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OZET

Bu ¢aligmada, topraktan izole edilen ve daha Once fizyolojik ve biyokimyasal
Ozellikleri  agisindan  Pseudomonas  olduklan  belirlenen  bazi  izolatlann
polihidroksialkanoat (PHA) parcalama yetenekleri incelendi. 24 saat boyunca izolatlara
maruz birakilan polihidroksibutirat (PHB) filmleri ile kontrol filmlerinin yiizey morfolojisi
taramali elektron mikroskobu ile incelendifinde, izolatlara maruz birakilmig filmlerde
kontrole gore, ¢ok sayida diizensiz gukurlann ve yiizey erozyonunun oldugu gézlendi.
Hem jel gegirgenlik kromatografisi ile tayin edilen molekiil kiitlesi azalmasimin hem de
kiutle kaybmn %30’lara varmast bu izolatlann PHB filmlerini pargalayabildigini
gostermektedir. Kati  besiyeri ortamu i{zerine yaylan polihidroksioktanoat,
polihidroksinonanoat ve kopolimer (PHB-co-HV) filmlerinin pargalanmasi, bu polimer
filmleri tizerine izolatlarin uygulanmasi sonucu berrak bolgelerin olugumu ile de belirlendi.
50-60 kDa molekil kitleli bazi peptidlerin elektroforetik olarak gozlenmesi diger
Pseudomonas tirlerinde benzer molekiil kitleli bir depolimerazin varhg ile ilgili 6nceki
gozlemlerle olduk¢a uyumludur. Depolimeraz aktivitesinin karakterizasyonu ise
p-nitrofenilbutirat substrat: varliginda gergeklegtirildi ve bazi kinetik degerler daha once
bildirilen degerlerle kargilagtinld:. Elde edilen verilerden, bu aktiviteden sorumlu enzim
i¢in bu substrat varliginda Ky ve Vs degerleri sirasiyla 2.3 mM ve 2.8 Unite olarak
hesaplandi. Belirlenen depolimeraz aktivitesinin belirli konsantrasyonlardaki Na“, K~ ve
Mg™? iyonlan varh@inda arttid, yiksek konsantrasyonlarinda ise azaldiy gézlenmistir,
Ca™® durumunda ise aktivasyon, artan iyon konsantrasyonlannda bile belirli diizeylerde
sabit kalabilmigtir Fenilmetilstlfonilfloriir, ditiyotreitol, siyaniir, sodyum azid, deoksikolik
asit sodyum tuzu ve etilen diamin tetraasetikasit sodyum tuzu gibi kimyasallann test edilen
izolatlarda mevcut olabilecek depolimeraz aktivitesi igin inhibisyon davranglan
incelendiginde, elde edilen veriler diger depolimerazlarda bildirildigi gibi benzer bir
depolimerazin ¢ahgilan izolatlarda bulunabilecedi sonucunu ortaya koymaktadir.
16S rRNA genlerinin dizi analizlerinden PHA pargalama yetenekleri karakterize edilen bu

izolatlarin Pseudomonas tiri olduklan belirlenmigtir.

Anahtar kelimeler: Polihidroksibutirat, Depolimeraz, Biyobozunma, Pseudomonas



SUMMARY

Investigation of bi;)degradibilities of some polyhydroxyalkanoates by

Pseudomonas isolates

In this study, polyhydroxyalkanoate biodegradation capabilities of some species
isolated from soil and identified previously as Pseudomonas sp. in terms of some
physiological and biochemical properties were investigated. Surface morphologies of
solution-cast PHB films at the end of 24 h of incubation with the isolates were monitored
by Scanning Electron Microscopy. Several irregular pits and erosion on film surfaces
exposured to Pseudomonas isolates were observed. Both decrease in molecular weight
determined by GPC and weight loss up to 30% have shown that the isolates are able to
degrade the films. Degradation of polyhydroxyoctanoate, polyhydroxynonanoate or
copolymer (PHB-co-HV) films poured on a solid medium was also observed by clear zone
formation after incubation of isolates. The presence of some peptides with molecular
weight of 50-60 kDa was electrophoreticly identified. This result is consistent with the
earlier observations that a depolymerase with similar molecular weight is present in other
Pseudomonas species. Characterization of depolymerase activity was assayed in the
presence of p-nitrophenylbutyrate as a substrate and some kinetic data were compared with
the reported values. From the data, Ky and Vi, values in the presence of the substrate
were calculated as 2.3 mM and 2.8 Units, respectively, for the enzyme responsible for this
activity. It was also observed that depolymerase activities were stimulated by Na”, K™ or
Mg™ at specific concentrations but decreased at their greater concentrations. On the
contrary, the activation of enzyme in the presence of Ca’? stay constant even in the
presence its higher concentrations. The inhibition behaviour of some chemicals such as
phenylmethylsulfonyifluoride, dithiothreitol, cyanide, sodium azide, deoxycholic acid
sodium salt and ethylenediamine tetraacetic acid sodium salt on the observed
depolymerase activity has evidenced the presence of an enzyme in the isolates similar to
depolymerase reported earlier. Moreover, the isolates with PHA degradation properties
were identified as Pseudomonas sp. from the 16S rRNA gene analyses.

Key words: Polyhydroxybutyrate, Depolymerase, Biodegradability, Pseudomonas

T.c.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Son 20 wil igerisinde, uzun Omirlilikleri ve pargalanmaya kargi gosterdikleri
direngten dolayr plastikler ¢esitli endiistriyel ve tilketim amagh iriinler igin ideal
malzemeler olmuslardir. Oldukga farkli yapilan ve ozellikleri ile ¢esitli uygulama
alanlannda yaygin olarak kullamlan bu malzemelerin bilyiik bir gogunlugu petrolden
kaynaklanan hammaddelerin islenmesi sonucu uretilirler. Gida, boya, tekstil yaninda tip ve
eczacilikta, elektrikli ve elektronik malzemelerin yapiminda, yapistinci, kaplayici, tekstil
ipligi, paketleme malzemeleri ve filmler, izolasyon kopiiga olarak, tibbi cihazlann ve optik
malzemelerin yapiminda saglam, ucuz, kimyasal olarak inert ve hafif malzemeler
olmalanindan dolayr olduk¢a yaygin ve genis olgiide kullamlmaktadirlar. Bu malzemeler
piyasa taleplerini karsilamak tizere elde ediliyorken, ihtiyaca gore regine, pudra, bova gibi
katki maddeleri ile iglenirler ve boylece malzemenin kullamim alanlanna gore saglamlig
ve cesitli etkenlere karsi dayanakhh@ saglanmig olur. Plastik malzeme, bu polimerik
maddelerin katki maddeleri ile kangtinhp farkhlandirilmg ve kullanima sunulmus sekline
verilen addir (Stein, 1992; Brown, 1994; Poirier vd., 1995).

Ik polimer ve kompozit malzemelerin gogu biyolojik kaynakh olmustur. Ipek,
mekanik ve estetik ozellikleri tekstil endustrisi tarafindan benimsenen bir lifli proteindir.
Fonksiyonel esdegeri olan naylon, amit bagmn polimer bilimciler tarafindan
kullanilmasiyla ortaya ¢ikmustir. Diger bir lifli protein ise keratinden yapilt olan yindiir.
Bu tiir biyolojik esash polimerlerden en ¢6nemlisi pamuk halindeki seliillozik
malzemelerdir. Polimer endistrilerinin baglangicinda ise seliloz nitrat ve selilloz asetat
gibi seliiloz tiirevleri dretilmigtir. Bununla birlikte, bu tiirden biyolojik malzemelerin
teknolojik oneme sahip olabilmeleri igin kolayca elde edilebilir bir halde ve biyitk
miktarlarda elde edilebilir olmas: gerekmektedir. Aynica nihai iiriin, kimyast ve ézellikleri
agisindan yeniden tretilebilir olmalidir (Brown, 1994).

Giinimiize kadar plastik tretiminde kullamlan polimerler konusunda yapilan
¢alismalann pek g¢ogu; daha ¢ok plastikleri daha kararh kilmak ve pargalanmalarina veya
bozunmalanna sebep olan ultraviyole 151k ile bir gok cevresel etkene karsi daha direngli

yapmak (izerinde yogunlagmgtir. Ancak, plastik malzemelerin olduk¢a yaygin ve bol



miktarda tat =tmeleri, dogaya atildiktan sonra pek gogunun geri déniisiimlerinin olmamast
sonucu buyik bir gevresel kirlilik problemi ortaya ¢ikarmuglardir. Petrol esash veya
geleneksel plastiklerin diinyadaki yillik dretimi 1995 wyilina kadar yaklagik olarak
100 milyon ton kadar olmustur (Rudolph, 1994) ve bu bozunmayan plastikler ¢evrede
yilda yaklagk 25 milyon ton’luk bir hizla birikmektedirler (Lee vd.,, 1991). Cevre
kirlilifine karyi toplumlann gosterdigi tepkiden ve daha temiz bir ¢evrenin arzu
edilmesinden dolay1 pek ¢ok yasal diizenlemeler yaplmustir (Leaversuch, 1987). Italya
dahil bir gok Avrupa iilkesi ve Amerika Birlegik Devletleri tim plastik paketleme
malzemelerinin biyobozunur olmasi konusundaki kanunlan 1990’h yillanin baglaninda
yarirlige koymuglardir. Bu problemlerin ¢6ziimii igin son yillarda, dogada pargalanabilir
plastik malzemelerin iretilmesi ve gelistiiimesi konusunda oldukga detayhi galigmalar
yapilmaktadir. Ozellikle petrol tiirevli ve gevrede bozunmayan plastiklerden kaynaklanan
¢evre kirliliginin 6nlenmesinde ¢ok gesitli yontemler kullamlmaktadir ve depozitolu
kullamm, yeniden sekil vererek geri kazanma, piroliz ile polimerik maddeyi pargalayip
monomerlerini geri elde etme ve plastik atiklan yakit olarak kullanma bunlardan en
onemlileridir. Geligmis iilkeler daha ¢ok ilk ti¢ yontemi kullamyorken geligmekte olan ve
az gelismig olan pek ¢ok iilke %50-70 oraminda yakma ile uzaklagtirma yontemini tercih
etmektedirler (Stein, 1992; Rudolph, 1994).

