ile
atasal susun II. PHB dl¢iim histogrami
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Cizelge 4.39. 5-Bromourasil mutagen uygulamastyla elde edilen muhtemel mutant

suglar ile atasal sugun I. ve II. PHB 6lgiim sonuglan

L OLCUM

Suslar Hiicre Kuru PHB Verim
Agurlik (g/) @)  |(%PHB)

Atasal Sug (Y11) 0,663 + 0,047 0,244 + 0,014 | 36,80
Brol (60 pg/mi) 0,955 +£ 0,045 0,032+0,001 | 3,35
Bro2 (60 pg/ml) 0,270 + 0,050 0,008 £0,005| 2,96
Bro3 (60 pg/mi) 0,335 £ 0,045 0,011+£0,007| 3,28
Bro4 (60 pg/ml) 0325+0,015 [0,044+0,001| 13,54
Bro5 (60 pg/mi) 0,320 + 0,020 0,019 +£0,003 | 5,94
Bro6 (70 ug/mi) 0,545 + 0,055 0,029 +£0,014 | 5,32
Bro7 (70 pg/ml) 1,225 + 0,095 0,077 +£0,012 | 6,29
Bro8 (70 pug/ml) 0,565 £ 0,065 0,079 £ 0,005 | 13,98
Bro9 (70 ug/ml) 0,435 + 0,005 0,104 £0,001 | 23,91
Bro10 (70 pg/mi) 0,480 £ 0,000 0,064 £ 0,001 | 13,33
Broll (70 pg/ml) 1,665 £+ 0,215 0,073 £0,025 | 4,38




119

Cizelge 4.39’un devam. 5-Bromourasil mutagen uygulamasiyla elde edilen
muhtemel mutant suglar ile atasal susun I. ve II. PHB 6l¢iim sonuglan

II. OLCUM

Suslar Hiicre Kuru PHB Verim
Agarhk (/) @)  |(%PHB)

Atasal Sus (Y11) 0,239 £ 0,019 0,093 £0,018 | 38,91
Brol (60 pg/mi) 1,995 +£0,375 0,125 +0,0,20( 6,27
Bro2 (60 pg/ml) 0,430+ 0,010 0,076 £ 0,008 | 17,67
Bro3 (60 pg/mi) 0,590 + 0,030 0,094 +0,018 | 15,93
Bro4 (60 pg/ml) 0,160 + 0,050 0,061 + 0,026 | 38,13
Bro5 (60 pg/ml) 0,155 +£0,025 0,100+0,031 | 64,52
Bro6 (70 pg/ml) 0,805 + 0,045 0,061 £0,001 | 7,58
Bro7 (70 pug/ml) 1,110 £0,010 0,068 £0,017 | 6,13
Bro8 (70 pg/ml) 0,340 + 0,000 0,098 +£0,025 | 28,82
Bro9 (70 pg/mi) 0,100 £+ 0,020 0,055+0,004 | 55,0
Brol0 (70 ug/ml) 0,115 £+ 0,005 0,030+ 0,002 | 26,09
Broll (70 pg/ml) 0,290 + 0,030 0,035+0,003 { 12,07
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Cizelge 4.40. Nitrosoguanidin mutagen uygulamastyla elde edilen muhtemel mutant
suslar ile atasal susun 1. ve II. PHB 6l¢iim sonuglarn

I OLCUM

. OLCOM

Mutant Suglar Hiicre Kuru PHB Verim
Agwrlik (g/) ) (*oPHB)
Atasal Sug (Y11) 0,663 + 0,047 0,244 +0,014 | 36,80
H2 (30 pg/ml) 0,280 + 0,050 0,009 +£0,006 | 3,21
H4 (30 pg/ml) 0,975 £ 0,155 0,006 +£0,002 | 0,62
H7 (40 pg/mi) 3,435 £ 0,215 0,038 +£0,012 | 1,11
HO (40 pg/ml) 0,225 +0,025 [0,013+0,001| 5,78

H10 (40 pg/ml) 0,200 +0,030 | 0,015+0,005] 7,50
Atasal Sus (Y11) | 0,239+0,019 |0,093 +0,018] 38,91

H2 (30 pg/mi) 0,670 £0,016 | 0,081 £0,003 | 12,09
H3 (30 pg/ml) 0,415+0,005 |0,108+0,001 | 26,02
H4 (30 pg/ml) 0,420 £0,190 | 0,066 +£0,043 | 15,71
H5 (30 pg/ml) 0,435+£0,015 |0,052+0,020| 11,95
H6 (40 pg/mi) 0,555+0,035 |0,110+0,005| 19,82
H7 (40 pg/mi) 0,370 £0,150 | 0,056 +£0,003 | 15,14
HS (40 pg/ml) 0,215+0,005 | 0,098 +0,006 | 45,58
HY (40 pg/ml) 0,310+ 0,040 |0,154+0,015| 49,68
HIO (40 pg/ml) | 0,255+0,005 | 0,146 +0,028 | 57,25
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4.10. Melas Ortaminda PHB Uretimi

Aragtirmamizda kullanilan seker pancari melast Ankara $eker Enstitiisii’nden temin
edilmigtir. $eker pancar: melasin bilesimi Cizelge 3.3’te verilmistir.

Suslarm  %0,5; %1; %1,5 ve %2 melas konsantrasyonunda gelisim egrileri
¢ikarilmgtir. Geligmenin en iyi oldugu melas konsantrasyonlarmda PHB iiretimi
tespit edilmigtir.

R. meliloti Y11 susunun melasm farkh konsantrasyonlarmdaki hiicre yogunlugu
Cizelge 4.41 ve Sekil 4.41°de goriilmektedir. Bakteri %0,5 melas konsantrasyonunda
daha iyi gelisme gOstermigtir (ortalama hiicre yogunlugu, 600 nm OD=1,2).
Bakterinin bu konsantrasyonda PHB iiretimi incelendiginde, bakterinin ik 24 saat
inkiibasyonunda PHB iiretmedii gdzlenmigtir. Bakterinin diger inkiibasyon
siirelerinde %20,35-56,31 arasinda PHB iirettigi tespit edilmistir (Cizelge 4.44, Sekil
4.44). Y11 susun, PHB’yi inkiibasyonun 48. saatinden itibaren hiicrede depoladigy,
96. saat ve sonrasmdaki inkiibasyonda da kullandigi tespit edilmigtir. Bakteri en
yiiksek (%56,31) PHB iiretimini 72. saat inkiibasyonda gerceklestirmistir.

B. japonicum S Irat Fab susun farkh melas konsantrasyonlarmdaki hiicre yogunlugu
Cizelge 4.42 ve Sekil 4.42’de goriilmektedir, Bakteri, %1,5 melas
konsantrasyonunda daha yiiksek geligim gostermigtir (ortalama hiicre yogunlugu, 600
nm OD=1,07). Bakterinin farkh siirelerde bu konsantrasyondaki PHB verimi %0,87-
29,19 arasinda bulunmugtur. Bakterinin, 48. saat inkiibasyonda maksimum %29,19
oranmda PHB fiirettigi tespit edilmistir. inkiibasyon siiresinin artmas: ile bakterideki
PHB tiretim miktarmnin azaldi1 saptanomstir,

R. viciae F111 susunun farkh melas konsantrasyonlarindaki hiicre yogunlugu Cizelge
443 ve Sekil 4.43’te verilmistir. Sugun, %1 melas konsantrasyondaki hiicre
gelisiminin  %0,5 ve %1,5 melas konsantrasyonlara kiyasla daha iyi oldugu
belirlenmigtir. Bakteri, %2 melas konsantrasyonunda hiicre geligimi gdstermemistir.
Hiicre gelisimin en iyi oldufu %1 melas konsantrasyonunda, kiiltiir ortammm
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viskozitesi artmis ve ortam tamamen jellegmistir (ortalama hiicre yogunlugu, 600 nm
OD=1,0). Ortam viskozitesinin artmas: hiicrelerin santrifiijle ¢kmesini engellemis,
dolayisiyla bu konsantrasyonda PHB iiretimi determine edilememigtir. Viskozitenin
daha az oldugu %1,5 melas konsantrasyonunda PHB iiretimi belirlenmigtir (ortalama
hiicre yogunlugu, 600 nm OD=0,58). Bakteri bu konsantrasyonda ik 24 saat
inkiibasyonda iyi gelisim gdstermezken, ilerleyen inkiibasyon siirelerinde az
miktarda PHB sentezledi§i gdzlenmigtir. F111 sus bu konsantrasyonda maksimum
(%23,33) oraninda PHB {iretmistir (Cizelge 4.44, Sekil 4.44).



Cizelge 4.41. Rhizobium meliloti Y11’in  farkh melas
konsantrasyonlarinda hiicre yoguntugu

24 Saat 0,40 0,38 0,21 0,20
48 Saat 0,95 0,90 030 | 030
72 Saat 1,55 1,15 035 | 035
96 Saat 1,60 1,20 030 | 0,20
120 Saat 1,50 1,09 0,25 0,20
144 Saat 1,20 1,00 020 | 0,20
Ortalama Deger (X) | 1,20 0,95 027 | 024
|——0,50% —8— 1% —+ 1,50% —%—2%
1.8

Rl
LS

1,2

fam—y

Hiicre Yogunlugu (600 nm)
oo e
N R o

L=

Sekil 4.41. Farkh melas konsantrasyonlarmda Rhizobium meliloti Y11
susun hiicre geligim egrisi

inkiibasyon Siiresi/Saat
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Cizelge 4.42. Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab’m farkh melas
konsantrasyonlarinda hiicre yogunlugu

0,70 0,80

24 Saat 0,80 0,29
48 Saat 0,85 0,95 1,00 0,35
72 Saat 0,95 1,03 1,03 0,55
96 Saat 0,80 1,14 1,50 0,58
120 Saat 0,70 1,02 1,15 0,53
144 Saat 0,65 1,00 0,95 0,50
Ortalama Deger (x) | 0,78 0,99 1,07 | 047

——0,50% —8— 1% — — 1,50% —¥%— 2% |

\:.-‘J_I\rﬂ
- N o

Hiicre Yogunlugu (600 nm)
ocooeo
N B o o

<

Sekil 4.42. Farkhh melas konsantrasyonlarinda Bradyrhizobium japonicum

Inkiibasyon Siiresi/Saat

S Irat Fab sugu hiicre gelisim egrisi
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Cizelge 4.43. Rhizobium viciae F111'm farkh melas
konsantrasyonlarinda hiicre yogunlugu

24 Saat 0,41 0,79 0,30 -
48 Saat 0,98 0,86 0,50 N
72 Saat 0,75 1,18 0,30 ]
96 Saat 0,73 1,13 0,83 -
120 Saat 0,55 1,00 0,55 -
144 Saat 0,40 1,00 0,48 -
Ortalama Deger (x) | 0,64 1,00 0,58 ;

-; Hiicre geligimi g6zlenmedi

|——0,50% —#— 1% —:— 1,50%

\:‘d:—‘
ISR

Hiicre Yogunlugu (600nm)
c o o

\lc\l
© NV h o 0 =

Inkiibasyon Siiresi/Saat

Sekil 4.43. Farkh melas konsantrasyonlarmda Rhizobium viciae F111
susunun hiicre geligim egrisi
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Cizelge 4.44. R. meliloti Y11, B. japonicum S Irat Fab ve R. viciae F111’in melas ortaminda hiicre kuru agirliklari, PHB Uretimleri ve
ylizde verimleri

R. meliloti Y11

(% 0,5 Melas)

hk

0,080 + 0,000

48 Saat 0,310 + 0,020 0,115 + 0,014 37,10 0,98
72 Saat 0,325 + 0,025 0,183 £ 0,010 56,31 1,20
96 Saat 0,498 + 0,025 0,120 £ 0,030 24,09 1,92
120 Saat 0,355 + 0,005 0,095 + 0,026 26,76 1,23

144 Saat
24 Saat

0,344 + 0,003
0,120 0,010

0,070 + 0,009
0,014 + 0,007

11,67

48 Saat 0,370 £ 0,010 0,108 + 0,008 29,19 0,91
B. japonicum S Irat Fab |72 Saat 0,585 + 0,003 0,075 + 0,001 12,82 1,30
96 Saat 0,470 £ 0,010 0,020 £ 0,006 4,26 1,08
(% 1,5 Melas) 120 Saat 0,400 + 0,000 0,008 + 0,000 2,0 1,15
144 Saat 0,230 + 0,070 0,002 £ 0,000 0,87 0,60
24 Saat - - - 0,05
48 Saat 0,130 + 0,030 0,007 £ 0,001 5,38 0,31
R. viciae F111 72 Saat 0,220 + 0,020 0,015 + 0,006 6,82 0,53
(% 1,5 Melas) 96 Saat 0,270 + 0,010 0,063 0,010 23,33 0,88
120 Saat 0,210 + 0,030 0,033 £ 0,000 15,71 0,83
144 Saat 0,190 £ 0,010 0,006 £ 0,003 3,16 0,60
-; Hiicre geligimi gok zayf
Kontrol besi ortaminda R. meliloti Y11 %39,25; B. japonicum S Irat Fab %34,43 ve R. viciae F111 %57,09 oramnda PHB iiretmistir.
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4. 11. Rhizobium Suslarinda Plazmid DNA
13 adet Rhizobium susunun plazmid DNA say1 ve molekiiler agirhklan Cizelge

4.45’te verilmigtir. Bu suglarda birer adet plazmid DNA’ya rastlanmgtir,
Plazmidlerin molekiiler agichklari 13,5-16,75 kb arasinda hesaplanmugtir.