1.2, Polimerlerin Biyosistemlerdeki Karakterleri
1.2.1. Polimerlerin Biyobozunmas:

Bozunabilir bir plastik, kullamim sirasinda yeterince performans saglavabilmeli ve
kullanimdan sonra ise uygun atik igleme sistemleri ile gevrede uyumlu olacak bilesenlere
aynlabilmelidir (Booma vd., 1994). Bu tur plastikler genellikle, biyobozunur, 1gikla
bozunur, oksidasyonla bozunur veya hidrolitk olarak bozunur  seklinde
smiflandinlabilirler. Polimerik yapidaki protein, selilloz, nisasta ve glikojen gibi bir gok
biyomolekiil gevreye atildiktan sonra birkag hafta igerisinde dogada biyolojik olarak
parcalanabilmektedir. Baz1 sentetik polimerlerin de dogal polimerler gibi tabiatta biyolojik
olarak kendiliginden bozunabildigi bulunmustur. Bunlar ¢ogunlukla eter, ester veya alkol
gruplan igeren; poliamidler (PA), polianhidratlar (PAH), polivinilalkol (PVA), polivinil
asetat (PVAS), poliglikolik asit (PGA), polietilenoksit (PEO), poliiretan (PU),



polifosfazar:  °F), poliiminokarbonatlar (PiK), ve poliaknlatlardir (PAK). Bu tiirden
polimerlerin .« atik miktarlan ve dogada bozunmadan kalabilme siireleri Tablo 1°de
verilmigtir (Hu:ng vd., 1990; Booma vd., 1994).

Bir makromolekil kimyasal, biyolojik ve fiziksel metodlarla pargalanabilir.
Kimyasal iglemlerden farkli olarak mikrobiyal pargalanma (biyobozunma) islemleri belli
bir dereceye kadar otokatalitiktir. Ciinkii pargalanan substrat (polimer) organizmanin
popiilasyonunda bir artiga sebep olur. Bakteriler, pargalanmadan da faydalamir ve olugan
daha kiugik molekiillen de kullamrlar. En Onemli pargalanma tiirii ester, amit veya
glikozidik baglann hidrolizidir. Bu polimerleri pargalayan organizmalarda bulunan
hidrolazlar reaksiyonlarim tamamlayabilmek i¢in en genel ekstraseliiler ortam olan suya
ihtiyag duyarlar. Dolayisiyla glikolat, laktat, malat ve 3-hidroksi asit tirevlerinin biyolojik
olarak pargalanabilme sansi olduk¢a fazladir (Booma vd., 1994).

Tablo 1 . Baz sentetik plastik malzemelerin dogada bozunma yetenekleri. YY PE: Yiiksek
yogunluklu polietilen, DY PE: Disiik yogunluklu polietilen, PVC: polivinil
kloriir, PP: polipropilen, PS: polistiren, ABS: Akrilonitril-butadien-stiren
kopolimeri, PET: polietilen tereftalat

Polimer En Yaygin Yilikk Atk Zamanla Bozunabilen Miktan (ton)
Taru Kullamm Sekli Miktan (ton) <1yl 2-10yil >10 yil
DY PE Ambalaj, %62 3151 1193 1109 849
PVC Yap: malzemest, %62 2397 771 - 642 984
PS Ambalaj, %646 1697 981 474 242
PP Ambalaj, %622 1665 605 906 144
YY PE Ambalaj, %60 1131 205 558 368
ABS Ambalaj, %30 319 37 232 50
PET Plastik Sise, %672 288 288 - -
Diger 795 100 285 400
Toplam 11433 4180 4216 3037
% 100 36 37 27

Bozunabilir plastikler ya fotobozunur ya da biyobozunur olarak gruplandinlirlar.
Fotobozunur plastikler, polimer iskeletine dogrudan baglanmus 11ga duyarl gruplar veya

bu tirden katki maddelerini igerirler. Fotobozunma ile polimer daha kiigiik parcalara



aynlamayan -argagiklara donusir ve boylece malzemenin yapisal batiinliigi bozulur
(Booma vd.., 1994).

Biyobozunma, mikroorganizmalar gibi canlh nesnelerin etkisiyle genellikle zararsiz
oriinlere pargalanabilme kapasitesi olarak tammlamr (Braunegg, 1998). Dogada
biyobozunma islemlerine katilan temel organizmalar bakteriler ve mantarlardir. Boylece,
biyobozunur plastikler, ya enzimatik olmayan hidroliz ile veya mikroorganizmalarda
bulunan enzimlerin etkisiyle kismen yada tamamen pargalanabilen malzemelerdir ve
biyobozunma, katabolik iglemler dizisi olarak da tammlanabilir. Son yillarda polietilen ve
nisastadan olusturulan bazi plastikler yan-biyobozunur olarak dikkate alimyorken
polihidroksibutirat (PHB) gibi bazz polimerler ise %100 biyobozunur olarak
degerlendirilmektedir. Bu biyobozunur plastiklerin su anda diinyadaki piyasas: yilda
yaklagik olarak 1.5 milyon ton kadardir. Son yillarda, teknolojik olarak faydali bu tiirden
biyobozunur polimerik malzemelerin gelistirilmesi amaciyla mikroorganizmalar oldukga
ilgi ¢ekici olmuslardir ve bu amagla yapisal bir endiistriyel plastik malzeme olan bakteriyal
poliesterlerin Gretimi gergeklestirilmitir. Baz1 sentetik polimerlerin de mikrobiyal olarak
pargalanabilecegi bildirilmigtir. Ancak kimyasal bilegenlerinin enzimlerin saldirisi igin
olduk¢a direngli olmasindan dolayr bu islemin yavas oldugu tespit edilmistir (Steinbichel,
1992; Pranamuda vd., 1995).

Cevre ve plastikler konusunda duyarli olan cesitli uluslararas: kurumlar, ¢evrede
biyobozunan polimerler i¢in 3 temel sart kabul etmistir (Booma vd., 1994).
i) Kullanimlannin ortaya konmasi. Bir biyobozunur polimer kiymete deger bir atik
yonetimi segenegini saghyor olmahdir. if) Cevrede nasil bir etki biraktiklanni agik olarak
belirten tamimlamanin herkesge kabul edilir olmasi. Biyobozunma mekanizmasi ¢nemli
olmasma karsin, biyobozunur polimerlerin polimer atik yonetimindeki rolinii belirlemede,
bu tiir polimerlerin gevrede olusabilen Griinlerini ve etkilerini tammlayan bir referans:
icermelidir. Cevreye atilan polimerlerde bazi degisimler olacaktir. Aerobik minerallesme
ile karbondioksit, su ve tuz gibi Girtinler olugabilir veya bu tiir iiriinler kismi biyobozunma
ile de saglanabilir. Her iki islem de biyobozunma olarak tammlanabilir. i) Cevrede
beklenileni yaptiklarnim gosteren test iglemleri. Cevresel olarak biyobozunur oldugu kabul
edilen polimerler igin yapilan tamimlama polimerin bozunma derecesini, herhangi bir
urunin c¢evredeki durumunu ve etkilerini igerdiginden test protokolleri bu ikisini de
kantitatif olarak olgmelidir. Kantitatif protokoller ve g¢evresel iriin ve etki testleri

polimerlerin biyobozunurluklarimin kabulii i¢in anahtar testlerdir. Kontrollii giiriime
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sartlarinda  bivobozunma, topraga gomme sartlarinda anaerobik biyobozunma. tatl
su ortamini maruz bwrakma, uyanimig deniz suyu ortamina maruz birakma, uyanlmug
topraga gémme, uyanlmg giibre ortamina maruz birakma gibi test metotlan bunlann bir
kagidir (Booma vd., 1994).

1.2.2. Polimerlerin Biyouyumlulugu

Polimerlerin sahip olabilecegi biyopar¢alanma gibi mitkkemmel bir 6zellik yaninda
bir diger o6nemli ozellik ise biyouyumluluktur. Biyouyumluluk (biyokompatibilite),
biyobozunur bir polimerin bir canli sistemde kullanim sirasinda veya kullammdan sonra
bozunmasiyla ve g¢evreye atimast sonucu olugabilecek iriinlerin organizmada veya
cevrede olumsuz bir etki olugturmamasi, organizma ve gevre ile uyumlu olmas: geklinde
ifade edilebilir (Howells, 1982; Holmes, 1985; Gogolewski vd., 1993). Giniimiizde
endiistriyel olarak tretimi saglanan PHB’ nin monomeri olan 3-hidroksibutirat, insan
kaninin normal bir bilegenidir. PHB’ nin pargalanma iiriinii olan 3-hidroksibutirik asit
ayrnica bir ¢ok metabolik volayda da ara urin olarak olugturulur. Dolaystyla bu tiir
polimerlerin kemik doku ya da ameliyat ipligi olarak kullamlmasinda olusacak pargalanma
iirinlerinin herhangi bir yan tesiri olmayacag agiktir.

1.3. Biyobozunur Polimerler

Biyobozunur polimerler, bir mikrobiyal etki sonucu tamamen pargalanabilen
polimerlerdir. Bu tiir polimerlerden olusturulan plastik malzemeler pargalandiktan sonra
kendilerini olusturan kimyasal yap: elemanlan, ekosistemin bir pargasi haline getirlirler.
Giinimiz teknolojileri ile aretildiklerinde petrolden tireyen plastiklere gore daha pahal
olmasina ragmen bu plastikler bir¢ok kullanim alaminda oldukga tercih edilirler. Bunlardan
birkag: giiniimiizde, yemek servis paketlenmesinde, farmasotik kapsiillerde ve birgok tibbi
malzemenin yapimunda kullamlmaktadirlar.

Mikrobiyal pargalanmaya duyarh polimerler varbginda, mikroorganizmalar,
polimere saldirabilen ve onu daha kigiik pargalara ayirabilen enzimleri salgilarlar. Bu
enzimler, -COOH, -OH ve —~NH; gibi hidrofilik gruplan yiiksek oranda igeren yiiksek
molekil agirhkh proteinlerdir. Bu enzimler polimerlere saldirarak bunlarin hidrolitik ve
yikseltgeyici reaksiyonlarla pargalanmalanm saglarlar. Polimer 500 g/mol den daha diigiik



bir moleki! agirligina pargalaninca. mikroorganizmalar tarafindan kuflaniir bir sekle
gelmig olur. Bu tiirden biyobozunma iglemlerinin gergeklesebilmesi i¢in;

i) mikroorganizmalann varhig,

ii) oksijenin varhi, ortamin nem ve mineral igerigi,

ili)organizmamn tirine bagh olarak 20-60 °C’ye kadar degisebilen sicaklik

degerleri,
iv)yaklasik 5-8 arasindaki pH degerleri gibi gartlar mutlaka saglanmahdir.
Biyobozunma mekanizmasi, bakteri veya mantarlann polimer yiizeyinde kolonize

olmalannm diger bir ifade ile biiyiimelerini igerir. Dolayisiyla, mikroorganizmamn bu
yizeylere tutunmast ve kolonize olmasi, yizey gerilimi, yiizeyin yapisi, gozenek yapisi,
¢evrede kalma siiresi ve yiizey alanina baghdir. Dogal olarak mikroorganizmalar dahil
gesith  organizmalar tarafindan pek ¢ok sayida farklh biyobozunur polimer
sentezlenebilmesine ragmen sadece birka¢: endiistriyel amach uretilebilmektedir (Tablo 2).

Tablo 2. Endustriyel olarak uretilen ve kullammda olan baz biyobozunur plastikler
PP: polipropilen, PE: polietilen

Ticari Ad: Uretici Firma Kimyasal Bilesim  Ozellik
Biopol ICI Polihidroksibutirat Kristalin, PP benzeri 6zellik
Cargil Polilaktik asit Kiristalin, rijit, biyouyumiu
Ecochem Polilaktik asit Toprakta bozunur, geri kazamlabilir
Tone Polymers Union Carbide Polikaprolakton Kristalin, PE’ e benzer ozellik
Vinex Air Products and Chem.  Polivinil alkol Suda ¢oziiniir ve toprakta bozunur
Enviroplastic Planet Packaging Techn.  Polietilen oksit Geri kazanilabilir

Biyobozunur polimerler, organizmalarda genellikle bir stok malzemesi olarak ve
daha sonra enenjiye ihtiya¢ oldugunda hemen kullanilmak tzere organizmamin belirli
bolgelerinde depolanirlar. Bu polimerler uretildikleri organizma tiirine de bagh olarak
icerdikleri bilesenlerin kimyasal yapisina gore c¢esitli sekillerde simflandirilabilirler.
Endiistriyel olarak kullanima sunulmak tzere gelistirilmekte olan baz1 biyobozunur plastik
malzemelere oOrnek olarak polisakkaritler, alifatik poliesterler, polihidroksialkanoat
(PHA) lar, polilaktitler veya bunlanin kopolimerleri verilebilir (Leaversuch, 1987, Dawes,
1990; Byrom, 1991; Chum, 1991; Swift, 1993; Chang, 1994). 2000 yihna kadar bu



biyobozun:: :imerlerin diinyadaki iiretiminin 1.4 milyon tona ulasacag: ve bu tiretimin
¢ok daha biiy: -ecegi bildirilmektedir (Leaversuch, 1987).

Polisak karitler veya diger genel adlanyla karbohidratlar olarak tammlanan
biyopolimerler, sekerlerin ya diiz ya da dallanmms zincirlerini igerirler. Glikojen, nigasta,
seliloz, ¢itin, pullulan ve levan maddeleri bu gruba aittirler. Nigasta bitkiler tarafindan
sentezlenen polimerik bir yapidir. Amiloz ve amilopektin olarak tammlanan iki polimerik
bilesenden olusur. Amiloz, a-1,4-zincirli D-glukoz molekiillerinin olugturdugu polimerik
vapt elemamdir ve yaklagk molekil agirhg 1x10°-2x10° kadardir. Amilopektin ise
a-1,4-zincirli D-glukoz polimer zincirlerinin a-1,6-zincirleri ile capraz baglanmas: sonucu
olusturulan yapidir ve molekiil agirhg 4x10’-4x10® kadardir. Nisastamn bir hammadde
olarak diigiik maliyeti, kolay bulunabilmesi ve giinimiiz teknolojileri ile iglenebilmesi gibi
ilging ozellikleri vardir. Nigastaya birgok enzim etki ederek kendini olugturan birimlere
hidroliz olmasit ve dolayisiyla pargalanmasim saglayabilir. Dolayisiyla nisasta
polimerleri hem biyobozunur hem de biyouyumlu polimerler olarak endiistride oldukga
onemli biyopolimerl;rdir. Polisakkaritler sinifina giren diger bir biyopolimer selillozdur ve
selilloz biyosferde dogal olarak en bol bulunan polimerdir. Bu polimerik yapimn sudaki bir
cok organik ¢ozicideki ¢ozinirligi oldukgca simrhdir. Seliloz mikroorganizmalann
igerdigi selilaz enzim kompleksi ile dizenli bir sekilde sellobiyoz ve glukoza kadar
depolimerize edilebilir ki bu bilesenler de hiicresel islemlerde kullamlirlar. Seliiloz, bol
miktarda igerdigi hidrojen baglarindan dolayr erimeden o6nce termal bozunmaya ugrar ve
dolayisiyla termal olarak islenemez. Paketleme endistrisinde, seffaf olmasi ve yaglara
karst gegirgen olmamasindan dolayr gesitli besinlerin saklanmasinda selofan adi ile yaygmn
olarak bilinen bir formu halinde kullamhr. Kimyasal olarak tiirevlendirilmig seliloz ise
genellikle biyobozunur degildir ve modifikasyon derecesi pargalanma kinetigini 6nemli
olgiide etkiler. Capraz baglanma ile de biyobozunma oOnemli derecede azalir. Ayrca
hidrofilik derecesindeki bir azalmanmin da pargalanma hizim azalttig: bildirilmektedir.
Endiistriyel oneme sahip diger karbohidrat tiiri polimerlere ¢itin, ¢itozan, pullulan ve levan
adh polisakkaritler 6rnek olarak verilebilirr Bu polimerler ozellikle film ve kf
olusturabilecek miikemmel mekanik 6zelliklere sahiptirler ve digiik oksijen gegirgenligine
sahiptirler. Bu ozelliklerinden dolay1 ¢itin, ¢itozan veya tirevleri besin katki maddesi
olarak, kaplama malzemesi ve film geklinde kullamliriar (Booma vd., 1994).

Proteinler, aminoasit olarak adlandinlan monomerik birimlerin peptit baglanyla
baglanarak olugturduu ve belirli 3-boyutlu yapilara sahip olan biyopolimerlerdir.



Cok cesiti esel fonksiyonlan yaninda savilari oldukg¢a simurli olsa bile baz1 proteinlerin
birer plastik hammaddesi olarak endistride gesitli kullanim alanlan s6z konusudur.
Ozellikle maddeye bityilk mekanik ve fiziksel destek saglayan lifli yapilara sahip olan
kollagen gibi proteinlerle kazein ve albiimin gibi baz1 globiiler proteinlerin 6zellikle gida
endistrisinde kullammlan s6z konusudur. Kollagen hayvan dokusunda bulunan énemli bir
yapisal proteindir. Glisin, prolin ve hidroksiprolin aminoasitlerinin olugturdugu trimerlerin
tekrarlanmas: ile olusturulan polipeptit zincirlerinden meydana gelir. Tiim proteinlerde
oldugu gibi kollagen, proteaz adi verilen enzimlerle pargalanarak depolimerizasyona
ugrayabilir. Kollagen daha ¢ok filmler halinde kullamlmasina ragmen ¢apraz baglanmug
formlan esasen tibbi uygulamalarda da kullamhir. Jelatin ise hayvansal bir yan iriin olup
biyiik oranda protein yapilidir ve biyobozunur bir polimerdir. Besin, ila¢ ve fotograf
endistrilerinde sik¢a kullamlmaktadir. Bu kullammlan yamnda lastiklegtirici baz katks
maddeleri ile beraber Lf olusturmada da  kullamlabilirler.  Proteazlarla
pargalanabilmelerinden dolayr dier bir ¢ok protein esash polimerler gesitli uygulama
alanlarina sahiptirler. Kazein, albumin, fibrinojen, ipek (fibroin) ve elastin bunlardan
birkagidir. Bu proteinlerin bir ¢cogu ozellikle ilag endiistrilerinde ilaglann kapsiillenmesi ve
kolay saliimin saglanmasi amaciyla kullamlmaktadirlar (Booma vd., 1994).

Endiistriyel onemi olan lignin, dogal kauguk, poliglutamik asit gibi birkag
biyopolimer . de ¢esitl uygulama alanlannda kullambriar. Lignin odunun temel
bilesenlerinden biri olup olduk¢a kompleks ve degisken bir makromolekiiler yapiya
sahiptir. Aromatik sistemler ve eterik kopriler igeren kompleks bir heteropolimerdir ve
temel yapt elemanlan olan kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkoliin enzimlerle
katalizlenen serbest radikalik polimerizasyonundan iretilir (Brown, 1994). Bu
biyopolimerler bitkiler tarafindan sentezlenir ve mantarlann da iginde bulundugu gesitli
mikrorganizmalar tarafindan pargalanabilirler. Bu iglemlerde ligninin pargalanmasinda
ekstraseliiler bir enzim olan ligninazin rol oynadif: tespit edilmistir (Tien, Kirk, 1983).
Lignin ozellikle kagit endustrisinde biiyiik oranlarda kullanilir. Aynica potansiyel mekanik
ozelliklerinden dolayr kompozit olarak kullamimaktadir.

Biyobozunur polimerlere kars1 artan talebi kargilamak igin dogal biyopolimerlerin
uretimi yeterli olamarmgtir. Bu ihtiyact kargilamak iizere ¢ok cesitli fonksiyonel gruplara
sahip ve cesitli Ozelliklerde sentetik esdegerleri tasarlanmug, iiretilmis ve ticari olarak
kullanima sunulmustur. Bu polimerlerin biyobozunma karakterleri dogal olanlara gore
daha zayif olmasina ragmen gida, tekstil ve boya endiistrileri gibi pek ¢ok uygulama



alanlan vz Genellikle kopolimerleri seklinde kullamlan ve bazi amino asitlerle
aminokaprc:i witten olusturulan poliamitlerin biyobozunma hizlanni iyilestirmek igin
cesitli fonksiyonel gruplarla modifiye edilmiglerdir. Béylece bu tiir biyopolimerlerin
genellikle proteazlarla depolimerizasyonlan saglanmgtir. Poliamit tiri biyobozunur
polimerler boya ve deterjan endustrilerinde, gocuk bezlerinde absorban olarak ve tibbi
iiriinlerde kullamlan poliakrilik asidin yerini alabilmektedir (Booma vd., 1994).

PVA Iif, film, kagit ve yapistirici yapiminda yogun olarak kullanidan ve istiin film
olusturma yeteneklerine sahip suda ¢oziinebilen sentetik bir polimerdir. Bu homopolimerin
etilen monomeri ile olugturdugu kopolimerin (PE/VA) biyobozunur o6zellikleri vardir.
PE/VA kopolimerinin mitkemmel film olugturma ve oksijen gegirmeme kabiliyetlerinden
dolay1 besin endiistrisinde lamine edici olarak yaygin bir sekilde kullamlan bir
termoplastiktir (Booma vd., 1994). Bu kopolimerde etilen bloklarnnin molekiilde dagilim
ve hacmi kopolimerin biyobozunur karakterini ortaya koyan énemfi bir faktordiir.