Cizelge 4.45. Rhizobium bakterilerin plazmid DNA say1 ve molekiiler agirliklar:

R. viciae F69 _ ' 1
‘VR. vzcraeFIlI o ) 1
R melzloth];_ e 1
R melzlofz YZ’ 5 V I
’R, meIzlott Yll 7 ERRAE e
R melzzozz-Yzz : = J_f'l‘.
_ —
1
1
I
1

R. melzlotz Y520

R legummosarum M6

R phaseolz Fa26 ';5;; -
»R phaseoiz FaZ? '

Bazi Rhizobium suglarmm jel elektroforez goriiniimleri Sekil 4.45 ve Sekil 4.46°da
gosterilmigtir,
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2,972kb
2,067 kb

Sekil 4.45. R phaseoli Fa26, Fa27, Fa28, Fad4l, R. meliloti Y22, Y520 ile R.
leguminosarum M6 suglann plazmid DNA profilleri

16,210 kb
14,174 kb
12,138 kb
10,102 kb

8,066 kb

7.048 kb
6,030 kb

Sekil 4.46. R. viciae F111, R. meliloti Y11, Y2, Y1 ve R. cicer N3 suglarin plazmid
DNA profilleri
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4.12, Toplam Hiicre Protein Profilleri

Rhizobium bakterilerin toplam hiicre protein profilleri 3.2.15’te anlatildig: gibi tespit
edilmigtir.

Cahsmada kullamlan bakteriler R. phaseoli, R. cicer, R. leguminosarum, B.
japonicum, R. meliloti, R. viciae ve Rhizobium spp. olmak iizere 6 tiir altnda
toplamp, protein profilleri %10’luk SDS-PAGE’de analiz edilmistir. Toplam protein
profilleri Sekil 4.47, 4.48 ve 4.49°da verilmigtir.

Bakterilerdeki proteinlerin molekiiler agirliklarmmn yaklagik olarak 11-215 kD
arasinda oldugu tespit edilmistir. Suslarin genel olarak elektroforetik goriintimleri
birbirine benzerlik gdsterirken, bazi bantlar yoniinden bakteriler arasinda farkhihiklar
oldugu go6zlenmistir. Aym tiire ait suslar benzer protein profili gosterirken,
elektroforetik y6nden tiirler arasinda farkhbklar oldugu tespit edilmistir. Bazi
tlirlerin, 6zellikle R. phaseoli’nin heterojen bir elektroforetik yapiya sahip oldugu

gézlenmigtir.
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M6 M23 M24 M28 M43 Y11 Y22 Y520 Y1 Y2 Y4

Sekil 4.49. Rhizobium leguminosarum ve R. meliloti suglarm SDS-
PAGE ile elde edilen toplam protein profilleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Rhizobium ve Bradyrhizobium cinsine ait suglarm gesitli fizyolojik, biyokimyasal ve
karbohidrat kaynaklarmda treme durumlart belirlenmistir (Bkz. Gizelge 4.1). Ayrica
bu suslarm sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi ile toplam hiicre
protein profilleri kargilagtirilarak suglar arasmdaki benzerlk ve farkliiklar
incelenmistir.

Arastirmada kullailan suslarin tiimiiniin monosakkaritlerden glukoz, dekstroz ve
mannitolii kullanirken, diger karbon kaynaklarm kullanma yeteneklerinde farkllik
gOsterdikleri belirlenmigtir. Fulchieri et al. (2000), Lotus glober kok nodiillerinden
izole edilen Rhizobium loti suslarmmn glukoz, galaktoz, gliserol, mannitol, sukroz ve
rafinozu kullanma yeteneklerini incelemiglerdir. Suglardan NZP 2309 ve Ayac’m
sukroz ve rafinozu kullanamadiklarmi tespit etmislerdir. Aragtirmacilar her iki susun
da yavas gelisen Rhizobium susu oldugunu agiklamuglardir. Suglarm tiimiiniin
monosakkaritlerden glukoz ve galaktozda iyi gelistigini belirtmiglerdir.

Cahismada suglarin gogu asidik ortamda (pH<4,5) gelismezken; R. viciae F111, F69,
R. phaseoli Fa28, Fa4l, R. cicer N1, N2, N4 ve N6 nolu suglarm belirtilen pH’da
tiredikleri gdzlenmistir. Chen et al. (1993), Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
ANU 1173’iin pH=4,4 gibi diisiik pH’da gelisme yeteneginde olan asite tolerant bir
izolat oldugunu bildirmislerdir. Aragtirmacilar ayrica laboratuvar ortammda
identifiye edilen ve asitlife toleransh olan suglarm asidik topraklara dayanikh
oldugunu agiklamuglardir, Benzer olarak asit toleransh olan Bradyrhizobium sp.,
Rhizobium phaseoli ve Rhizobium meliloti’nin suslarinin da nodiilasyonu ve asidik
¢evrelerde konukgu bitkilerin geligimini arttirdigim bildirmiglerdir. Del Papa et al.
(1999), asitli topraklarda yetisen yoncalardan izole ettikleri 15 adet izolatin
pH=5,0’te gelisebildigini ve bu izolatlarm nitrojen fiksasyon oram diigiik olan
yoncalarda nodiil olusturabilme yeteneginde olduklarm bildirmislerdir. Ayrica
asidik sartlarda yiiksek oranda simbiyotik performans gosteren bu tiir suslarm
Snemini vurgulamslardr. Calismamizda da diigiik pH’da gelisme yeteneginde olan
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bazi suglarmn, asidik topraklarda dogal azot giibre iireticisi olarak kullamilabilecegi
diisiiniilmiigtiir,

Rhizobium bakterilerinin taksonomisinde bakteri-bitki kross inokulasyonu temel
ahnmasma ragmen, giiniimiizde bunun yerini seroloji, metabolik komponentler,
numerik taksonomi ve gesitli molekiiler teknikler almustir, Bir ¢ok arastirmaci, nodiil
bakterilerin teshisinin molekiiler seviyedeki metotlarla yapildigini belirtmigtir
(Jordan, 1984; Yang and Lin, 1998; URL3; Mendonga et al., 1999; Miinchbach et al.,
1999; Nick et al., 1999), Proteinlerin aminoasit diziligleri, serolojik &zellikleri ve
protein profilleri sistematikte 6nemli bir yer tutmaktadir. Giiniimiizde poliakrilamid
jel elektroforezi (PAGE), degigsik mikroorganizmalarm protein profillerine gore
karakterizasyonu ve smflandinimasinda, siklikla kullamlan bir metottur. Birgok
aragtirmaci, toplam hiicre proteinlerin, toplam ¢ziiniir protein, sitoplazmik membran
proteini, hiicre duvari ve yiizey proteinlerinin hatta lipopolisakkaritlerin
elektroforetik goriiniimiiniin, bakteri taksonomisinde ve identifikasyonunda ¢ok
sayida susun kisa siirede ayrim igin oldukg¢a giiglii bir yéntem oldugunu bildirmigtir
(Gatti et al., 1997; 2001; Hitchcock and Brown, 1983; Flint et al., 1997; Kishore et
al., 1996; Moreira et al., 1993; Zahran, 1992).

Calismada, Rhizobium suglarmin identifikasyonunda klasik biyokimyasal ve
fizyolojik testler ile birlikte suslarn elektroforetik gdriiniimleri incelenerek, bu
suslarm birbirleriyle olan benzerlik ve farkliliklar1 karsilagturiirmstir.,

R. cicer suslarm SDS-PAGE ile elde edilen toplam hiicre protein profilleri Sekil
4.47°de goriilmektedir. Suglarn elektroforetik ydnden birbirine benzer profil
verdikleri, ancak bazi bantlar yoniinden de birbirlerinden ayrildiklar1 tespit edilmistir.
Kazan’dan izole edilen R. cicer suglarmdan N5 ve N6 nolu suglarm tiimiiyle benzer
elektroforetik goriiniime sahip olmas: dikkat gekerken, R. cicer N2 ve N4 suslarm da
birbirlerine benzer olduklan g6zlenmistir. Ancak R. cicer N2, molekiiler agirhg:
yaklagik olarak 210 kD civarinda olan 1 nolu protein bandi ile 35 kD bilyiikliiiinde
olan 2 nolu protein bantlar1 ySniinden R. cicer N4 susundan ayrilmistir. Ayrica 75 kD
civarinda olan 3 nolu protein bandimn tiim R. cicer suglarmda (N1 sus disinda) ortak
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olmast nedeniyle bu protein bandmun tiire dzgii olabilecegi diisliniilmiistiir. Ayrica,
izolatlardan R. cicer N1 nolu susun elektroforetik goriinlimiiniin difer suglardan
farkli olmas1 da dikkati ¢ekmigtir.

B. japonicum USDA 110, S543, SFr ve S Irat Fab, R. phaseoli Fa26, Fa27, Fa28 ve
Fadl, R. viciae F69 ve F111 ile Rhizobium sp. Ba378 suglarin SDS-PAGE ile elde
edilen toplam protein profilleri Sekil 4.48°de verilmistit. Bradyrhizobium cinsine ait
suslarin referans sus olan B. japonicum USDA 110 ile ortak bantlar i¢erdikleri tespit
edilmigtir. Ozellikle B. japonicum S Irat Fab’m USDA 110 ile aym elektroforetik
goriiniime sahip olmas: dikkati gekmistir. Ancak S Irat Fab susu 36 kD civarinda
olan 4 nolu protein band: icermemesi ile USDA 110’dan ayrilmustir. B. japonicum
SFr susunun da Bradyrhizobium cinsinden farkh bir protein profili igerdigi
gbzlenmis, bu susun farkh olabilecegi diigtiniilmiistiir.

R phaseoli suglann ortak bantlar icermelerine ragmen, elektroforetik ydnden
heterojen bir yapi gostermiglerdir (Sekil 4.48). Yapilan bir arastirmada, Sesbania
tiirlerinde kdk ve gévde nodiilii olusturan Rhizobium izolatlarmn, toplam ¢dziiniir
protein ve lipopolisakkarit (LPS) profillerinin SDS-PAGE analizi yapilmus,
izolatlarn birbirinden ve referans suglardan farkli profil gsterdikleri rapor edilmigtir
(Kishore et al., 1996). Diger taraftan, R. phaseoli Fa26 susun, B. japonicum S Irat
Fab susuna benzer protein profili gésterdigi dikkati ¢ekmistir. Ancak B. japoricum S
Irat Fab susunda yer alan ve molekiiler agirh§: yaklagik 42 kD olan 5 ile isaretli
protein bandiyla bu sugtan ayriimugtir. Ayrica tiim R. phaseoli suglarinda ortak olan 6
nolu protein bandmm (85 kD) tiire $zgii bir bant olabilecegi diigiiniilmiistiir. R. viciage
tiirline ait olan F69 ve F111 nolu suglarm igerdikleri farkli bantlar ile birbirlerinden
ayrildiklar1 anlagilmigtir, Molekiiler agirhgi yaklagik 32 kD olan F111 sugunda yer
alan 7 nolu protein bandi ile bu iki sug birbirinden ayrimustir. Rhizobium sp.
Ba378’in elektroforetik gériiniimiiniin difer suglara benzer oldufu, ancak ortak
bantlar digmnda belirgin derecede benzerlik géstermedigi de tespit edilmigtir.