Polilaktik asit (PLA) organizmalann karbohidratlarin fermantasyonu ile wrettigi
laktik asidin kondenzasyon polimerizasyonu veya katalitik halka kapanmasi reaksiyonu ile
kimyasal olarak sentezlenir. Oldukg¢a kristalin ve rijit bir polimer olmasmna ragmen neme
kars1 direnci ve hidrolitik kararliig: dusiiktir. Glisin ve laktatin olusturdugu kopolimerler
sentezlenmis olup biyobozunur oOzellik tagirlar. PLA ozellikle tibbi amaglarla ve ilag
endiistrisinde kullanilabilmest yamnda paketleme endustrilerinde de kullamm alanlan
vardir. Olduk¢a yaygin kullamm alanlanimin olmasi;, monomerinin diisik maliyetle ve
fermantasyonla biyokutlelerden, kémiirden, petrol ve dogal gazdan 'iiretilebilmesinden
kaynaklanir (Booma vd., 1994).

Biyobozunur sentetik polimerlere endiistride gesitli uygulama alanlarina sahip olan
polianhidritler, polikaprolakton (PCL) ve poliglikolik asit (PGA) ilave edilebilir.
Polianhidritler aminoasitlerden tiireyen biyobozunur polimerlerdir. Bu polimerlerde,
anhidrit koprisii malzemenin yiizeyinde ¢abucak hidrolizlenebilecek ve merkeze dogru ise
daha yavay hidrolizlenecek  gekilde dizayn edilmiglerdirr. Bu  polimerlerin
depolimerizasyonundaki temel mekanizma enzimatik depolimerizasyon ile degil bir
kimyasal hidroliz yoluyla yiizeyin kaybi seklinde olusur. Diger sentetik bir biyobozunur
polimer olan PCL ise e-kaprolaktonun halka agilmasi polimerizasyonu ile sentezlenen
lineer alifatik poliesterdir. Bu polimerin mantarlar tarafindan biyobozunmasi ile ilgili
¢alismalar mevcuttur. Dugiik kristallik derecesine sahip PL filmlerinin de biyobozunur
oldugu gosterilmistir. PGA temel olarak ameliyat ipligi iiretiminde kullamilan lineer alifatik
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bir poliesterdr Termoplastik bir polimer olan bu madde glikolidin kondenzasyon
polimerizasyonu veya katalitik halka kapanmasi polimerizasyonu ile kimyasal olarak
sentezlenmektedir. Glikolid ve laktidin olusturdugu kopolimerler ticari olarak
irretilmektedir ve bu polimerik malzemenin oldukga yiiksek biyobozunur termoplastik
ozellikleri vardir. Biitiin bu biyobozunur sentetik polimerlere, gesitli fiziksel ve mekanik
ozellikleri yaninda degisen biyobozunur karakterleri ile beraber poliesterier, polietilen
oksit, poliiiretanlar, polifosfazanlar ve polikarbonatlar ilave edilebilir (Booma vd., 1994).

1.4. Polihidroksialkanoatiar (PHA)

Biitiin organizmalar suda veya lipid ortamda ¢6zinebilen monomerik molekiillerin
poliniikleotit, polisakkarit, polipeptit, poliizoprenoid ve polihidroksialkanoat (PHA) gibi
polimerizasyon iriinlerini igerirler. Bu biyopolimerler 100 bin-1.5 milyon gibi genig bir
aralikta oldukg¢a yiiksek molekiller agirliklara sahiptirler. Biyobozunur o6zelliklerinden
dolay1 oldukga ilgi toplayan bu polimerlerin kararh bir cogu veya tirevleri plastik malzeme
amagh endiistrilerde uygulama alanlan bulmuslardir.

Son yillarda, plastik atiklann olusturdugu ¢evre problemlerine bir ¢6ziim olarak
ortaya ¢gikan en onemli gelismelerden birisi mikroorganizmalar tarafindan sentezlenebilen
PHA olarak tammlanan biyopoliesterlerin endiistriyel kullamma sunulmasidir (Anderson,
Dawes, 1990; Brandl vd., 1990; Lee vd., 1991; Miiller, Seebach, 1993; Brown, 1994;
Poirier vd., 1995; Fuller, 1995, Braunegg vd., 1998). PHA ve tiirevleri, bugin sinirh
endiistriyel uretimi nedeniyle ginlik kullamma yaygin olarak girmemekle beraber
biyobozunabilir ve biyouyumlu olmalan sebebiyle olduk¢a ilgi ¢ekmislerdir Bu
poliesterlerin petrol gibi gittikge titkenen bir ham madde yerine yenilenebilir kaynaklardan
elde edilen kimyasallanin kullanilmast ile tretilmesi ayn bir stratejik 6nem de tagimaktadir.
Ayrica, PHA’lanin ekonomik Uretilmesini saglayacak iglemlerin gelistirilmesi i¢in pek ¢ok
ulke olaganustii gayret sarfetmektedir.

Asagida kimyasal yapisi verilen (Sekil 1) PHA’lar ilk defa Lemoigne tarafindan
Bacillus megaterium’da gozlenmis ve karakterize edilmiglerdir (Lemoigne, 1926).
Guniimiize kadar, PHA lar ve daha ¢ok polihidroksibutirat (PHB) hiicreigi birer karbon ve
enerji stogu olarak ¢ok ¢esitli mikroorganizmada tammlanmuslardir (Tablo 3) (Byrom,
1987, Brandl wvd., 1990). Bu tirden polimerlerin olusumu sadece prokaryotik
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organizmalaria simrh degildir ve o6karyotik bazi hiicrelerin PHB urettigi ile ilgili bilgiler de

mevcuttur (Reusch, 1989; Fuller, 1995).

T (I)l
—CH—CH,—C
m

Sekil 1. Polihidroksialkanoatlann genel kimyasal yapist. R gesitli zincir uzunlufunda
n-alkil grubunu temsil etmektedir
R= metil ise 3-hidroksibutirat, HB
R= ctil ise 3-hidroksivalerat, HV
R= n-propil ise 3-hidroksikaproat, HC
R= n-butil ise 3-hidroksiheptanoat, HH
R= n-pentil ise 3-hidroksioktanoat, HO
R= n-hekzil ise 3-hidroksinonanocat, HN
R= n-heptil ise 3-hidroksidekanoat, HD
R= n-oktil ise 3-hidroksiundekanoat, HUD
R= n-nonil ise 3-hidroksidodekanoat, HDD

PHA’lar genellikle stresi igeren biiyime sartlannda hiicre i¢i birer depo maddesi
olarak olugturulurlar. Boyle bir stres durumu agin miktarda bir karbon ve enerji kaynag
varhginda ve smirli besin durumunda saglanabilir (Suzuki vd., 1987, Byrom, 1987
Lageveen vd., 1988, Brandl vd., 1990). Bu dengesiz biiyime sartlanndan dolay,
metabolik oksidasyon iglemlerinden kaynaklanan PHA’larin suda ¢oziinmeyen, kimyasal
ve ozmotik olarak inert indirgenmis esdeferleri Uretilmis ve depolanmis olur. PHB
homopolimerinin ilk  kesfinden sonra ¢amur ortamindan izole edilen baz
mikroorganizmalarin hidroksivalerat (HV) gibi birimlere de sahip kopolimerler igerdigi
tespit edilmigtir (Wallen ve Rohwedder, 1974).

1.4.1. Polihidroksialkanoatlarin Genel Ozellikleri

PHA’lann en genis sekilde karakterize edilen yesi olan PHB,
D(-)-3-hidroksibutirik asidin bir alifatik lineer poliesteri olup termoplastik bir polimerdir
(Anderson, Dawes, 1990; Brandl vd., 1990; Lee wvd., 1991; Miiller, Seebach, 1993;
Fuller, 1995; Braunegg vd., 1998). Bu ozelligi ile film ya da fiber haline getirilebilecegi
gibi degisik metodlarla da sekillendirilebilir ve dolayisiyla PHB hem sentetik hem de dogal
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polimerlerin avantajlanim igerir. PHB nin bir dezavantaji. bugiinku teknoloji ile endistriyel
anlamda iretim maliyetinin sentetik polimerlerinkinden daha yiiksek olmasidir. Bundan
dolay1, giiniimiizde PHB’yi veya PHA smufi polimerleri endustriyel miktarda genel bir
plastik olarak iretmek pek uygun degildir. PHA’lann endiistriyel dretim teknolojilerinin
geligtirilmesi ve uygun yenilenebilir kaynaklarin bulunmasi amaciyla ¢ok ¢esitli ¢aligmalar
yapilmaktadir. Bunun en 6nemli sebebi PHB nin petrol kaynakl bir polimer olmamasidir.
Petrol kaynaklanmin gittikge tukendigi veya petrol fiyatlanmin giinden giine arttif

disiunildiginde PHB’ nin en azindan boyle bir dezavantaji tagimayacag dikkat gekicidir.

Tablo 3. Hiicreigi depo maddesi olarak PHA’lan urettigi bilinen gesitli mikroorganizmalar

Mikroorganizma Maksimum PHA iiretebilen | Mikroorganizma Maksimum PHA iretebilen
cinsi PHA igerigi substrat cinsi PHA icerigi substrat
Acinetobacter <1 Glukoz Methylocystis 70 Metan
Alcaligenes 96 Fruktoz Methylosinus 25 Metan
Aphanathece <1 SB Micrococcus 28 Pepton/tripton
Azopirillum 75 Malat AMicrocoleus <1 SB
Azotobacter 73 Glukoz Microcystis TE SB
Bacillus 25 Glukoz Moraxella TE SB
Beggiatoa 57 Asetat Mycoplana TE Metanol
Beijerickia 38 Glukoz Nitrobacter TE SB
Caulobacter 36 Glukoz Nitrococcus TE SB
Chioroflexus <1 Maya ekstrags | Nocardia 14 Butan
Chlorogloea 10 Asetat Oceanospirillum TE SB
Chromatium 20 Asetat Paracoccus SB
Chromobacterium 37 Glukoz Photobacterium TE SB
Clostridium 13 Triptor/pepton | Pseudomonas 67 Metanol
Derxia 26 Glukoz Rhizobium 57 Mannitol
Ectothiorhodospira TE SB Rhodobacter 80 Asetat
Escherichia TE Tripton/glukoz | Rhodospirillum 47 Asetat
Gamphosphaeria TE SB Sphaerotilus 45 Glukoz/pepton
Haemophilus TE SB Spirillum 40 Laktat
Halobacterium 38 Glukoz Spirulina CcO,
Hyvphomicrobium TE Metanol/glukoz | Streptomyces Glukoz
Lamprocystis TE SB Synthrophomonas 30 Krotonat
Lampropedia TE SB Thiobacillus TE Glukoz

SB: substrat belirsiz. TE: tayin edilmedi
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PHA’lant ilging yapan ve gelecekte giinlitk hayata girebilecek potansiyel bir
polimer olmasim saglayabilecek iki 6nemli 6zelligi vardir. Cogu sentetik polimerin sahip
olmadigi bu ozellikler biyoparcgalanabilirlik (biyodegradasyon) ve biyouyumluluk
(biyokompatibilite) tur (Anderson, Dawes, 1990; Brandl vd., 1990; Lee vd., 1991;
Maller, Seebach, 1993; Braunegg vd., 1998). Bu biyoparcalanabilir polimerlerin
tiretilmesinin bir bagka sebebi de gittikge artan uzun 6miirlii atik plastiklerin yarattii gevre
kirliligi problemine toplumlann olduk¢a duyarlh olmast ve pek gok yasal diizenlemelerin
bunlarin kullammianm simrlandimasindan  kaynaklanmaktadir. Zira, 1995’li wyillarda
cevreye birakilan ve kati atik olugturan sentetik plastikler yilda 25 milyon ton gibi ¢ok
biyiik bir rakam tegkil etmektedir. Giiniimiizde bu kirliligin ne derece drkitiici boyutta
oldugu asikardir.

Sinirsiz sayida kullanim alanina sahip olan gevreci, pargalanabilir malzemelerin
biiyitkk bir kismuni PHB homopolimeri ve PHB kopolimerleri olugturmaktadir. PHA’lar
tamamen biyobozunurdurlar ve PHB veya kopolimerlerinden hazirlanan filmlerin gesitli
cevre ortamlannda karbondioksit, su ve enerjiye donigstirildigi bilinmektedir. PHB
homopolimer filmlerinin pargalanmasi1 30°C’de ve toprakta 10 haftahk bir sireg
gerektiriyorken PHB-co-HV kopolimerinin ise 2 haftada tamamen pargalandif
bildirilmigtir. Cesitli in vivo ¢ahymalardan PHB’nin biyopargalanmasinin gevresel sartlar
kadar polimerin karakterine de bagh oldugu tespit edilmigtir (Inoue, Yoshie, 1992).

PHA'’lann; termal, mekanik, piezoelektrik ve ¢ozelti 6zellikleri oldukga ilgingtir ve
bu o6zellikleni sentetik esdegerlerine gore bu polimerleri avantajh yapar (Howells, 1982).
PHB, D(-) konfigirasyonundaki bitin asimetrik karbon atomlanndan dolayr %100
stereospesifik olup yiiksek derecede kristallik gosterir. Bu kristal 6zellik %55-80 oraninda
olup polimer malzemeye nispeten sertlik kazandinr ve PHA’larda kristallik bu termal
ozellikleri etkiler. PHB veya diger bir adla poli(3-hidroksibutirat) [P(3HB)]’nin cams:
gecis noktas: 15 °C ve erime noktas: ise yaklasik 175°C’dir. Termal 6zellikleri monomerin
turiine ve homo- ya da heteropolimer olmasina goére degisiklik gostermektedir ve bu
polimerler kendi igerisinde kargilagtinldiginda polihidroksivaleratin, P(3HV) erime
sicakiigts P(3HB)’nin sahip oldugundan daha digik olmak izere 112°C olarak
bildirilmigtir. P(3HB-co-3HV) kopolimeri durumunda ise hidroksibutirat igerigine bagh
olarak erime sicakhig 175°C’den 150°C’ye kadar dusebilir. Uzun yan zincirleni igeren
PHA'’lann erime sicakhiklan ise yukandaki degerlere gore oldukega diisiik olup 35-65 °C
arahifinda degisir (Inoue, Yoshie, 1992). PHA’lann en ilgi gekici yam, sentetik plastikler
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olarak biliw  polipropilen (PP) ve polietilentereftalat ile bir g¢ok benzerliklere sahip
olmasidir. Fi:£ nin erime noktasi ve kristalite derecesi gibi bir takim fiziksel 6zellikleri PP
ile benzer olmas: ile birlikte PHB, PP’ne gore daha sert ve daha kinlgandir (Tablo 4)

(King, 1982).

Tablo 4. Polipropilen (PP) ve PHB nin baz fiziksel 6zellikleri agisindan kiyaslanmasi

Ozellik PHB PP
Kristal erime noktas: (°C) 175 176
Cams: gegis sicaklipn, T, (°C) 5-10 -15
Kristalite (%) 80 70
Molekil agarhigs (Da) 1-8x10° 2-7x10°
Yogunluk (g/cm’) 1.250 0.905
Kirmaya karsi uzama (%) 6-8 400
Cam-kauguk gecis noktas: (°C) 15 -10
UV direnci Iyi Zanf
Coziici direnci Zayif Iyi
Elastiklik (%) 6 400
Oksijen gegirgenligi (cm*/m” atm.d) 45 1700
Biyobozunuriuk + -

P(3HB)’nin nem direnci, piezoelektriklik ve optik saflik gibi bir ¢ok faydal
Ozellikleri de vardir (Howells, 1982). Sentetik egdegerlerine gére PHB’nin bu sayisiz
avantajlanndan birisi, PHB’ nin optikge aktif bir polimer olmasidir. PHB ¢ozeltisi veya
filmi, icerisinden gegirilen polarizlenmis 11%in yoninii degigtirebilmektedir. Bu nedenle bu
polimer, optik izomerlerin kromatogratik olarak birbirinden aynlmasim saglayabildiginden
bir kromatografik matriks olarak kullanlabilir. Fakat boyle bir iglemde aynlacak
izomerlerden birinin digerine gore polimerin kiral merkezi ile daha giigli etkilesebilir
olmas: gerekmektedir.

PHB’nin dogal kemige benzer sekilde piezoelektrik 6zelliklere sahip olmasi da
diger bir 6nemli 6zelligidir (Howells, 1982). Bir elektrik alan: etkisi altinda PHB kristalleri
bir yonde genlesirken diger yonlerde ise daralirlar. Aynica, bu maddeler bir bask altinda
kaldiklannda kristaller boyunca bir elektrostatik potansiyel iretirler. Kemigin elektriksel
stimiilasyon ile guglendirilip tamir edilebilecegi bilindiginden PHB’den imal edilecek
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kemik prc 1 boyle dogal kemik igerisine konmast ve daha sonra da bir elektrik akim
uygulanma . i1 kemigin geligimi stimiile edilebilecektir.

PHBnin ¢ok ¢esiti uygulama alanlan vardr. PHB’nin monomeni olan
D-3-hidroksibutirat insan kanimn normal bir bilegenidir. Dolayisiyla, PHB par¢alandifinda
olusabilecek bu monomer organizmaya sadece 1hmh bir cevap verdiginden
biyouyumlulugu oldukga yiksektir. Bu ozelligi ile PHB tibbi tampon, vida, yara bez,
ameliyat ipligi ve toz halinde de tibbi eldivenleri kayganlastirici olarak kullamimaktadir.
Aynca zrai amagh da olmak iizere pek ¢ok ilag i¢in biyobozunur bir tagiyici olarak,
hijyenik ariinlerde, gocuk bezlerinin imalinde ve plastik torba ve film endiistrilerinde
kullamm alanlan s6z konusudur.

1.4.2. Polihidroksialkanoatiarin Biyosentezi

B. megaterium’da kesfinden sonra PHB’nin hem Gram-negatif hem de Gram-
pozitif bakteriler tarafindan bir depo maddesi olarak biriktirildigi tespit edilmigtir. PHA
iireten mikroorganizmalar taksonomik olarak olduk¢a genis bir yelpazeye sahiptir. Bu
organizmalann ¢ogu kuru hiicre agirhklanmn %30-80’i kadar PHA biriktirebilirler. Bu
polimer digiik oranlarda olsa bile siyanobakteriler de dahil olmak uzere fototrofik,
kemotrofik, fakiltatif, aerobik ve anaerobik bakteriler tarafindan hiicre i¢i bir enerji
kaynag ve karbon depolama iirini olarak tretilirler ve hiicrenin sitoplazmasinda grantil
olarak biriktirilirler (Tablo 3) (Senior, Dawes, 1971; Oeding, Schlegel, 1973; Brandl vd.,
1990).

PHA’lann bu mikroorganizmalar tarafindan sentezlenmesi bir ana karbon ve enerji
kaynagi mevcudiyetinde simrh beslenme sartlan altinda olur. PHA’lann  diisiik
¢oziintrlikte olmas: ve osmotik basingta bir artisa sebep olmamas: bunlann ideal bir depo
bilesigi olmalanna imkan saglar. Sartlar dikkatli bir sekilde kontrol edildiginde pek ¢ok
mikroorganizma hiicre kuru agirhgmmn biiyik bir kismum olusturacak oranlarda PHB
uretilebilir. Escherichia coli ve Ralstonia eutropha’mn hiicre kuru agirhgimn %901 kadar
olduk¢a bilyitk miktarda PHB'yi biriktirebilecegi ve PHA’lann bu organizmalar igin hiicre
membranlarinin yapisal bir bilegeni oldugu bilinmektedir. Yine Pseudomonas oleovorans
ve Rhodospirillum rubrum tarafindan yilkksek oranlarda biriktirilen PHB’nin varlig
elektron mikroskobuyla tespit edilmigtir (Sekil 2).
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Ce ~tlan ve bakterilerin fizyolojik yetenekleri genellikle PHA’larin kantitatif
olusumunu konirol eder. Farkh besinlerin bol olmayisi ya da dusiikk konsantrasyonda
olmast PHA olusumunu arttinr ya da azaltir. Deneysel ¢aligmalarda daima azot simrh
sartlar tercih edilir. Ciinkii boyle bir ortam, bakterinin biiyiime ortaminda olusan
amonyagin ihmal edilmesi ile kolaylikla saglanabilir. Butiin bunlar hesaba katildiginda
PHA’min olugumu bakteriyel popiilasyonun besinsel durumu hakkinda bir igaret olarak
dikkate alinabilir. Pseudomonas gibi organizmalar tarafindan PHA’min olusumu izerine
simrh konsantrasyondaki kalsiyum, kobalt, bakir, molibden, sodyum ve ¢inkonun herhangi
bir etkisinin olmadig bilinmektedir.

Sekil 2. Hiicrenin %70-90’1m dolduran graniil PHA birikimini gosteren R rubrum’un
elektron mikrografi (Fuller, 1995)

Organizmanin aghg durumunda hiicre i¢i PHA'in enerji ve karbon kaynag olarak
bulunmasiun, mikroorganizmanin yasamsal rolii agisindan osmotik basing, uv etkisi gibi
baz1 gevresel etkilerden daha 6nemli bir rol oynadifim ortaya koymustur. Genellikle PHA
biriktiren bakterilerin biriktirmeyenlerden daha fazla yasama sansi oldugu kaydedilmigtir.