R. leguminosarum ve R. meliloti’ye ait suglarm SDS-PAGE ile elde edilen toplam
protein profilleri incelendiginde (Sekil 4.49), aym tiire ait olan sugslarm birbirine
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benzer protein proﬁﬁ icerdikleri tespit edilmistir. Izolatlardan R. leguminosarum
M23 ve M24 nolu suglarin aym protein profiline sahip olmas1 nedeniyle bu iki sugun
tek bir sus olabilecegi diisiiniilmiistiir. Toprak Giibre Arastirma Enstitlisiinden temin
edilen diger R. leguminosarum suslariyla ortak bantlar icermesi de aym tiire ait suglar
oldugunu g6stermistir, Protein profili yniinden birbirlerine benzer oldugu belirlenen
R. meliloti suglarinn, baz1 protein bantlari ile birbirlerinden ayrildiklar: gézlenmistir.

Zahran (1992), tuzlu topraklardan izole ettigi 30 adet k&k nodiil bakterilerin protein
profilinin referans suglara gére farliik gosterdigini ve proteinlerin molekiiler
agrrhgmm 10,000-90,000 Dalton arasmda oldufunu tespit etmistir. Yang and Lin
(1998), Tayvan topraklarmdan izole ettikleri ¢ok sayida Rhizobium sugunun LPS ve
hiicresel proteinlerinin SDS-PAGE analizini yapmmglardir. Aym tlire ait olan suglarm
LPS ve protein profili ydniinden benzer oldugunu, farkh tiirlerin elektroforetik
gbriiniimlerinin farkh oldugunu bildirmiglerdir. Kiredjian et al. (1986) de izole
ettikleri Alcaligenes’e ait 7 susun elektroforetik yonden birbirine benzer pattern
verdigi, ancak suslardan A. pieachaudii susunun elektrogram analizi ile diBer
suslardan ayrildigim belirtmislerdir.

Calismamizda suglar arasinda benzer elektroforetik goriiniim olmasmna ragmen, tiirler
arasmda farklibklarm bulundugu tespit edilmigtir. Aym tiire ait suslar birbirine
benzer elektroforetik bir yap1 gdstermelerine ragmen, tiirlerin birbirinden ayrldiklary
gbzlenmistir.

Intraselliler depo materyali olarak PHA/PHB’ler ¢ok genis bakteri grubunca
sentezlenmektedir. Termoplastigin kesfi ve biyoplastiklerin biyodéniigiim kalitesinin
anlagiimasindan bu yana, endiistriyel agidan bu tiir polimerlerin iiretimine yOnelik
calismalar hiz kazanmugtir, Bu {iriinler giiniimiizde paketlemede, tipta kullamldif
gibi PHB’nin  kopolimerlerinden biri olan  poli-3-hidroksibiitirat-co-3-
hidroksivaleratin market alaninda kullanilabilecegi de Onerilmigtir (Lee, 1996).
Biyopolimerler, ticari olarak yiiksek kullamm potansiyeline sahip {iriinlerdir.
Petrokimyasal plastiklerin yerini almasmn baghica sebebi, bunlarin ekolojik
avantajinin yamsira ekonomik farklihfindan kaynaklanmaktadr.
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Bakteri hiicrelerinde Sudan Black veya Sudan II gibi lipofilik boyalarla
PHA/PHB’nin kalitatif olarak aranmasi ¢ok yaygm kullanilan bir metottur. Nile Blue
A, Nile Red, Fosfin 3R, 3-4 benzipren gibi luminescent boyalar da giiniimiizde bu
amag i¢in kullaniimaktadir (Anderson and Dawes, 1990; Ostle and Holt, 1982; Pierce
and Schroth, 1994; Bonartseva, 1985; James et al., 1999).

Geleneksel olarak mikrobiyologlar, bakteri hiicrelerindeki PHB graniillerinin
varhgm, Sudan Black B ile boyayarak aragtirmuglardir. Ancak Ostle and Holt
(1982), PHB graniillerinin boyanmasinda Nile Blue A’y Onermiglerdir.
Aragtirmacilar, Nile Blue A’min Sudan Black’a gére PHB graniillerini daha yiiksek
bir affinite ile boyadigim bildirmiglerdir. Bacillus megaterium KM ve Azotobacter
chroococcum hiicrelerini bu iki boya ile boyayarak 362 nm ve 460 nm dalga
boylarinda incelemiglerdir. Nile Blue A’nin Sudan Black’a kiyasla ¢ok daha fazla
sayidda PHB graniilini boyadigim ve Sudan Black ile kargilagtirildifinda,
dekolorizasyon sirasinda hiicrelerden kolaylikla ayrilmadigii da bildirmiglerdir.
Aym ¢aliymada aragtirmacilar, glikojen ve polifosfat gibi diger inkliizyon bodylerin
bu boya ile boyanmadigini da rapor etmiglerdir.

Pierce and Schroth (1994), PHB sentezleyen Pseudomonas cinsi suslarin da Nile
Blue A igeren ortamda kalitatif olarak belirlenebilecegini bildirmiglerdir. Aragtiricilar
fluorescent ve nonfluorescent Pseudomonas bakterilerini %1 Nile Blue A igeren
ortamda geligtirmiglerdir. UV g1 altinda incelediklerinde PHB pozitif
Pseudomonas’larm turuncu renkte gozlendifini, hiicrede depo edilen polimer
miktarma baBli olarak rengin pembeden turuncuya dogru degisiklik gdsterdigini de
rapor etmiglerdir.

Nodiil bakterilerinin hiicredeki PHB igeriginin fluorometrik yonden belirlenmesinde,
lipofilik bir boya olan Fosfin 3R’nin kullanilabilecegi agiklanmgtir (Bonartseva and
Myshkina, 1985; Bonartseva, 1985). Aragtiricilar kaba yonca (lucerne) ve fasiilye
nodiillerinden izole edilen aktif Rhizobium suglarm PHB igeriklerine gore kalitatif
se¢iminde bu metodun kullanlabilecegini ileri siirmiiglerdir. Az miktarda PHB
tireten aktif suglarin kolonilerinin fluorescence gdstermedigi, diigiik aktiviteye sahip
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suglarm ise UV 1s1g1 altinda polimer graniillerinin hiicredeki PHB miktarma bagh
olarak agik yesil bir fluorescence sahip olduklarim tespit etmiglerdir. Arastirmacilar,
bu metodun seri analizlerde, gok sayida bakteri arasindan, PHB sentezleyen suglarm
ayriminda kolaylikla kullamlabilecegini agiklamglardir.

Cabgmamizda tiim Rhizobium suslari %1 Nile Blue A iceren YEM Agar besi
ortammnda geligtirilmig, inkiibasyon sonunda koloniler 254 nm UV 181 altinda
incelenmigtir. Tiim Rhizobium bakterileri UV 1g1ginda turuncu renkte gdzlenmis,
bakterilerdeki polimer miktarma bagh olarak, rengin pembeden turuncuya dogru
degisiklik gOsterdifi tespit edilmigtir. Bu boya ile boyanan bakteri hiicrelerinden
yalmz R. viciae F69 ve R. cicer N63 suglarin ¢ok zayif boyandiklar1 gézlenmistir.
Bakterilerdeki PHB igerifinin diger suglara oranla az oldugu belirlenmistir (sirasiyla;
%6,15 ve %7,0). R. viciae F111, R. meliloti Y11, Y22, B. japonicum S Irat Fab, R.
leguminosarum M43, R. cicer N2, N4, N6 ve 16 C suglan UV isiinda parlak
turuncu renkte g6zlenmigtir. Bu suglar, bakteriler arasinda maksimum miktarda PHB
sentezleyen suglar olup, polimer igerikleri 0,101-0,365 g/l, yiizde verimleri de
%35,76-57,09 arasinda degigmektedir. Diger suglarin hiicrede sentezlenen ve
depolanan PHB miktarlarma bagh olarak, UV isiginda pembeden turuncuya farkl
derecelerde boyandii belirlenmigtir (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).

Yapilan literatiir taramalarinda, nodiil bakterilerin PHB igeriklerinin kalitatif
tespitinde bu boyanmn kullamldifma dair herhangi bir bilgiye rastlanmammstir. Bu
¢aligma ile hiicre iginde depo edilen PHB miktarlarma gére Rhizobium bakterilerinin
kalitatif segiminde Fosfin 3R diginda Nile Blue A’min da kullamlabilecegi sonucuna

varilmigtir,

PHA/PHB, en az 75 farkh cinse ait bakteriler tarafindan sentezlenen intraselliiler
graniiller olup, bunlarm varhf1 bakterilerin taksonomik karakterizasyonunda
kullamimaktadir (Mergaert et al., 1993). Bakterilerdeki polimerin Onemi, hiicrede
karbon ve enerji depolari smrlandifinda ortaya ¢ikmaktadir. Diisiik molekiiler
agrhkli PHB’lerin de hiicre zar1 tagmmacihfinda ve DNA transformasyonunda
fizyolojik rolleri oldugu tahmin edilmekte olup, giiniimiize kadar belirlenen rolleri
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diginda ¢ok daha farkl islevlerinin olabilecegi de sanimaktadir (Witholt and Kessler,
1999).

Bakterilerde PHB’nin baglica fonksiyonu muhtemelen enerji deposudur. Rhizobium
vigna, B. japonicum, R. phaseoli ve R. meliloti’de nitrogenaz ve hidrogenaz enzim
aktivitesinin PHB igerigi ile iligkisi aragtirilmugtir. Nitratlarm varhgmda anaerobik
gelisim sirasinda, PHB igeri8i ile nitrogenaz aktivitesi arasinda ters bir iligki tespit
edilirken, hidrogenaz aktivitesi ile direkt bir korelasyon bulunmugtur. Ayrica,
PHB’nin azot fiksasyonu sirasinda harcandify, metabolizmada molekiiler hidrojenin
ikincil olarak kullanilmasi sonucu enerji artis1 oldugu ve bu enerjinin de PHB’de
depolandif1 rapor edilmigtir (Bonartseva et al., 1989).

Diger bir ¢ok toprak bakterisi gibi Rhizobium tiirlerinin de bir depo materyali olarak
bu polimeri sentezledikleri ve hiicrede depoladiklari bilinmektedir (Anderson and
Dawes, 1990; Bonartseva, 1985; Bonartseva et al., 1994; Tavernier et al., 1997).
Genel olarak Rhizobium’larm hiicre kuru agrliklarmm %30-55’inin PHB oldugu da
gosterilmistir (Tombolini and Nuti, 1989).

Rhizobium suglarmin PHB iiretimleri YEM besi ortaminda arastinilomg ve hiicredeki
PHB igeriklerinin ortalama olarak 0,079 g/l oldugu bulunmugtur. Bu da hiicre kuru

agirhgmm %13,37’sini olusturmustur.

Suglardaki polimer miktar1 0,007-0,365 g/l, yiizde verim de %5,37-57,09 arasinda
bulunmugtur. Maksimum PHB verimi R. viciae F111 (%57,09)’de belirlenirken,
minimum {iretim B. japonicum SFr (%5,37) susundan elde edilmigtir. Hiicredeki
maksimum PHB miktari R. meliloti Y11 nolu sugta 0,365 g/l olarak tespit edilmigtir.
Referans sus B. japonicum USDA 110°da PHB miktar1 0,070 g/l olup, bu da
bakterinin hiicre kuru agrhfmmn %27,67’sini olugturmugtur (Bkz. Cizelge 4.2, Sekil
4.2).

Kazan ve Sereflikochisar’dan temin edilen nohut ve mercimek nodiillerinden izole
edilen izolatlarm PHB verimlerinin genel olarak diger suslara oranla diisiik oldugu
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bulunmugtur. Suglarm PHB miktarlan 0,064-0,104 g/l olarak hesaplanirken,
bakterilerin hiicre kuru agirhklarmin %5,71-15,32’sinin PHB oldugu tespit edilmigtir
(Bkz. Cizelge 4.2, Sekil 4.2). B. japonicum, R. vigna, R. phaseoli ve R. meliloti ile
yapilan bir ¢aliymada, bakterilerin anaerobik sartlarda ve NOjs™ icermeyen ortamda
maksimum %11-21 oramnda PHB sentezledikleri belirlenmistir (Bonartseva et al.,
1989). B. megaterium B-124’lin optimum kiiltiir sartlarmda hiicre kuru agurhgmn
%20’sinin PHB oldugu bildirilmistir. Besi ortamma sukroz ve NH4Cl ilave
edildi§inde, bakterinin {i¢ giin icinde PHB diginda 7,6 g/ trimer sentezledigi ve bu
trimerin PHB’nin intraselliiler degredasyonunun bir {irlinii oldugu agiklanmmstir
(Kato et al., 1992).