PHA’lar igerisinde en yaygin ¢aligilan ve en detayl karakterize edileni PHB dir.
PHB biyosentezi konusunda en genis bilgi R. eutropha’da elde edilmistir. Bu bakteride,
PHB asetil-CoA’dan i¢ farkli enzim ile basamakli bir sekilde katalizlenen bir islemle
sentezlenir (Sekil 3). Bu yoldaki ilk enzim 3-ketotiyolaz (asetil-CoA agil transferaz,
EC 2.3.19) iki asetil-CoA molekiiliiniin asetoasetil-CoA olusturmak iizere donisimla
kondenzasyonunu katalizler. Tkinci enzim olan asetoasetil-CoA rediiktaz (EC 1.1.1.36) ise
olusan asetoasetil-CoA molekiiliinii 3-hidroksibutiril-CoA’ya indirger. Bu molekiil takiben

PHB olusturmak tzere PHB sentazin etkisiyle polimerlestirilir (Poirier vd., 1995). Boyle
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bir islem ile olusturulan PHA genellikle 10°-10* monomerden olusan bir polimer seklinde
tiretilir ve 0.2-0.5 um ¢apinda graniller halinde bulunur. R. ewtropha’nin besin ortamu
glukoz gibi bir karbon kaynaginin agin oldufu ancak azot ve fosfat gibi gerekli bir besin
kaynagmn simrh oldugu ortamda biyituldiiginde PHB graniilleri hiicre kuru agirhigimn
yaklagik %80’ini doldurabilir. Bu sartlar altinda, PHB sentezi bir karbon stogu olarak
gbrev yapar. Biyime simrh gartlant kaldinldiginda ise PHB asetil-CoA’ya katabolize edilir
(Anderson, Dawes, 1990).

(8] . 18] 0
il 3-ketotiyolaz i Il
2 CH;~C—SCoA —————» CH;—C—CH,—C—SCoA + CoASH
I
Asetil-CoA Asctoasetil-CoA
o o asetoasetil-CoA OH o
Il I .  rediktaz | I .
CH;—C—CH,—C—SCoA + NADPH + H -———E——* CH;—CH—CH,—C—SCoA + NADP
Asetoasetil-CoA 3-hidroksibutiril-CoA
(I)I-I (|:|) PHB sentaz CHs (I?
CH;—CH—CH,~C—SCoA ——8M88 —» H—CH,~C + CoASH
m n
3-hidroksibutiril-CoA Polihidroksibutirat

Sekil 3. R. eutropha’da asetil-CoA’dan PHB sentezindeki reaksiyon basamaklar

R eutropha’da farkli karbon sayih monomerler iizerinden ¢esitli PHA’lar
uretilmigtir. Bu monomerlerin polimerdeki oram biiyiime ortamuna ilave edilen karbon
kaynaklarinin tiriine ve bagl miktanina bagh olarak degismistir. Mesela glukoz igeren
biuyime ortammna propiyonik veya valerik asit ilavesi 3-hidroksibutirat ve
3-hidroksivaleratin olugturdugu gelisigiizel bir kopolimerin olusumu ile sonuglanmigtir
(Brandl vd., 1989; Fuller, 1995). Propiyonik asitten olugan kopolimerin sentezi
mekanizmas: Sekil 4’de verilmigtir.
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Glukoz Proptyonik asit
CoA sentetaz
¢ | v
(2) Asetil-CoA \()\Pﬁmiyonﬂ-CoA
Asetoasetil-CoA 3-ketovaleril-CoA
+ NADPH + Ht
NADFH + H N @ asetoasetil-CoA rediiktaz B
NADP+ 4/' '\s NADP+
R-(-)-3-hidroksibutiril-CoA R-(-)-3-hidroksivaleril-CoA
PHB P(3HB-3HV)

Sekil 4. R. eutropha’da polihidroksialkanoatlarin sentez yolu

1.4.3. Polihidroksialkanoatlarin Biyobozunmas:

PHA'’lann ticari olarak ilgi ¢eken en onemli ozelliklerinden biri dogal ortamlarda
bozunur olmalandir ve bu ozellik sadece mikroorganizmalarin enzim aktivitelerinden
etkilenir. Biyobozunmayi ve iglemin enzimolojisini etkileyen ¢evre faktorleri konusunda
cesitli ¢aligmalar gerceklestirilmigti. PHA’lar bu polimerlerin iretildigi tirlerdeki ya
intraseliller depolimerazlar tarafindan hiicre i¢inde veya ekstraseliler depolimerazlar
tarafindan hiicre diginda pargalanabilirler. Intraseliler PHA depolimeraziar ekstraseliiler
PHA’lan pargalayamazlar ve ekstraseliler depolimeraziarin da intraseliler PHA pargalama
yetenekleri yoktur. Bu her iki PHA’in fiziksel yapilanndaki farkhhiktan kaynaklanir
(Hocking, Marchessault, 1994, Amor vd., 1991).

Ilk PHA-pargalayan mikroorganizmalar yaklasik 30 il once Alcaligenes,
vd.,, 1965). PHB
homopolimeri ve PHB-co-PHV kopolimeri hem aerobik ve hem de anaerobik ortamlardaki
bazi bakterilerin ekstraseliller enzimleri tarafindan pargalamriar. Dolayisiyla bu bakteriler,
tek karbon kaynag olarak PHB ile biiyiime yetenegine sahiptirler (Luzier, 1992). PHB ve

Pseudomonas ve Comamonas‘tan izole edilmiglerdir (Delafield

bu polimerden tiireyen oligomerleri depolimerize etme yetenegine sahip olan ekstraseliiler



19

enzimler birka. organizmada bulunmus olmasina ragmen pek ¢ok ¢alisma 4. faecalis ve
P. lemoignei tarafindan saliverilen ekstraseliller depolimeraz tzerinde yogunlasmgtir ve
elektroforetik homojenlikte bu enzim saflaginimigtr (Tanio vd., 1982). Enzimin
oligomerleri de par¢aladifi gozlenmi§ olmasina ramen oligomerler bu enzim i¢in zayif
substratlar  olarak  degerlendirilmigtir.  Depolimerizasyon  swrasinda  saliverilen
hidroksibutirat monomerlerinin tayini ve oligomerlerin hidroliz sirasinda ester baglanindaki
azalma polimer zincirin serbest hidroksil ucundan her defasinda bir dimer gseklinde
aynldifi sonucunu ortaya koymustur. Bununla birlikte daha detayh ¢ahigmalar
depolimerazin substrat pargalayan bir bolgeden ayn bir hidrofobik bolgeye sahip bir endo-
tip hidrolaz oldugunu gostermigtir.

PHB homo- ve heteropolimerlerinden hazirlanan filmlerin ¢esitli ortamlarda
hidrolitik ve enzimatik pargalanmasimn polimerlerin kristallik derecesine bagh oldugunu
ortaya koymugtur. Belirli kristallik derecesine sahip polimerler durumunda pargalayici
enzimlerin polimer zincirlerine daha kolay etki edebildigi tespit edilmistir (Doi, vd, 1990,
Nakamura vd., 1991; Nishida, Tokiwa, 1993). Yine PHB ve ¢esitli oranlarda hazirlanan
PHB-co-HV kopolimerlerinin ev atiklannda pargalanmas: incelenmis ve yaklagik 20 hafta
sonra bu polimerlerde Onemli diizeylerde kiitle kayb1 gozlenmigtir. Bu sistemlerdeki
pargalanmanin 6nemli oranda ortamdaki mikrobiyal popiilasyona, ekstraseliiler enzimlerin
ozgunligiine ve sicakhga bagimh oldugu bildirilmigtir (Nishida, Tokiwa, 1993; Mergaert
vd., 1994). Benzer sonuglar aktive edilmis ¢gamurda da gozlenmis ve polimer pargalanma
isleminin pH-bagimli oldugu tespit edilmistir (Briese vd., 1994).

PHA’lann intraseliiler pargalanmas1 sentezinden farkli bir mekanizma ve ii¢ farkli
enzim tarafindan katalizlenen yollarla ger¢eklesmektedir. 4. beijerickii’de PHB graniiliine
bagl bir depolimeraz D(-)3-hidroksibutirik asidin hidrolizini saglar ve bu molekiiller de bir
NAD-spesifik dehidrojenaz ile asetoasetata yiikseltgenirler. Bir asetat-siiksinil-CoA
transferaz daha sonra asetoasetat molekullerinin siksinil-CoA ile reaksiyonunu
katalizleyerek asetoasetil-CoA’nin olusumunu saglar (Senior, Dawes, 1973 ) (Sekil 5).

Biyolojik par¢alanmanin hizi gesitli faktorler tarafindan etkilenmektedir. Bunlar s6z
konusu ¢evredeki mikrobiyal popiilasyon, sicaklik ve pargalanacak plastik materyalin
ozellikleri yeklinde siralanabilir. Aerobik sartlarda PHA’min pargalanmasindaki son iriinler
CO; ve H;0 iken anaerobik sartlarda ki son pargalanma iirinii ise metandir. Farkh
ortamlarda P(3HB) ve P(3HB-co-3HV) kopolimerinin sirayla anaerobik ¢amurda, toprakta
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ve deniz suvunda tamamen pargalanma sirelerinin 60, 75, 350 hafta oldugu gérulmaistir

(Brandl vd., 1990).

i W PHB depolimeraz __i __ﬁ -
{O—-CH’—CHz"C} —> (B—CH—CR—C—0
n

Polihidroksibutirat 3-hidroksibutirat
?1-1 ﬁ 3-hidroksibutirat ?H R
dehidrojenaz -
CB—CH—Ce—C—0 —7—T" C—CH—C:—C—O
3-hidroksibutirat NADHAH' Asetoasetat

W Asetoasetil-CoA sentetaz
CB—CH—CE—C—0 > CBB—C—Cie—C—SCoA
/7~ O\

Asetoasetat ATP AMP Asetoasetil-CoA
CoASH PP

Sekil 5. R. eutropha’da PHB pargalanmasindaki reaksiyon basamaklan

Degisik kompozisyon, stereokimya ve molekil agirhgmdaki PHA’lar degisik
biyolojik pargalanma egilimleri gosterirler. Genellikle baglangig molekil agirhimn,
polimerin biyolojik par¢alanmasi iizerine ¢ok onemli bir etkiye sahip olmadig ve yiiksek
molekil agirhikh bir PHB homopolimerinin diguk molekul agirlikl: bir polimer kadar
¢abuk pargalandigy bilinmektedir. Aynca depolimeraz enziminin stereosegiciliginden
dolayr polimeri olugturan birimlerin, yap: igerisinde farkli bir konfigiirasyonda bulunmasi
da pargalanmayr engellemektedir. P(3HB-co-3HV) kopolimeri, polimerdeki 3HV
miktanndan bagimsiz olarak pargalanmir. Yapilan ¢aligmalar 4HB monomer birimi igeren
kopolimerlerin biitiin  sartlar altinda yapilan testlerde PHB ya da 3HB-co-3HV
kopolimerlerine gore ¢ok daha gabuk pargalandifim gostermistir. Aktive edilmis ¢amurda,
30 °C’de 3HB-co-%94 HB filminin 14 giinde tamamuyla pargalandifi gozlenmigtir. Bir
bagka calismada ise 3HB-co-%17 4HB filminin ise 2 haftada tamamiyla pargalandig
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ancak ay -lardaki PHB’ nin tamamen par¢alanmasinin ise 10 haftadan fazla surdigi
tespit edii = 3ir (Kunioka vd., 1989; Doi vd., 1989).

1.4.4. Polihidroksialkanoat Metabolizmasinin Diizenlenmesi (Regiilasyonu)

Kinetik veriler PHB sentezindeki ilk enzim olan 3-ketotiyolazm PHB
metabolizmasinin regiilasyonunda 6nemli bir rol oynadigini ve hem PHB biyosentezi hem
de PHB pargalanmasinda girig-gikis noktas: olarak gorev yaptifim gostermigtir.
R. eutropha ve A. beijerinckii \izerinde yapilan ¢alismalar PHB yolunun simirh oksijen ve
azot gartlanina bagh olarak regiile edildigini gostermigtir. Smirl ¢evre sartlan altinda, PHB
genellikle kuru hicre agirhfmn %80’lik kadar bir kismum olugturabilir. Swuurh sartlar
kaldinldiginda ise PHB miktan indiiklenmemis diizeylerine yaklasir. Pek ¢ok bakteride
PHB biyosentez ve pargalanma iglemleri genelde aym veya benzer mekanizmalaria
gergeklesirler (Senior, Dawes, 1971; Senior, Dawes, 1973; Jackson, Dawes, 1976).

PHA’lar pek ¢ok mikroorganizmada hiicre bilylimesi sirasinda diigik diizeylerde
aretilir ve pargalamirlar. Bununla birlikte, bir aerob durumunda dusik oksijen gibi ya da
protein sentezi smrlandinlacak oranda ortamdaki azot ve kiikiirt azhd gibi metabolik stres
sirasinda hiicreler ortamda mevcut olan asin karbonu PHA’ya donigtiriirler. Enerji Greten
ve biyimede etkili olan sitrik asit ¢evrimi islemlerinin PHA sentezine dogru kaymasi
mekanizmalan oldukga siks bir gekilde regiile edilir (Anderson, Dawes, 1990) (Sekil 6).

Dengeli bir biiyime swrasinda R eutropha Entner-Doudoroff yoluyla
karbohidratlart piruvata kadar katabolize eder ve takiben piruvat molekiilleri
dehidrojenasyonla asetil-CoA’ ya donustirilir (Anderson, Dawes, 1990, Fuller, 1995).
Bilytime sirasinda, asetil-CoA sitrat sentaz reaksiyonuyla koenzim A sahivererek sitrik asit
gevrimine girer ($ekil 7) ve daha sonra GTP halinde enerji iireterek karbondioksite kadar
yikseltgenir. Dengeli buyiime sartlan altinda asetil-CoA’mn konsantrasyonu diisiik ve aym
anda serbest CoOASH in konsantrasyonu ise yiiksek oranda bulunacaktir. Yiiksek CoASH
konsantrasyonu da 3-ketotiyolaz aktivitesinin inhibisyonunu saglar (Doi vd., 1988) ve
dolayisiyla PHB olusmaz. Bu iglemler sirasinda asetil-CoA molekiillert yiikseltgenirken
indirgenmis esdegerler olan NADH, NADPH ve FADH; yamnda biyosentetik 6n
molekiiller olan 2-oksoglutarat ve okzaloasetat iiretilir (Pranamuda vd., 1995).
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Biiyiime substrat:

Dengeli Biviime Sartlan Dengesiz Biviime Sartlan
Asin Enerji Asetil-CoA Asin Karbon
Nihai elektron akseptéril yoklugu
' Eneni Sumrh besin
. (O, N,, P, S eksikligi)
‘ -
Hiicre biyiimesi PHB
ve bolinmesi

Sekil 6. Bakterilerde enerji iretimi, hicre biuyiimesi ve PHA iretiminin regiilasyonu ve

kontrolu
Sitrik Asit Cevrimi
Okzaloasctat @ NADH Sitrat
Sitrat sentaz
CoASH
Siiksinat NAD(PH
Siiksinil-CoA Asetoasetil-CoA
Asetoasetil-CoA Asetoasetil-Cod
sentetaz rediikiaz NAD(P)”
Asctoasetat
; — PHB
Phidroksibutirat N . o
® NADH dehidrojenaz Metabolizmasi 3-hidroksibutiril-CoA

3-hidroksibutirat

\ PHB sentaz
PHB depolimeraz Polihidroksibutirat

Sekil 7. PHA polimerizasyon ve depolimerizasyon reaksiyonlan igin 6nerilen regiilatér
mekanizmalar
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Okzaloasetatin dogrudan aminasyonu ve transaminasyonu amino asitlerin sentezine
yol agar ki bu molekiiller polipeptit zincirleri halinde proteinleri olustururlar. Sitrik asit
cevrimi ile uretilen indirgenmis niikleotitlerin elektron transfer (solunum) zncirinde
yiikseltgenmesi ilave ATP molekiillerinin iiretimini saglar ve bdylece endergonik protein
sentezi i¢in destek enerji saglanmug olur. Dolayisiyla asetil-CoA’nin sitrik asit ¢evrimine
gime hizi azot, fosfor ve diger elementlerin kaynaklarinin varligina ve gevrenin
yiikseltgeyici potansiyeline baghdir.

Hiicre ¢ogalmasi sirasinda asetil-CoA’mn kondenzasyonundan PHB’nin sentezi
¢ok az miktarlarda da gerceklesmesine ragmen hiicreler karbon kaynagimin
simirlandinlmasindan ziyade biyumeyi sinirlayici gartlar altinda birakildifinda PHB sentez
hizi oldukga artar. R. eutropha’da azot, fosfor ve oksijen eksikligi gibi protein sentezini
durduracak sartlar s6z konusu oldugunda yiksek seviyelerde NADH ve NADPH iretilir
(Schlegel vd., 1961, Byrom, 1987). Eger biyiime oksijen-siurh ise, nikotinamit
niikleotitleri yiikseltgenemez. NADH ve NADPH konsantrasyonunda bir artis hem sitrat
sentaz ve hem de izositrat dehidrojenazin aktivitelerinin ve dolayistyla da sitrik asit
gevriminin inhibisyonu ile sonuglanir. Boylece, CoASH’in konsantrasyonundaki azalmaya
bagh olarak asetil-CoA’nmin konsantrasyonu artacaktir. Bu sartlar altinda, ketotiyolazin
inhibisyonu ortadan kalkar ve PHB sentezi devam eder. Boylece olusan asetil-CoA
molekiilleri PHB biyosentezi i¢in yonlendirilmis ve biyik miktarlarda polimer
biriktirilmis olur (Dawes, Senior, 1973). Asetil-CoA yaninda valerat gibi diSer karbon
kaynaklan varliginda polimer zincirine hidroksibutirat birimleri yamnda bu monomerler de

katilmus olur (Braunegg, 1998).

1.4.5. Polihidroksialkanoat Biyosentezinin Molekiiler Analizi

Cesithi bakterilerde PHA metabolizmasinda rol oynayan yirmibesin iizerinde gen
klonlanmustir (Steinbiichel vd., 1992). Bu genler 3-ketotiyolaz (phad), asetoasetil-CoA
rediktaz (phaB), PHA sentaz (phaC), PHA depolimeraz (phaZ) ve granile baght bir
proteini kodlayan bir gen (GA14) dir (Steinbiichel vd., 1992; Pieper-Fiirst vd., 1994).
R. eutropha’da phad, phaB ve phaC yapisal genleri promotor ve operatériin bir
kombinasyonu halinde bir operonun pargasidirlar (Sekil 8) (Peoples, Sinskey, 1989a,
Peoples, Sinskey, 1989b; Steinbiichel vd., 1992) ve bu ii¢ enzim sentaz-tiyolaz-rediiktaz
diizeninde kodlanirlar. Bu genlerin E. coli 'de ekspresyonu ile R. eutropha’ya benzer hacim
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ve goruniimde ve °680 kuru agirhkta PHB granillerinin sentezi gergeklesmistir (Schubert

vd., 1988; Slater vd., 1988; Peoples, Sinskey, 1989a; Peoples, Sinskey, 1989b).

35 .10 PHA sentaz 3-ketotiyolaz NADPH-rediiktaz
TTGACA—AACAAT—{ phbC (1767 bp) >__ phbA (1179 bp) )_ phbB (738 @
18 bp 314 bp 84 745p

Sekil 8. R. eutropha’da polihidroksialkanoat biyosentezi operonunun organizasyonu

P. lemoignei ve A. faecalis’in ekstraseliler PHB depolimeraz sistemleri
saflagtinlmg, karakterize edilmis ve depolimeraz geni klonlanarak dizi analizi yapilmigtir
(Tanio vd., 1982, Saito vd., 1989, Saito vd., 1993, Miiller, Jendrossek, 1993; Jendrossek
vd., 1995b). A. faecalis’de PHB pargalanmasinda depolimeraz enzimin olusturdugu temel
iiriin 3-hidroksibutiratin dimerik ve trimerik esterleridir. P. lemoignei’den bes depolimeraz
geni tespit edilmig, klonlanmig ve dizi analizi yapilmigtir. Bu enzimlerin PHB yaminda
PHV homopolimerinin ve PHB-co-HV kopolimerinin pargalanmasindan sorumlu oldugu
belirfenmigtir (Miiller, Jendrossek, 1993; Jendrossek vd., 1995).