Bilimsel ¢aligmalar, PHB iiretimi ve bakterilerdeki verimin arttirilmasmmn
fermentasyon sartlarmin geligtirilmesiyle dogrudan iligkili oldugunu g&stermistir.
Birgok aragtirmac: tarafinda segilen mikroorganizmalarin biyosentetik kapasitesinin
aragtiriimasinin gerekli oldugu bildirilmektedir.

PHB iireten mikroorganizmalarda polimer veriminin arttiriimasi, PHB iireten yeni
mikroorganizmalarm segilmesi ya da PHB direttigi bilinen mikroorganizmalarin
Ozelliklerinin iyilegtirilmesi ile saglanmaktadir. Bu amagla, daha ucuz materyaller
veya optimum gartlar kullanilarak, bakterilerde polimerin metabolik diizenlenmeleri
aragtirdmaktadir. Mitomo et al. (1987), PHB’nin bakteri hiicrelerinde normal olarak
diisikk oranlarda bulundugunu (%1-30), ancak bu oranm karbon varliginda, azotun
siurlandinidif: fermentasyon sartlarinda hiicre kuru agwrhgma gbre %70’lere kadar

yiikseltilebildigini agiklamiglardir.

Uretim maliyetinin azaltiimas: amaciyla, hedef mikroorganizmaya yonelik en uygun
karbon ve azot kaynaklarinmn belirlenmesi gerekmektedir. Giiniimiizde birgok karbon
kaynaklarimdan PHB’larin sentezlendigi ¢ok ¢esitli bakteri grubunda gGsterilmigtir
(Haywood et al, 1989). Ornegin, endiistriyel polimer iiretiminde kullanilan ve %95
PHB verimine sahip Alcaligenes eutrophus’un, tek karbon kaynag: olarak biitirik asit
veya pentanoik asit iceren kiiltiir solusyonlarinda 3HB ve 3HV kopoliesterlerini
sentezledigi agiklanmgtir (Doi et al., 1988).
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Cabgymamuzda, suglar arasinda en yiiksek dogal PHB verimin elde edildigi R. viciae
F111 (%57,09), R. meliloti Y11 (%39,25) ve B. japonicum S Irat Fab (%34,43)
suslarmda, farkh karbon ve azot kaynaklarmin PHB iiretimine etkisi aragtirilnmgtir,
Farkh karbon kaynaklar olarak laktoz, glukoz, sukroz, sodyum asetat ve piriivik asit-
Na tuzu; azot kaynaklari olarak da proteaz pepton, glisin, (NH4);SO4, asparajin ve
DL-triptofan kullamlmugtir. Bakteriler, YEM besi ortaminda bulunan mannitol
(kontrol) ve diger karbon kaynaklarmda 144 saat inkiibe edilerek, farkh siirelerde
PHB igerikleri incelenmigtir.

R. meliloti Y11’in tiim karbon ve azot kaynaklarnda PHB igerigi tespit edilmistir.
Ancak R. meliloti Y11’in aksine, B. japonicum S Irat Fab’m sukrozu kullanmamasi,
DL-triptofan ile glisin azot kaynaklarinda da hiicre gelisiminin zayif olmas:
nedeniyle bu substratlar1 iceren ortamlarda PHB determinasyonu yapilamamigtir. R.
viciae F111°in de karbon kaynag1 olarak sodyum asetat ile piriivik asit-Na tuzunda az
gelisti3i ve azot kaynagi olarak da glisinde {iremedigi icin polimer igeriSi
belirlenememistir.

R. melilofi Y11’in karbon kaynad olarak laktoz, sukroz, sodyum asetat ve piriivik
asit-Na tuzu iceren ortamlarda PHB iiretiminin glukoz ve mannitol igeren ortamlara
kiyasla diiglik oldugu gdzlenmigtir. Bakterinin farkh inkiibasyon siiresince PHB
{iretim yiizdesi laktozda %1,96-17,55 (Bkz. Cizelge 4.4, Sekil 4.4), sukrozda %6,54-
27,44 (Bkz. Cizelge 4.6, Sekil 4.6), sodyum asetatta %2,91-10,53 (Bkz. Cizelge 4.7,
Sekil 4.7) ve piriivik asitte %2-26,45 (Bkz. Cizelge 4.8, Sekil 4.8) arasmda tespit
edilmigtir. Bakteri, karbon kaynaf) olarak mannitol (kontrol) igeren besi ortaminda
maksimum (%33,37) PHB verimine 48 saat inkiibasyonda varmustir. Inkiibasyonun
72. saatinden itibaren hiicredeki PHB iceriginde azalma olmasmna ragmen hiicre
geligiminin devam etmesi nedeniyle bakterinin PHB’yi kullandifz diisiiniilmiistiir
(Bkz. Cizelge 4.3, Sekil 4.3). Bakteri en yiiksek PHB {iretimini, glukoz igeren besi
ortaminda gdstermigtir. Bakterinin bu karbon kaynaginda 24 saat inkiibasyonda
maksimum %83,75 oranmda PHB iiretmigtir. Ilerleyen inkiibasyon siirelerinde
bakterinin PHB {iretimi azalmigtir (Bkz. Cizelge 4.5, Sekil 4.5).
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B. japonicum S Irat Fab’m mannitol ve glukoz diginda, denenen tiim karbon
kaynaklarnda hiicrede depo edilen PHB miktart ve ylizde veriminin diigiik oldugu
tespit edilmigtir. Bakteri maksimum PHB {iretimi glukozda, minimum {iretimi ise
laktoz ve sodyum asetatta gergeklestirmigtir. Bakterinin, laktoz igeren besi ortaminda
%5,27-15,79 (Bkz. Cizelge 4.10, Sekil 4.10), sodyum asetat iceren besi ortammda
%1,10-20,95 (Bkz. Cizelge 4.12, Sekil 4.12) ve piriivik asitte ise %3,81-22,09 (Bkz.
Cizelge 4.13, Sekil 4.13) arasinda PHB iirettigi tespit edilmigtir. Bonartseva et al.
(1989) da R. vigna, R. japonicum, R. phaseoli ve R. meliloti’nin organik asit olarak
kullanilan asetatta PHB igeriZinin az oldugunu agiklammslardir.

B. japonicum S Irat Fab, maksimum (%34,31) PHB iiretimini glukoz igeren
besiyerinde 144. saat inkiibasyonda gergeklestirmistir (Bkz. Cizelge 4.11, Sekil
4.11). Buna ilaveten, glukoz varbgmda hiicre gelisiminin ve PHB sentezinin
inkiibasyon siiresince devam ettifi de gozlenmistir. Bakteri karbon kaynagi olarak
mannitol igeren besi ortaminda inkiibasyonun 48. saatinde maksimum %30,24
oraninda PHB verimi g@sterirken, verimin glukoz varhfinda %34,31°e yiikseldigi
bulunmugtur (Bkz. Cizelge 4.9, Sekil 4.9 ve Cizelge 4.11, Sekil 4.11).

Tavernier et al. (1997), R. meliloti’nin iki susunda fruktoz ve glukoz karbon
kaynagmndaki PHB verimlerini kargilagtirmiglar, suslardan birinin glukozlu ortamda
inkiibasyonun 144, saatinde %70,3 orannda PHB verimine ulagtifim rapor
etmiglerdir. Azotobacter vinelandii ile yapilan bir difer ¢aliymada ise glukoz
varbginda bakterideki hiicre yogunlufunun 4. saatte maksimuma vardigi ve PHB
artigmin inkiibasyon siiresince devam ettigi agiklanmugtir (Page, 1989). Manna et al.
(1999), 55 adet Streptomycetes izolat ile yaptiklari galhiymada, izolatlarm 72 saat
inkiibasyonda %1,93-7,82 arasmda PHB depoladifim bildirmiglerdir. Aym
¢absmada bir izolatn, 24 saat inkiibasyondan sonra PHB depolamaya basladigm,
PHB iiretiminin ve hiicre geligiminin glukoz konsantrasyonunun artig1 ile maksimum
seviyeye ulagtigmm agiklamiglardir. Dave et al. (1996), PHB’nin sentezinde azot ve
fosfor kaynagi smirlandirihp, karbon kaynaBi zenginlestirildiginde ve Ozellikle
karbon kaynagi olarak glukoz kullanddifinda PHB fiiretiminin 13 kat arttigim
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belirtmiglerdir. Arastirmacilar, petrokimyasal atik suya glukoz ilavesiyle, bakterideki
PHB veriminin %52’ye yiikseldigini bildirmiglerdir.

Caliymamuzda, R. meliloti Y11 ve B. japonicum S Irat Fab sugunda maksimum PHB
liretim ve yiizde verimi glukoz iceren besiyerinde tespit edilmis, elde edilen sonuglar
aragtirmacilarin bulgulari ile benzerlik g6stermistir.

Dogal PHB iiretimi yiiksek olan diger bir sus R. viciae F111’in mannitol diginda
laktoz, glukoz ve sukroz varhgmnda PHB veriminin diigiik oldufu saptanmugtir.
Ayrica, bakterinin laktoz ortammda hiicre geligiminin zayif oldugu da gdzlenmigtir
(Bkz. Cizelge 4.15, Sekil 4.15). Farklh siirelerde bakteride depolanan PHB verimi,
laktozda %13,93-24,29 (Bkz. Cizelge 4.15, Sekil 4.15), glukozda %4,45-12,63 (Bkz.
Cizelge 4.16, Sekil 4.16) ve sukrozda %3,09-26,18 (Bkz. Cizelge 4.17, Sekil 4.17)
arasinda degistigi bulunmugtur. R. viciae F111’in, maksimum (%41,22) PHB iiretimi
mannitol igeren besi ortamunda inkiibasyonun 48. saatinde elde edilmigtir (Bkz.
Cizelge 4.14, Sekil 4.14). Yushkova et al.’a gbre, R. lupini’de de maksimum PHB
verimi mannitol ve glutamatta elde edilmistir (Bonartseva et al., 1994).

Rhizobium meliloti Y11 ve Bradyrhizobium japonicum S Irat Fab suslarmm aksine,
glukoz varhinda R. viciae F111’in hiicre gelisiminin iyi olmasma ragmen, PHB
igeriginin ve veriminin disiik oldugu gozlenmistir. Ayrica Rhizobium bakterilerinin
dogal bir dzelligi olan eksopolisakkarit (EPS) iiretiminin, R. viciae F111 nolu susta
diger karbon kaynaklarma kiyasla glukoz varliginda artis gosterdii ve buna bagh
olarak ortam viskozitesinin arttifi gozlenmigtir. Kiiltiir ortamumn viskozitesindeki
artigm, oksijen transferini azalttifi ve buna bagli olarak PHB veriminde azalma
oldugu diigiiniilmiigtiir. Page (1992a) de yaptif1 bir ¢ahsmada, melas ve sukroz
kangimindan olugan kiiltiir ortaminda A. vinelandii UWD susun besi ortamm
viskozitesini arttirdifim ve bunun da ortamdaki oksijen transferini azalttigim
bildirmigtir. Hiicre gelisiminin iyi olmasma ragmen, bakteridle PHA’min
sentezlenmemesinin ortam viskozitesi ile iligkili oldufunu agiklamugtir, Ayrica
Tavernier et al. (1997), R. meliloti’ye ait iki susta da bu durumu tespit etmigler ve
bakterilerin ortama salgiladiklarn EPS miktarinin artigmm oksijeni smirlandirdigim,
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dolayisiyla PHB  sentezinin olumsuz yonde etkilendifini agiklamuglardur.
Aragtirmacilara  ait bulgularin ¢ahgma sonuglarmmzi dogrular nitelikte oldugu
anlagiinustir,

Yapilan aragtirmalarda, polihidroksialkanatlara 100 farklh monomerin baglanabildigi
bildirilmistir. Ancak bu durum karbon varhinda azot, fosfor ve siilflir gibi besinler
kistlandiginda  ortaya ¢ikmaktadir. Bu gibi olumsuz sartlarda hiicreler
yasayamamakta, fakat karbon kaynakh poliesterleri depolamaktadirlar (Witholt and
Kessler, 1999). Aragtirmacilar, genelde azotun smwrlandmildif: sartlarm, PHB
iiretimine olumlu etkisinin oldugunu bildirirlerken (Anderson and Dawes, 1990;
Ramsay et al, 1990, 1992; Lee, 1996, Madison and Huisman, 1999), bu genel
kamnn aksine Manna et al. (1999), Streptomycetes izolatlarnda nitrojenin
smirlandirildigy sartlarin, hiicre geligimine ve PHB {iretimine inhibitdr etki yaptigim,
ortama amonyum siilfat ilavesinin ise PHB sentezini ve hiicre gelisimini maksimum
seviyeye yiikselttigini agiklamuglardir. 4. vinelandii UWD ve A. chroococcum
suslarmda da kompleks nitrojen kaynaklarmin PHB’ye etkisinin varhg
kamtlanmugtir (Page, 1992c¢; Page and Cornish, 1993; Pal et al., 1998). Azotobacter
beijerinckii DSM 1041 sugu ile yapilan bir ¢galijmada ise, maksimum PHB miktari,
kazein peptone (24 g/l) ve iirede (20 g/l) elde edilirken, hiicrede depolanan polimer
miktarinm yeast extract ve casaminasitte 11-14 g/l arasinda degistigi bildirilmigtir
(Bormann et al., 1998). Ayrica azotun ve karbon kaynaklarmmn R. meliloti suglarinda
biomass ve polimer olugumu iizerine olan etkisinin varhgma dikkat gekilmis, azotun
yoksun oldugu ortamda hiicre geligiminin sinrlandii ve PHB {iretiminin diigiik
oldugu da belirtilmistir (Tavernier et al., 1997).

Cahismamizda, azot kaynaklar1 olarak proteaz pepton, glisin, (NH4),SO4, asparajin ve
DL-triptofanin PHB {iretimine etkisi aragtirilmigtir, Aragtrmada kullamlan azot
kaynaklarmmn PHB sentezi lizerine olumlu ydnde etkili oldugu belirlenememigtir.
Genel olarak, farkli azot kaynaklarinda iiretilen R. meliloti Y11 ve B. japonicum S
Irat Fab suslarin PHB iiretimleri az bulunurken, R. viciae F111°deki PHB verimin bu
iki susa kiyasla daha iyi oldugu gézlenmistir.
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R. meliloti Y11 nolu sug farkli inkiibasyon siirelerinde, azot kaynag olarak proteaz
pepton igeren besiyerinde gelistirildiginde, PHB {iiretim yiizdesi %7,40-26,23 olarak
hesaplanmigtir (Bkz. Cizelge 4.18, Sekil 4.18). Bu verimin, glisinde %6,96-22,29
(Bkz. Cizelge 4.19, Sekil 4.19), (NH4),SO4’ta %5,24-19,41 (Bkz. Cizelge 4.20, Sekil
4.20), asparajinde %9,14-18,04 (Bkz. Cizelge 4.21, Sekil 4.21) ve DL-triptofanda
%6,14-21,18 (Bkz. Cizelge 4.22, Sekil 4.22) arasinda degistifi tespit edilmigtir,

B. japonicum S Irat Fab sugun farkli siirelerde azot kaynaklarinda inkiibe edildiginde
PHB verimi; proteaz peptonda %7,62-26,78 (Bkz. Cizelge 4.23, Sekil 4.23),
(NH,),SO4’ta %7,67-8,47 (Bkz. Cizelge 4.24, Sekil 4.24), asparajinde %1-9,88 (Bkz.
Cizelge 4.25, Sekil 4.25) arasinda oldugu bulunmustur.

R. viciae F111 sugun PHB verimi farkh siirelerde gelistirildi§inde; proteaz peptonda
%8,14-21,09 (Bkz. Cizelge 4.26, Sekil 4.26), glisinde %20,24-29,54 (Bkz. Cizelge
4.27, Sekil 4.27), (NH4),SO4’ta %18,43-35,43 (Bkz. Cizelge 4.28, Sekil 4.28) ve
asparajinde %24,14-48,13 (Bkz. Cizelge 4.29, Sekil 4.29) olarak tespit edilmigtir.

R. meliloti Y11 sugu maksimum PHB miktarma (0,261 g/) ve ylizde verimine
(%26,23) azot kaynafi olarak proteaz pepton iceren besi ortaminda 96. saat
inkiibasyonda ulagmstir (Bkz. Cizelge 4.18, Sekil 4.18). B. japonicum S Irat Fab
susu aym azot kaynaginda maksimum (%26,78) PHB verimini inkiibasyonun 144.
saatinde gerceklestirmigtir (Bkz. Cizelge 4.23, Sekil 4.23). R. viciae F111’in ise
proteaz pepton azot kaynagmda PHB veriminin digik oldufu gozlenirken, B.
Jjaponicum S Irat Fab suguna kiyasla hiicre geligiminin ve hiicrede depolanan PHB
miktarmin daba yiiksek oldugu bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.26, Sekil 4.26). R.
viciae F111 susun 72. saat inkiibasyonda hiicredeki PHB miktar1 0,116 g/1 olup, B.
Japonicum S Irat Fab sugun 144. saat inkiibasyonda dahi bu miktara (0,079 g/I)
ulasamadif1 gdzlenmistir. Ancak hiicre kuru afirthfma gore R. viciae F111’in yiizde
PHB veriminin (%21,09), B. japonicum S Irat Fab (%26,78) ve R. meliloti Y11
(%26,23) suslarma kiyasla az oldugu bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.26, Sekil 4.26).
Page (1992c), farkh azot kaynaklarmn ilave edildigi glukoz ortamunda 4. vinelandii
UWD susunun 24 saatlik kiiltiiriinlin proteaz peptonda %71 oranmnda PHB
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depoladigim tespit éderken, bacto pepton ve beef ekstraktta verimi %68 olarak
belirlemigtir, Maksimum PHB verimini ise balik peptonda (%74) elde etmigtir.

Diger taraftan R. viciae F111 susunda DL-triptofanda hiicre gelisiminin zayif olmasi
nedeniyle PHB igerigi determine edilemezken, kullanilan tiim azot kaynaklarndaki
PHB igeriginin diger iki susa kiyasla yiiksek olmas: da dikkat gekmektedir. Bakteri
en yliksek polimer {iretimini asparajin ve (NH4),SO; igeren besi ortaminda
gergeklestirmistir. Bakteri (NH4)2SO4’li ortamda maksimum PHB miktarm (0,124
g/l) 72. saat inkiibasyonda gerceklestirmigtir. Bu siirede bakterinin hiicre kuru
agirhgma gore %35,43lniin PHB oldugu bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.28, Sekil
4.28). F111 susu, maksimum (%48,13) PHB verimini azot kaynag1 olarak asparajin
iceren besi ortammda 96. saat inkiibasyonda gostermistir (Bkz. Cizelge 4.29, Sekil
4.29).

(Calbsmada, en yilkksek PHB iiretim ve verimin elde edildigi karbon ve azot
kaynaklarmdan farkli kombinasyonlar olusturulup, suslarm polimer tiretimleri de
incelenmigtir.

R. meliloti Y11’in karbon kayna$ olarak glukoz ve azot kaynagi olarak proteaz
peptondan olusan kombine besiyerinde farkh siirelerde PHB verimi %4,45-38,64
(Bkz. Cizelge 4.30, Sekil 4.30) arasinda degistigi bulunurken, mannitol ve asparajin
kombine besiyerinde bakterinin PHB igerifinin %20,17-41,25’e¢ yiikseldigi
gozlenmistir (Bkz. Cizelge 4.33, Sekil 4.33). Bu besiyerinde bakteri, maksimum
hiicre geligimini 72. saat inkiibasyonda gergeklestirmistir. Hiicrede sentezlenen PHB
verimi %41,25 olarak saptanmugtir (Bkz. Cizelge 4.33, Sekil 4.33).

R. meliloti Y11’in aksine, B. japonicum S Irat Fab’m mannitol ve asparajin kombine
besiyerinde PHB miktar1 diigiik bulunurken, hiicre gelisiminin daha iyi oldugu
g6zlenmistir (Bkz. Cizelge 4.34, Sekil 4.34). Bakteri bu kombine besiyerinde 96. saat
inkiibasyonda, maksimum %13,37 oraminda PHB {iretmistir. Bakteri, glukoz ve
proteaz pepton kombine besiyerinde 120. saat inkiibasyonunda %48,24 oramnda
PHB iiretmistir (Bkz. Cizelge 4.31, Sekil 4.31).
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R. meliloti Y11 ve B. japonicum S Irat Fab suslarm glukoz ve proteaz pepton
kombine besiyerinde maksimum PHB verimleri sirasiyla %38,64 ve %48,24 olarak
belirlenirken (Bkz. Cizelge 4.30, Sekil 4.30 ve Cizelge 4.31, Sekil 4.31), aym
kombine besiyerinde R. viciae F111’in PHB veriminin diisiik oldugu gdzlenmistir
(Bkz. Cizelge 4.35, Sekil 4.35). Bu sus, 120. saat inkiibasyonunda maksimum
%25,81 orammnda PHB iiretmistir. Bakterinin bu kiiltiir ortammnda, besiyeri
viskozitesini arttirdign gdzlenmis ve bakterinin PHB lretiminin az oldugu
bulunmustur (Bkz. Cizelge 4.35, Sekil 4.35). Bakteride, mannitol ve asparajinden
olusan kombine besiyerindeki PHB miktar1 ve yiizde verimin daha yiiksek oldugu
bulunmugtur (Bkz. Cizelge 4.32, Sekil 4.32). R. viciae F111 susu bu kombine
besiyerinde 96. saat inkiibasyonunda maksimum %38,79 oranmda PHB {iretmistir.
Bakteri tarafindan sentezlenen ve depolanan PHB miktar1 96 saat inkiibasyondan
sonra azalmg ve bakterinin bu polimeri kullandif: diigiiniilmiistiir (Bkz. Cizelge
4.32, Sekil 4.32).

Bonartseva et al. (1994), glukoz ve nitrat ile olugturulan kombine besiyerinde R.
trifolii’nin az aktif sugunun aktif susa kiyasla PHB igeriginin daha yiiksek olduunu
belirtitken, R. meliloti’nin az aktif susunun ise sukroz ve glisin kombine besiyerinde
maksimum PHB igeriginin %59°dan fazla oldugunu agiklamuglardir. Aragtwrmacilar,
en yiiksek PHB verimini (%65°ten fazla) R. phaseoli’nin az aktif susunda sukroz ve
nitrat kombinasyonundan olusturulan besi ortamimda gergeklesti§ini bildirmiglerdir.

Calismamizda, yiiksek PHB verimin elde edilmesi amaciyla olusturulan kombine
besi ortamlarinda PHB veriminin, arzu edilen diizeyde artmadi1 belirlenmistir.

Ancak B. japonicum S Irat Fab susun, glukoz ve proteaz pepton igerikli kombine besi
ortammda diger sus ve kombinasyonlara kiyasla daha yiiksek PHB verimine sahip
oldugu saptanmustir (%48,24). Elde edilen sonuglardan, farkh tiirlerin farkh besi
ortammda olugturduklart PHB miktarlann farkh bulunmustur. Nitekim bazi
arastirmacilar da, hiicrede sentezlenen ve depolanan PHB igeriginin farkli olmasimn,
kiiltiiriin  tipinden, suslarm genetik Szelliklerinden ve bunlarn farklihifmdan
kaynaklandigim ileri siirmiiglerdir (Bonartseva et al., 1994; Tavernier et al., 1997).
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Cabsmada kiiltiirlerin pH’s1 6l¢iilmiis, PHB igerigi ile son kiiltlir pH’s1 arasmda iliski
aragtirtmustir, Tiim kiiltlir gartlan dikkate aindiginda, her ii¢ sugta da, kiiltiir pH’s1
artttkca PHB verimin de arttif1 g6zlenmistir. Maksimum PHB verimin elde edildii
inkiibasyon siirelerinde, son kiiltlir pH’larmmn yiiksek oldugu dikkat c¢ekmigtir.
Tavernier et al. (1997), R. meliloti’nin iki susu ile yaptiklam ¢alismada ortamn
asitligi arttikca, kiiltiirlerde PHB igeriginin azaldiim tespit etmislerdir. M5N1 susu,
fruktoz ortammnda %84,5 PHB verimine vardifinda son kiiltiir pH’s1 6,8 iken, verim
%50,8’e azaldiginda kiiltiir pH’1 5,5 olarak Olgiilmiistiir. Aym sus, glukoz karbon
kaynaginda pH 4,8’de %40,8 oraninda PHB verimi g@sterirken, pH 6,9’da verimin
%44,1°e yiikseldigi bildirilmigtir. Su47 nolu sus, glukoz ortaminda maksimum
(%70,3) PHB iiretimini pH 7,1’de g0sterirken, pH 5,5’ta bu verimin %51’e
azaldigim rapor etmiglerdir.

Cahsmamizda, R. meliloti Y11 susu glukoz ve proteaz pepton igerikli kombine besi
ortaminda maksimum %38,64 PHB verimine ulagtiginda son kiiltiir pH’nin 7,2
oldugu, PHB verimi %5,38’e azaldiginda pH’nin 7,14’e diistiigli gézlenmistir (Bkz.
Cizelge 4.30, Sekil 4.30). Aym sug, mannitoH-asparajin kombine besi ortaminda pH
8,52’de %41,25 oraninda PHB verimi g@steritken, pH 6,55’te PHB depolamadig:
gozlenmistir (Bkz. Cizelge 4.33, Sekil 4.33). Chung et al. (1997), %2 propiyonik asit
iceren besi ortaminda A. eutrophus’un pH 6,5’ta PHB sentezlemedigini, pH 7,5’ta
%37,9 orannda PHB iirettigini ve pH 7’de PHB verimin %30’a azaldigm
agiklamuglardir. Aragtirmacilar pH’daki diigmeye bagh olarak PHB depolanma
oraninmn azaldi§in rapor etmislerdir.

B. japonicum S Irat Fab susu, glukoz ve proteaz pepton igeren kombine besiyerinde
pH 6,97°de %2,50 oraninda PHB verimi tiretirken, son kiiltiir pH’nin 7,49 oldugu
inkiibasyonun 120. saatinde bu verim %48,24’¢ yiikselmigtir. Ayrica bu pH’da
bakterinin maksimum PHB igerifine vardifi da gézlenmigtir (Bkz. Cizelge 4.31,
Sekil 4.31). Aym sug, mannitol ve asparajin igeren kombine besi ortaminda,
maksimum (%13,37) PHB verimi pH 7,43°te g0sterirken; pH 7,10°da bu verimin
%1,59’a azaldif tespit edilmigtir (Bkz. Cizelge 4.34, Sekil 4.34). Benzer durum R.
viciae F111 susunda da gdzlenmigtir. Bakteri mannitol ve asparajin igerikli kiltiir
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ortammda minimum (%12,41) PHB verimini pH 6,79°da gdsterirken, maksimum
PHB verimi (%38,79) pH 7,44’te elde edilmistir (Bkz. Cizelge 4.32, Sekil 4.32).
Bakteri glukoz ve proteaz pepton igeren kombine besi ortaminda pH 6,82’de %14,40
PHB verimi g6sterirken, son kiiltiir pH’s1 7,29’a yiikseldiginde tiretilen PHB miktart
%25,81’e ylikselmistir (Bkz. Cizelge 4.35, Sekil 4.35). Brandl et al. (1991),
Rhodobacter sphaeroides’n karbon kaynadi olarak malat, asetat, asetat malat,
piriivat malat, glukoz malat, krotonat igeren ve azotun smurlandirildif: besi
ortamlarmda maksimum (%65) PHB verimine 122 mM asetat igeren besiyerinde
bakterinin durgun fazinda ulagtigu ve son kiiltlir pH’smun 10,33 oldufunu
agiklamuglardir. B. circulans’a ait bes farkli sugla yapilan bir ¢aliymada da benzer
sonuglar elde edilmistir (Nam and Ryu, 1985). Suslardaki PHB igerigini 2,9-18
ug/mg arasinda belirleyen arastirmacilar, maksimum PHB miktari SM-3 ve SM-4
suslarinda elde etmislerdir. Suglar1 120 saat inkiibe eden arastirmacilar, siire sonunda
SM-3 susun pH 7,51°de 18 ng/mg PHB {irettigini, bu miktarm SM-4 susunda 15
ug/mg olup, son kiiltiir pH’sinin da 7,23 oldugunu agiklamiglardir. Minimum (2,9
ug/mg) PHB sentezleyen NRLL B-3313 sugunun son kiiltlir pH’sinm 6,87 oldugunu
bildirmiglerdir.

Denemelerimizde, tiim inkiibasyon sartlarnda PHB’nin tespit edildigi ortamm son
kiiltir pH’lar1 suglarda farklihik gostermistir. Ancak genel olarak incelendiginde,
PHB’nin tespit edildigi son kiiltiir pH’sma gére yorumlanacak olursa; ortam pH’s1
yiikkseldikce PHB yiizde verimin de arttif1 tespit edilmigtir. Elde edilen sonuglar
literatiir bilgileri ile benzerlik g&stermigtir.

Birgok aragtirmaci, PHB’nin mikroorganizmalar igin gerekli olan mineral maddelerin
tikkendiZi, diger ¢evresel ve stres gartlarin baskin oldugu durgun fazda depolandifint
bildirmiglerdir (Anderson and Dawes, 1990, Lee, 1996, Madison and Huisman,
1999). Ancak Rhizobium etli’de, PHB’nin yalmz durgun fazda degil, aym1 zaman da
eksponensiyal gelisme devresinde de sentezlendifi agiklannmgtir (Encarnacion et al.,
1995). Ustelik PHB’nin hiicre iginde siirekli olarak sentezlendigi ve parcalandiim
bildiren aragtirmacilar, PHB’nin sentez ve pargalanmasmm kontrol eden g¢ok hassas
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bir mekanizmanin varligim bildirmiglerdir. Legionella pneumophila serogrup 1’e ait
iki sugta da PHB graniilleri Nile Red ile boyanarak, hiicrede depo edilen PHB’nin
6liim fazinda kullanildig1 agiklanmugtir (James et al., 1999).

Mc Cool et al. (1996), hiicre gelisimi ile PHB depolanmasi arasindaki iligkiyi
belirlemek amaciyla aralikli olarak Bacillus megaterium’un polimer igeriSini tespit
etmiglerdir. Aragtirmacilar, depo edilen PHA orammm orta eksponensiyal fazda (0,5
OD) arttifm ve geg eksponensiyal fazda ise (1,0-1,5 OD) bu oramin maksimum
seviyeye ulastiim aciklamuglardir, Durgun fazdan itibaren (2,0-2,2 OD) polimer
iceriginin azaldigimu belirlemiglerdir (Mc Cool et al., 1996). Cahgmamizda da hiicre
gelisimi ile PHB depolanmasi arasmdaki iligkinin belirlenmesinde kiiltiirlerin 600 nm
(OD)’de hiicre yogunluklar1 Sl¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar diger arastiricilarin
bulgular: ile benzerlik g6stermigtir. Kullamlan kiiltiirlerde PHB’nin, bakteri gelisme
devresinin eksponensiyel ve durgun fazinda sentezlendigi ve depo -edildigi
gbzlenmigtir. Diger taraftan hiicre kuru agrrhfindaki artig ile hiicrelerin PHB igerigi
arasmdaki iligkinin orantili olmadif: tespit edilmistir. Manna et al. da 1999 yilinda
yaptiklar1 gahgmada, Streptomycetes izolatlarnda intraselliiler PHB’deki dereceli
artigin hiicre geligimi ile paralel oldugunu veya ¢ok az paralellik gosterdigini
agiklamuglardir. B. megaterium’da ise eksponensiyal fazdaki hiicrelerin %PHA
icerigindeki artign hem minimal hem de zenginlegtirilmis besi ortaminda %34
oraninda oldufu belirlenirken, hiicre biomassindaki artigm %26,3 oldugu
bulunmustur. Aragtirmacilar, eksponensiyal ve durgun fazdaki gelisme srasinda
%PHA’daki artiy veya azalmanmn toplam hiicre kuru agirhfmndaki artis veya
azalmadan daha fazla oldufunu tespit etmiglerdir. Aragtirmacilar, PHA
inkliizyonlarmin eksponensiyal gelisin fazinda hiicre biomassindan daha hizh
depolandifin1 da rapor etmiglerdir (Mc Cool et al., 1996).

Cahgsmamizda Sperman’mn korelasyon testine gore suslarm hiicre kuru agirh§ ile
PHB iiretimi arasinda bir iligki olup olmadif: test edilmis ve p=0,6923 bulunmustur.
Bu deger tablo degeri ile kiyaslandigmnda, p=0,6923>0,3059 oldugu i¢in hiicre kuru
agithgr ile PHB arasindaki iligkinin GOnemli oldufu goriilmiigtiir. Ancak
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¢ahismamizda Spermaﬁ’m korelasyon testine gére kiiltiirlerin PHB igeriZi ile hiicre
kuru agrhfinda iligkinin dogrusal olmasma ragmen, diger arastirmacilarmn
bulgularina benzer sekilde, hiicre kuru agirlif1 ile PHB depolanmas: arasinda Snemli
paralellik tespit edilememistir. Bu durum belirgin sekilde R. meliloti Y11 sugunda,
glukoz ortaminda g6zlenmistir (Bkz. Cizelge 4.5, Sekil 4.5). Karbon kaynag olarak
glukoz igeren besi ortaminda hiicre yogunlugunun 0,4 OD oldugu ilk 24 saat
inkiibasyonda, PHB depolanmasi belirlenmistir. Hiicre kuru agrhf ve PHB
sentezindeki artig, 72 saat inkiibasyon siiresince devam etmigtir. Bu artiglar birbiriyle
orantth olmadig1 icin bakterinin PHB veriminin, inkiibasyonun 48. ve 72. saatlerinde
ilk 24. saate kiyasla diigiik oldugu bulunmugtur. Bakterinin maksimum PHB verimi
(%83,75) 24 saat inkiibasyonunda tespit edilmistir. Bakteri hiicre gelisiminin erken
eksponensiyal fazmda (0,4 OD) oldugu bulunmustur. Bu fazda hiicre kuru agirhg
0,240 g/l ve PHB miktan 0,201 g/l iken, 72. saat inkiibasyonda geg
eksponensiyal/erken durgun fazda (1,0-1,5 OD) hiicre kuru agirhg: 0,685 g/l ve PHB
miktar1 0,275 g/’ye yiikselmis, ancak hiicre kuru agirhifma gére PHB yiizde verimi
%40,15%¢ azalmustir.

Yine aym gekilde S Irat Fab sugunun, mannitol karbon kaynag igeren besi ortamunda
48 saatlik inkiibasyon siiresince hiicre kuru a8irh@i yaklagik %3 oraminda artig
gOsterirken, bu artis PHB oraninda %75 olarak belirlenmigtir (Bkz. Cizelge 4.9, Sekil
4,9). Bu sus, laktozlu ortamda gelistirildifinde, aym siirelerde hiicre kuru agirhg:
%46 oraninda artarken, PHB icerigi %76 oraminda artmustir (Bkz. Cizelge 4.10, Sekil
4.10).

R. viciae F111 sugu, mannitol karbon kaynaginda geligtirildiinde, 24 saat
inkiibasyonda hiicre kuru agirhg 0,390 g/l iken, inkiibasyonun 48. saatinde hiicre
kiitlesi %5 oraminda artmugtir, Bu siirelerdeki PHB miktarindaki artig ise yaklagik
%26 olmugtur (Bkz. Cizelge 4.14, Sekil 4.14). Karbon kaynagi olarak glukoz
kullanmldiginda, inkiibasyonun 120. saatinde bakterinin hiicre kuru agirhgndaki artig
4 kat iken, PHB igerigindeki artigin 6 kat oldufu bulunmugtur (Bkz. Cizelge 4.16,
Sekil 4.16). Tanaka et al. 1993’te 4. eutrophus’ta depo edilen PHB miktarinin da
hiicre gelisim oramndan daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Aragtirmacilar, gelisim
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ve PHB depolanmas: tizerine besinlerin farkh etkileri oldugunu ve bu sartlarm
detayh olarak incelenmesi gerektigini de vurgulamiglardir.

Caligmada PHB sentez metabolizmasi tizerine sodyum kloriiriin etkisi de incelenmig,
sonuglar Cizelge 4.36 ve Sekil 4.36’da verilmistir. Cizelgede de goriildiigi gibi
sodyum kloriirdeki artisgin PHB {iretimi {izerinde olumlu bir etkisinin olmadi1 tespit
edilmistir. Suglar arasinda maksimum PHB {iretimin elde edildigi R. viciae F111’in
0,25 g/l sodyum kloriir igeren YEM besiyerindeki PHB verimi %46,67 olarak tespit
edilmigtir. Ancak kontrol grubu olan ve 0,1 g/l sodyum kloriir iceren YEM besi
ortammdaki PHB verimi %57,09 PHB olarak bulunmugtur. Sodyum kloriir
miktarindaki artiga bagh olarak PHB veriminin azaldi§1 gbzlenmistir. Bulgularimizin
aksine Natarajan et al. (1995), Rhizobium DDSS 69°da sodyum kloriirdeki artigmn
PHB igeriginin artmasma neden oldugunu agiklamuglardir,

Mutasyonlarin genler {izerine yaptigi olumlu veya olumsuz etkileri, bilimsel
caligmalarin bir diger aragtirma alanim olusturmaktadir. 4. vinelandii UWD susu
mutant bir bakteri olup, bakterinin 24 saat inkiibasyonda polimer igerigi,
fermentasyon sartlarma bagh olarak %65-75 oraminda degisirken, bu susun atasah
olan UW susu aym sartlarda %22-25 oraninda PHB depolayabilmektedir (Page and
Knosp, 1989). Kiiltiirlerin farkli karbon ve azot kaynaklariyla olusturulan kombine
besi ortamlarmda PHB {iretimleri farkh bulunmugtur. Suglar arasinda maksimum
(%83,75) PHB iiretimi R. meliloti Y11 susunda karbon kaynag olarak glukoz igeren
besiyerinden elde edilmigtir. Denenen karbon ve azot kaynaklarinda R. vicige F111
susunun PHB igerigi yiiksek oldugu ancak kiiltlir ortamindaki viskozitenin artigina
neden olmasi bu bakteri ile ¢ahgmayr zorlagtwmustir. B. japonicum S Irat Fab
susunda da arzu edilen PHB verimi elde edilememigtir. Bu sonuglar dogrultusunda,
mutasyonun Rhizobium’lardaki etkisini incelemek amaciyla R. meliloti Y11 susu
secilmiy, sug lizerinde farklh siirelerde UV 15:m ve defisik konsantrasyonlarda
akriflavin, 5-bromourasil ve nitrosoguanidin mutageni uygulanmgtir,. Denemelerde
muhtemel mutant izolatlar, yiizde Olim i{izerinden, tesadiifi olarak segilmigtir.
Rhizobium etli ile yapilan bir mutasyon ¢aligmasinda %1 fruktoz ve %0,025 NH,4Cl
iceren besiyerinden 5 ile 7 giin sonra gelijen koloniler arasindan opak gOriiniimiii
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koloniler segilmigtir (Cevallos et al., 1996). Lach et al. (1990), N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidin igeren besiyerinden B. megaterium’a ait toplam 1000 koloniden
atasal susa gore farkh morfolojik Szellik gisteren ve filamentli gelisen bakterileri
mutant bakteri olarak izole etmiglerdir.

UV mutasyonu sonunda yapilan ilk §l¢limde, muhtemel mutant suslarm PHB
igerikleri ve yiizde verimlerin atasal susa kiyasla diisik oldugu belirlenirken, bir yil
sonraki ikinci PHB §l¢iimiinde Sa7 susundaki polimer miktarimn yaklagik olarak
%33 oraninda arttifn gozlenmigtir (Bkz. Cizelge 4.37, Sekil 4.37). Hiicrede
depolanan PHB miktar1 0,174 g/l olup, bu da hiicre kuru agrhgmmn %74,04’inii
olugturmugtur. Sa7 muhtemel mutant susun PHB igerifinin atasal susa oranla
yaklagik iki kat arttifn gézlenmigtir. Sa6 muhtemel mutantm ikinci Slglim sonunda
PHB igeriginde %45 oraninda bir azalma oldugu saptanmustrr.

Fiziksel ve kimyasal mutasyon sonunda elde edilen muhtemel mutant suslar arasinda
akriflavin muhtemel mutantlarin ilkk dlgtimde PHB sentezlemedikleri tespit edilirken,
bir yil sonra yapilan II. l¢timde suslarm %22,67-39,64 arasinda degisen miktarlarda
PHB sentezledikleri belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.38, Sekil 4.38). Akriflavin
muhteme]l mutantlarmdan Z1 ve Z4 suslarmin PHB verimleri atasal suga kiyasla az
bulunmugtur. Z2 muhtemel mutant sugun PHB veriminin (%39,64), atasal sugtan

(%38,91) yiiksek oldugu gdzlenmistir.

Caligmamizda, kimyasal mutagenlerden 5-bromourasil ve nitrosoguanidin muhtemel
mutantlarm PHB verimleri atasal susla karsilastinldifinda, ilk 6lgiimde disiik oldugu
tespit edilmigtir (Bkz. Cizelge 4.39, Sekil 4.39 ve Cizelge 4.40, Sekil 4.40). 5-
Bromourasil muhtemel mutantlarm PHB verimleri %2,96-23,91 arasinda tespit
edilirken, nitrosoguanidin muhtemel mutantlarm PHB verimleri %0,62-7,5 olarak
bulunmugtur. Lach et al. (1990), B. megaterium’un N-metil-N'-nitro-N-
nitrosoguanidin mutantmn atasal susa gére daha az PHB depoladigm
agiklamiglardir, Muhtemel mutant susun 28 saatlik inkiibasyon sonunda 26 pg/ml
PHB depoladigmi ve bunun da hiicre kuru agirhgm %16’sm olusturdugunu rapor
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etmiglerdir. Aragtirmacilar, atasal susun 6 saat inkiibasyonda %18 oramnda PHB
sentezledifini, mutant sugun depoladifi PHB’nin 28 saat sonrasinda dahi bu miktara
varmadifm  agiklamuslardir, Cabsmamizda bir yil sonra yapilan II. Slglimde
muhtemel mutant suslarn polimer verimlerinde artis oldufu gozlenmigtir. 5-
Bromourasil muhtemel mutantlarmdan Bro5 ve Bro9 (sirasiyla %64,52 ve %55) ile
nitrosoguanidin muhtemel mutantlarmdan H8, H9 ve H10 nolu izolatlarm (sirastyla
%45,58; %49,68 ve %57,25) atasal susa (%38,91) kiyasla daba yiiksek PHB verimi
gOstermiglerdir. Ayrica, nitrosoguanidin mutasyonu sonrasmda yapilan ilk Sl¢imde
PHB sentezlemeyen suslarm (H1 nolu sug diginda), II. Olglimlerde PHB
sentezledikleri de g6zlenmigtir. Bu suglardan H3 ve HS nolu suglar, atasal susa
kiyasla daha az PHB sentezlerken, H8 ve H10 nolu izolatlarm PHB verimleri atasal
sustan daha yliksek oldufu bulunmugtur. Huisman et al. (1992), Pseudomonas
oleovorans mutantmm %20 n-oktan destekli mikroelementlerin bulundugu
besiortammda %41 oramnda PHA sentezledigini, atasal susun aym sartlarda %45
PHA irettigini tespit etmislerdir. Aym ¢ahymada P. putida atasal susunda verimin
%48 oldugu agiklanirken, bu tiire ait iki mutantin PHA verimlerinin %25 ile %38’¢
azaldigim agiklamuglardir. 4. eutrophus’un PHA sentezleyemeyen 1-nitroso-3-nitro-
1-methylguanidine mutantinn aksine, A. eutrophus H16’m glukozu kullanabilen bir
bagka mutantimn, amonyagm smirlandmildigy  kiiltiir  ortammda 50. saat
inkiibasyonda hiicrede %76 oraminda PHB depoladifi agiklanmugtr (Kim et al.,
1994),

Calismamizda, bazi muhtemel mutant suglarm ik Slgiimde PHB sentezleyemedikleri,
II. PHB &lgiimiinde baz izolatlarn atasal susa kiyasla daha fazla PHB sentezledigi
gozlenmigtir. Calismada ayrica, fiziksel ve kimyasal mutagenlerin PHB iiretimi
{izerinde etkileri farkh bulunmustur.

PHA/PHB’nin iiretim maliyeti; susun gelistirilmesinin yamsira, uygun fermentasyon
sartlarmm ve ayrrma yontemlerinin belirlenmesi veya ucuz karbon kaynaklarmm
kullanim ile diizenlenir. PHB’nin iiretiminde toplam iiretim maliyetinin %40’mmn
ham materyal oldugunu bildiren Kim (2000), PHB’nin ekonomik y&nden daha fazla
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iiretilebilmesi amaciyla ucuz karbon kaynaklarmm kullammma gereksinim
duyuldugunu belirtmistir.

Nisasta, peynir alt1 suyu, seker pancar melast, seker kamisi melasi, bugday melast
vb. atik maddeler PHB’nin ucuz ve kolay yonden iiretilebilmesi igin Snerilmektedir.
Seker pancart melasm PHB iiretiminde kullammu, bazi ¢aligmalarla g@sterilmigtir
(Page, 1989, 1992a, 1992b; Beaulieu et al., 1995; Kim, 2000).

Kim (2000), nisasta besi ortaminda Azotobacter chrococcum ve peynir alt1 suyunda
rekombinant E. coli’"den PHB iiretimini aragtrmmgtir. Oksijenin simirlandirildifa
nigasta ortaminda, 4. chrococcum’un %46 oraninda PHB iirettifi belirlenmistir.
Oksijenin smirlandirilmadif: ortamda ise bakteri biomassinda artis gbzlenirken, PHB
veriminin %20’ye diigtiigii bulunmustur. Aym ¢ahsmada peynir alt1 suyunda
geligtirilen rekombinant E. coli’nin, smirh oksijen ortammnda %80 oraminda PHB
tirettigi, oksijenin smlrlandmlmadlgl fermentasyon sartlarmda verimin %57’ye
diigttigti agiklanmistir, Aragtirmaci, oksijen smurlandirilmasimin PHB  miktarmda
artisa neden oldugunu ve endiistriyel atik maddelerin polimer iiretiminde Onemli
derecede potansiyel olabilecegini rapor etmistir.

Calymamizda kullanilan geker pancar1 melasi Ankara Seker Enstitisii’nden temin
edilmig, melasin kimyasal bilegimi Cizelge 3.3’te verilmigtir.

Suglarm %0,5; %1; %1,5 ve %2 melas konsantrasyonlarda hiicre gelisim egrileri
¢ikarilmug ve hiicre geligiminin en iyi oldufu melas konsantrasyonunda PHB {iretimi
tespit edilmigtir (Bkz. Cizelge 4.41, Sekil 4.41). Sekil 4.41’de goriildiigii gibi R.
meliloti Y11 susu %0,5 melas konsantrasyonunda en iyi hiicre geligimi gsterirken,
melasm %1,5 ve %2 Kkonsantrasyonlarmda hiicre geligiminin zayif oldugu
bulunmustur. B. japonicum S Irat Fab susu en iyi hiicre gelisimini %1,5 melas
konsantrasyonunda gésterirken (Bkz. Cizelge 4.42, Sekil 4.42), R. viciae F111 susun
%1 melas konsantrasyonundaki hiicre gelisimi %0,5 ve %1,5 konsantrasyona kiyasla
daha  iyi oldugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.43, Sekil 4.43). Ancak bu
konsantrasyonda bakterinin kiiltiir ortamundaki viskozitesinin arttifi ve ortamn
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tamamen jellestigi gézlenmistir. Dolayisiyla %1 melas konsantrasyonunda PHB
tespit edilememistir. Diger tarafitan %2 melas konsantrasyonunda da F111 susun
hiicre geligiminin tamamen inhibe oldufu gézlenmistir. Burrows (1970), endiistriyel
fermentasyonlarda melasm ucuz ve kolay temin edilebilir olmas: gibi avantajlarinm
yamsira, kompleks bir substrat oldufundan bazi toksik elementler ile mineral
maddeler igerdifini ve bu maddelerin yiiksek konsantrasyonlarmin da
mikroorganizma geligimi {izerinde inhibit6r etki yaptigint agiklamugtir.

Melasm %0,5 konsantrasyonunda gelistirilen R. meliloti Y11, inkiibasyonun ilk 24.
saatinde PHB sentezlemezken, ilerleyen inkiibasyon siirelerinde hiicrede polimer
depolandifi g6zlenmistir (Bkz. Cizelge 4.44, Sekil 4.44). Bakteri 48. saat
inkiibasyonda %37,10 orannda PHB depolarken, maksimum (%56,31) PHB
tiretimini inkiibasyonun 72. saatinde gergeklestirmistir. Bakteri kontrol (YEM) besi
ortammda daha az (%39,25) oranda PHB iiretmistir. Hiicrede sentezlenen ve depo
edilen polimer miktarinin ilerleyen inkiibasyon siiresince azaldif: gdzlenmistir (Bkz.
Cizelge 4.44, Sekil 4.44).

n-Alkanat destekli %5 melas konsantrasyonunda gelistirilen A. vinelandii UWD
susunda P(HB-co-HV) olusumunu aragtiran Page (1992a) de, bakterinin ilk 10 saat
inkiibasyonunda polimer sentezlemedifini, polimer sentezin 12 saatten sonra
gerceklestigini bildirmigtir. Bakteri, propiyonat destekli melas besiyerinde %61
oraninda PHA sentezlerken, biitiratn ilave edildigi melas ortaminda bu orammn
%66’ya yiikseldigi agiklanmigtir. Bakteri kontrol olarak yalniz melas besi ortammda
gelistirildiginde polimer verimin %63 oldugu belirtilmistir.

Melasm %1,5 konsantrasyonunda geligtirilen R. viciae F111 ve B. japonicum S Irat
Fab suslarmin PHB fiiretimlerinin Y11 susa kiyasla daha az oldugu gdzlenmigtir
(Bkz. Cizelge 4.44, Sekil 4.44). F111 susu, Y11 nolu sug gibi inkiibasyonun ik 24
saatinde PHB sentezlemezken, B. japonicum S Irat Fab susun ise bu iki sustan farkli
olarak inkiibasyonun ilk 24 saatinde polimer irettidi gézlenmistir. Melasm %1,5
konsantrasyonunda her iki susun da PHB miktarlarmm tiim inkiibasyon siirelerinde
olduk¢a az oldugu bulunmustur. R. viciae F111 susu maksimum (%23,33) PHB
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{iretimini 96. saat inkﬁbasyonda gerceklestirirken, B. japonicum S Irat Fab susu ise
maksimum %29,19 orannda PHB iiretimini inkiibasyonun 48 saatinde
gergeklestirmigtir. Maksimum PHB iiretim ve sentezin devam etti§i inkiibasyon
stireleri dikkate almp, R. meliloti Y11 ile kiyaslandiginda, her iki susun da 48 saat
inkiibasyonda R. meliloti Y11°den daha az PHB {iretti§i gozlenmigtir. Ayrica R.
viciae F111 susun %1 melas konsantrasyonunda kiiltiir ortamindaki viskozitesinin,
diger konsantrasyonlara kiyasla daha fazla olmas: nedeni ile PHB’nin belirlenmesini
engellemistir. Benzer sonug bakterinin %1,5 melas konsantrasyonunda gelistirilmesi
ile de gbzlenmistir. Page (1992a) de yaptif1 bir ¢aliymada buna benzer bir sonuca
dikkat ¢ekmistir. Aragtrmaci, %5 melas ve %2,5 sukroz karigimindan olugan
besiyerinde 4. vinelandii UWD susu gelistirildifinde, 24 saat inkiibe edilen kiiltiir
ortammdaki viskozitenin arttiim ve buna bagh olarak ortamdaki oksijen transferini
azalttigm belirtmigtir. Inkiibasyonun ilk 10 saatinde hiicre gelisiminin iyi olmasma
ragmen, hiicrede PHA olugmadigim bildirirken, bu sonucun ortammn viskozitesi ile
iligkili olabilecegini agiklamsgtir.

Melasim PHB iiretimine olan etkisinin incelenmesine yonelik yapilan bir diger
aragtrmada, A. eutrophus DSM 545 susu %0,3 melas konsantrasyonunda
gelistirilmis ve bakterinin optimal %17-26 arasinda PHB depoladif bildirilmigtir
(Beaulieu et al., 1995).

Page (1992b), seker pancar melasimin %5 ve %2 konsantrasyonlarinda 4. vinelandii
UWD sugun PHB igerigini karsilagtirmustir, Bakteri %5 melasta hiicre kuru agirhina
gbre %24 orannda PHB verimi gosteritken, bu verimin %2 melas
konsantrasyonunda %51’e yiikseldigini bildirmigtir. Diigiik PHB verimi elde edilen
%S5 melas konsantrasyonuna 15 mM amonyum asetat ilavesi ile polimer verimin
%70’ yiikseldifini bildirmigtir. Aragtricmin bagka bir gahgmasinda, melas besi
ortamma glukoz ve amonyum asetat ilavesiyle bakterinin optimal PHB verimine
vardifim ve hiicre gelisiminin stimiile edildigini de rapor etmigtir (Page, 1989).

Yapilan literatiir arastrmalarimizda, Rhizobium’larla atik maddelerden PHB {iretimi
ile ilgili herhangi bir bilimsel ¢alismaya rastlanmamgtir, Cahisma sonunda elde
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edilen bulgular, endiistriyel bir atik madde olan ve biyoteknoloji alaninda yaygin
olarak kullamlan melasm, Rhizobium bakterileri ile PHB {iretimine uygunluk
gosterdigi ve konu ile ilgii daha detayh aragtrmanin yapimas: gerektigini
gOstermigtir, Elde edilen sonuglardan, polimer veriminin Rhizobium bakterilerin
tiiriine ve melas konsantrasyonuna bagh olarak degisiklik gosterdigi tespit edilmigtir.
Daha sonraki yapilacak denemelerde polimer {iretiminde en uygun sug ile
fermentasyon sartmin belirlenmesi, hatta melasin geker, elementler veya vitaminlerle
zenginlegtirilmesi ile PHB verimin arttirilmasi amaglanmustir.

Rhizobium suglarindaki plazmidler, 6zellikle hizh gelisen bir ¢ok Rhizobium
bakterisinde bulunan tek ve biiyiikk plazmidler olup, nodiilasyon ve nitrogenazdan
sorumlu genleri tagmaktadilar, Bu grup bakteriler,  genellikle tek plazmid
icermelerine ragmen, tarladan bir baklagil nodiiliinden izole edilen Rhizobium
suslarinda, plazmid sayilarmin 2 ile 4-5 hatta 10 olabilecegi agiklanmugtir. Azot
fiksasyonundan sorumlu olan megaplazmidlerin digindaki difer plazmidlerin
fonksiyonlar1 heniiz aydmlatilamammg, bu plazmidler “cryptic” plazmidler olarak
adlandirlmugtir (Weaver et al., 1990).

Laguerre et al. (1992) bezelye, kirmuz1 yonca, mercimek ve Fransa fasiilyesinin kdk
nodiillerinden izole ettikleri 113 adet Rhizobium izolatmmn tiimiinde, molekiiler
biiyiikliikleri 180-190 kb arasmda degisen plazmid DNA’nin varhm bildirmiglerdir.
Ayrica suslarm genomik dagiimu sonunda, izolatlarm %40°’nmn aym kromozomal
tipe ait oldugunu belirlemiglerdir. Zahran (1992), Vicia faba, Trifolium alexandrium
ve Lupinus termis’ten izole ettifi 30 adet k&k nodiil bakterisinden 21’inde, sayilar 1-
3 arasinda degigen plazmid DNA tespit etmis ve bunlarin molekiiler agirhklarinmn
273-40 Md arasinda degistigini bildirmigtir.

Bir bagka ¢aligmada ise Rhizobium, Agrobacterium, Pseudomonas suglarmn
tlimiinde megaplazmid varlig: tespit edilmis, bu plazmidlerin molekiiler agirhklarmm
3x10%-5x10® arasinda degistigi bildirilmistir. Aragtwmacilar, hizh gelisen toprak
mikroorganizmalarmda 5x10%den daha biiyiikk megaplazmidlerin izolasyonu igin
hassas bir metot Snermiglerdir (Plazinski et al., 1985).
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Martinez et al. (1987), Rhizobium phaseoli CFN 299 susunda 185, 225 ve 410 kb
biiyiikliigiinde {i¢ plazmid belirlerken, Weaver et al. (1990), R. phaseoli’ye ait iig
susta 250, 225 ve 210 Md biiyiikligiinde birer adet plazmid DNA izole etmiglerdir.
Aragtirmacilar, molekiiler agirht 166 ve 248 Md olan iki plazmid i¢eren R. phaseoli
DB! sugunu standart sus olarak kullandiklarmi agiklamuglardir. Rhizobial suglardaki
megaplazmidlerin Sym plazmidi oldugu ve bunlarm azot fiksasyonu igin gerekli olan
genleri tagjidiklan agiklanmugtir (Geniaux and Amarger, 1993).

Cahgmamzda, 31 adet Rhizobium bakterisinin 13’iinde birer adet plazmid DNA
bulunmugtur (Bkz. Cizelge 4.45). Diger suslarda plazmid DNA’ya rastlamimamugtir.
Plazmidlerin molekiiler agirlklarn 13,5-16,75 kb arasmda hesaplanmugtir. Referans
sus Bradyrhizobium japonicum USDA 110 nolu susta plazmid DNA
belirlenememigtir. Akcelik vd. de (1997), USDA 110 susunun plazmid DNA
icermedigini rapor etmislerdir. Aragtrmacilar, izole ettikleri B. japonicum
suslarindan birinde, alkali lizis ySntemiyle 22 kb biyiikliifiinde bir plazmidin
varhgm belirlemiglerdir.

Plazinski et al. (1985) tarafindan farkh Rhizobial tiirlerinde aym biiyiikliikte plazmid
bantlarm varligmu bildirmiglerdir. Aragtirmaciar, Rhizobium sp., R. trifolii (ANU
suslar1), R. meliloti ve R. japonicum (USDA suslari) bakterilerinde, 450x10°
biiyiikliiiindeki plazmidin ortak oldufunu belirlemislerdir. Ayrica, arastiricilar R.
meliloti’de 5x10%den daha bilyilk megaplazmidlerin elektroforetik prosediirlerle
belirlenmesinin ¢ok kolay olmadiimi ve bu tip plazmidlerin etkilenebilir
Ozelliginden kaynaklandigim bildirmislerdir (Plazinski et al,, 1985). Cahsmamzda
da R. meliloti Y520 ve R. viciae F111 suslarinda ikinci birer plazmidin varhg:
go6zlenmis, ancak bu plazmidlerin izolasyonunda basar1 saglanamammgtir.

Aragtirmamizda kullanilan bakterilerin PHB {iretme yetenekleri ile plazmid igerikleri
arasmdaki iligkinin varh@ tespit edilmeye c¢ahgilmustir. Bakterilerin tiimiiniin PHB
sentezlemelerine ragmen, bazi suglarin plazmid DNA igermedikleri gézlenmigtir. En
yikksek PHB icerigi ve yiizde verimi gosteren F111 ve Y11 nolu suglarmn plazmid
tasidit belirlenirk#n, S Irat Fab’m PHB verimi yiiksek olmasina ragmen plazmid
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DNA igermedigi gézienmistir (Bkz. Cizelge 4.2 ve 4.45). Plazmid DNA igermeyen
referans USDA 110 susun PHB sentezledigi bulunmustur.

Ashm vd. (1998), PHB iiretiminde plazmid DNA’nin yamsira kromozomal DNA’nin
da etkili olabilecegini agiklamuglardir, R. meliloti’de de PHB degradasyon iz yoluna
etki eden kromozomal ve megaplazmid bSlgesi teshis edilmistir (Charles et al.,
1997).

Calismamizda, bazi suglarm plazmid igermemeleri, s6z konusu suglarda PHB
sentezinden sorumlu olan genlerin plazmidden bagimsiz oldugunu, dolayisiyla PHB
sentez yetenegine ait genetik materyalin aym zaman da kromozomal DNA {izerinde
de olabilecegini diigiindiirmiistiir.

6. ONERILER

Her gegen giin artan plastik tiiketimi, 6zellikle yiiksek miktarlarda geri doniigtimlii
plastik {iretiminin gerekli oldugunu ortaya koymustur. Bu gereksinim petroplastige
olan talebi de azaltacaktir. Nitekim, petrol fiyatlarmmn izl artis1 ve diinyadaki petrol
rezervlerinin gittikge tiikenmesi, plastik iiretimi i¢in yeni kaynaklar bulunmasimn
oldukca akillica olacagmi g6stermektedir. BSylece 21. yy ve sonrasinda
tikenebilecek kaynaklarm yerine bir yenisi konabilecektir. Hi¢ kuskusuz
bakterilerden {iretilecek PHB’ler, petrokimyasal plastiklere kiyasla daha ucuz ve
ekonomik olacaktir. Cahgmalarmmiz sonunda elde edilen bilgiler dogrultusunda,
glukoz igeren besiyerinde maksimum %83,75 orannda PHB sentezledigi tespit
edilen R. meliloti Y11 susu, seker pancart melasinda da yiksek (%56,31) PHB
verimi gOstermistir. Bakterideki PHB verimi glukoz igeren besi ortamunda daha
avantajh gibi goriinse de; endiistriyel olarak PHB iiretimi diisiiniildiigiinde seker
pancar1 melasy, glukoza gére ucuz bir materyal oldugu igin melas ortaminda polimer
tretmek daha ekonomik olacaktir, Dolayisiyla bakterinin PHB sentez sartlarmmn
optimizasyonu ile endiistriyel bir pdlimer iireticisi olarak gelistirilebilecegi
diistiniilmiigtiir.
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