PHB biyosentezindeki her bir basamag: katalizleyen enzimler cesitli bakterilerde
detayh cahgilmuglardir. 3-ketotiyolaz PHB sentez yetenegine sahip degisik bakterilerden
saflagtinlmigtic (Oeding, Schlegel, 1973; Senior, Dawes, 1973, Nishimura vd., 1978;
Haywood vd., 1990). PHA biyosentezindeki ilk enzim olan 3-ketotiyolaz anahtar regulator
molekiil olarak koenzim A ile birlikte R. eutropha’da PHB biyosentezini kontrol eder
(Oeding, Schlegel, 1973). R eutropha, Zooglea ramigera ve Bradyrhizobium
Japonicum’da yapilan g¢ahigmalarda temel enzimden farkh substrat 6zgunliigi olan ikinci
bir 3-ketotiyolazin varh@ tespit edilmistir (Suzuki vd., 1987). R eutropha’da bu
izoenzimler 3-ketotiyolaz A ve B olarak tamimlanmuglardir. 3-ketotiyolaz A, sadece dort
veya bes karbonlu 3-ketoagil-CoA’lar durumunda aktiftir ve sadece R. eutropha’da PHA
sentezinden sorumludur ki bu organizma bes karbon atomundan daha fazla hidroksiasit
tekrarlayan binmli PHA’lan sentezleyemez. 3-ketotiyolaz B ise daha genig bir substrat
Ozginligine sahiptir ve dértten on karbona kadar 3-ketoagil-CoA’lan kullamir. Ayrica bu
izoenzimin PHA iiretilmesi diginda diger bir fonksiyonunun da oldugu bildirilmektedir
(Haywood vd., 1988). Asetil-CoA-iireten substratlar varliginda simrh olmayan biyiime
sirasinda sitrik asit ¢evrimi ile saliverilen biyiikk miktarlarda koenzim A’min R. eutropha’da



PHB seviyelcrinin az olmasina sebep oldugu gorilmis ve bunun, 3-ketotivolazin
katalizledigi kondenzasyon reaksiyonunun serbest koenzim A ile biyitk oranda inhibe
edildigi sonucuna vanlmgtir.

PHB sentezi reaksiyonunun ikinci basama@im katalizleyen asetoasetil-CoA
reditktaz asetoasetii CoA’yr D(-)-3-hidroksibutirii CoA ’ya indirger. R eutropha ve
Z. ramigera’da iki farkh asetoasetil-CoA rediiktaz bulunmugtur. Bu enzimler hem substrat
ve hem de koenzim o6zgiinliikkleri agisindan farkh 6zellikler tasimaktadirlar. R. eutropha’da
yapilan c¢ahigmalar asetoasetil-CoA reditktazin bu katalizleme igleminde elektron salici
olarak NADH ya da NADPH kullandif1 tespit edilmistir. Ancak sadece NADPH-bagimh
reditktazin PHB biyosentezine katildigy bulunmustur (Saito vd., 1977, Haywood vd.,
1988). NADPH-bagimh reditktaz dort-, beg- veya alti-karbonlu 3-ketoagil-CoA’larin
sadece R hidroksiagil-CoA izomerlerine donigimli indirgenmesini katalizler. NADH-
bagimh rediiktaz ise hem R ve S substratlann asetoasetil-CoA’ya oksidasyonunu etkilerken
hem de ters yondeki indirgenme reaksiyonu ile sadece D-3-hidroksibutiril-CoA iiretir.
NADPH-bagimh rediktaz ile yapian g¢alismalarla 3-ketoacil-CoA mn indirgenmesinin
PHA sentezinde hiz tayin basamag olabilecegi 6nerilmigtir (Doi vd., 1992).

PHA biyosentetik yolunun anahtar enzimi olan PHA sentazlar pek ¢ok bakteride
molekiiler dizeyde klonlanmig ve ¢ahsilmiglardir. Bu enzim PHA sentezinde sadece hiz
tayin basamagim katalizlemekle kalmaz aym zamanda bakterilerde iiretilen PHA’min
bilesiminin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Primer dizileri ve substrat ilgileri dikkate
alinarak 4¢ PHA sentaz tammlanmustir (Steinbiichel vd., 1992). R. eutropha ‘da da
bulunan Tip I bakteriyal sentazlar kisa zncirli PHA’lan sentezlerler. P. oleovorans ve
P. putida’da gibi bakterilerde bulunan Tip II sentazlar ise orta zincirli PHA’lan
sentezlerler. Tip IIl PHA sentazlar ise Chromatium vinosum ve Thiocapsa violacea gibi
bakterilerde bulunurlar ve kisa zincirli PHA’lan iretirler. Bu bakterilerde PHA sentezi
ilave genleri igerir (Steinbiichel vd., 1992).

Degisik tiplerde biyopargalanabilir plastiklerin iiretimini saglayan bir enzim olmasi
sebebiyle PHB sentaz enzimi oldukga ilgi ¢ekmektedir. PHA sentazin ve katalizledigi
reaksiyonun detay1 hakkinda bilgi kararli bir halde saflagtinlmasindaki giigliiklerden dolay:
ancak R eutropha PHA sentaz geninin E. coli’'de ekspresyonu ve saflastinlmasi ile
gerceklestirilmistir (Gerngross vd., 1994). Bu genin in vitro mutajenezi ve takiben de
sentaz aktivitesi tayini ile cesitli sentazlar arasinda korunmus olan iki sisteinden sadece

birinin enzim aktivitesi i¢in gerekli oldugu sonucunu ortaya gikmstir. R. eutropha'da PHA
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sentaz ile ilgili ¢ahgmalarda enzimin D(-)3-hidroksiagil-CoA’va ézgiin - oldugu
bulunmustur (Haywood vd., 1989). PHA sentaz 3-hidroksi, 4-hidroksi ve
5-hidroksialkanoatlarin polimerlegsmesini saglayan bir enzimdir (Haywood vd., 1989,
Valentin vd., 1992). Bu enzim iki formda izole edilmigtir ve ¢6ziiniir olan form hiicrenin
siirlandinlmamg biiyiimesinde baskindir ve PHB-graniillerine bagh diger form ise PHB
uretilebilen sartlarda baskindir (Haywood vd., 1989). PHB sentazin organizmadaki miktan
polimerin molekiiler agirhgimin kontroliinde ve farkli birimleri icermesinde énemli bir rol
oynadig tespit edilmigtir (Sim vd., 1997).

1.4.6. Polihidroksialkanoat Bozunmasimin Molekiiler Analizi

Ekstraseliller PHA depolimerazlar pek ¢ok bakteriden saflagtinimus ve karakterize
edilmiglerdir (Jendrossek vd., 1996). Giinumiize kadar test edilen PHA depolimerazlar ¢ok
cesitli ortak karakterleri paylagirlar. Bunlar; i) pH, sicaklik ve iyonik gii¢ gibi gesitli cevre
faktorleri altinda kararhliklan oldukca ytiksektir, ii) molekiiler agirhklan 100 kDa dan
daha azdir ve genellikle tek bir polipeptit zincirinden olugurlar, iii) PHA depolimerazlar
notral pH’da DEAE gibi anyon degistiricilere baglanamazlar ve daha ¢ok hidrofobik
matrikslere kargi ilgileri yiiksektir, iv) optimum pH degerleri 7.5-9.8 arah@inda degisir
ancak baz Pseudomonas depolimerazlan igin daha asidik bir pH gerekir, v) pek ¢ok
depolimeraz aktif bolgedeki serin birimlerine baglanabilen diizopropilflorofosfat gibi serin
hidrolaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilebilir. Ancak baz bakterilerde birden fazla
depolimeraz oldugundan biyokimyasal 6zellikleri degiskenlik gosterir.

PHB depolimeraz, granil ve amorf PHB’nin 3-hidroksibutirik aside bozunmasin
dimerler halinde gerceklestiren bir enzimdir. Ancak R. euwtropha'da dogrudan
3-hidroksibutirik asit olusur. Diger mikroorganizmalarda, dimerler monomerlere bir dimer
hidrolaz araciigiyla pargalanirlar. Depolimeraz R. eutropha, A. faecalis, B. megateriim ve
R. rubrum’dan izole edilebilmistir (Merrick, Yu, 1966, Gavard vd., 1967, Tanio vd.,
1982). 3-hidroksibutirik asidin asetoasetata oksidasyonunu katalizleyen 3-hidroksibutirik
asit dehidrojenaz R. eutropha, A. beijerinckii ve Z. ramigera’dan izole edilmistir ve bu
enzimler optimum pH degerleri, inhibitérler ve 3-hidroksibutirik asit ile bulunan Ky
degerleni agisindan olduk¢a benzerdirler. Biitiin bu enzimler durumunda NAD™ bir
kofaktor olarak rol oynar (Senior, Dawes, 1973). Asetoasetatin koenzim A ile esterlesmesi

islemi igin iki farkh mekanizma 6nerilmistir. R. eutropha ve A. beijerinckii 'de bu islemden
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sorumlu enzim 3-ketoasit-CoA transferazdir ve koenzim A birimleri siksinil-CoA ile
saglanir (Senior, Dawes, 1973). Z. ramigera’da ise aym basamak bir aseoasetil-CoA sentaz
tarafindan katalizlenir ve ATP gerektirir (Fukui vd., 1987).

Son on yil igerisinde gesitli bakteriyal PHA depolimeraz geni klonlanmig ve analiz
edilmigtir (Tablo S). Streptomyces hari¢ digerleri Gram-negatif bakterilerden elde
edilmigtir. Bunlardan pek ¢ofu kisa zincirli PHA’lara karsi Ozgunligi olan
depolimerazlardir. Ancak P. fluorescens depolimeraz geni orta uzunluktaki PHA
zincirlerini pargalayan tek gendir (Saito vd., 1989; Jendrossek vd., 1995a; Jendrossek
vd., 1993; Schirmer, Jendrossek, 1994; Soliday vd., 1984; Klingbeil vd., 1996).

Tablo 5. Mikrobiyal PHA depolimeraz genlerinin karakterleri

Analiz edilen sug Klonlanan  Uzunlugu Kodlanan protein Proteinin molekiil
gen (bp) kiitlesi (M;)
A. faecalis T1 phaZsg 1464 PHB depolimeraz 47000
Comamonas sp. phaZlcg 1542 PHB depolimeraz 50100
P. lemoignei phaZlp, 1242 PHB depolimeraz C 39500
P. fluorescens GK13 phaZpg 837 PHO depolimeraz 26600
Streptomyces sp. phaZs. 1467 PHB depolimeraz 47900
Fusarium solani phaZgy, 705 PCL-depolimeraz 20634

P. fluorescens GK13’dan izole edilen PHO depolimeraz saflagtinlan ve detaylh
olarak karakterize edilen orta zincir uzunlugundaki PHA’lan pargalayan tek
depolimerazdir (Schirmer vd., 1993). Enzim ayrica yag asidi grubunda alt1 veya daha fazla
karbon uzunluguna sahip p-nitrofenilagil esterleri gibi sentetik esterler igin de 6zgundur.
PHO depolimeraz iki benzer altbirimden olusur ve her biri 25 kDa olan molekiil kiitlesine
sahiptir. Enzim ditiyoeritritol veya EDTA ile inhibe edilmez ve dolayisiyla énemli disiilfiir
kopriilerine sahip degildir. Aynica, Ca™ gibi divalent katyonlara bagimh degildir.

1.5. PHA Depolimerazlarn Biyoteknolojik Ydnleri, Cahsmanm Amac,
Bilimsel ve Pratik Onemi

Biyoteknolojik olarak uretilen PHA’larnin tip ve ziraat gibi ¢esitli potansiyel

kullamm alanlan igerisinde sadece bir paketleme malzemesi olarak kullamm bu
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bivopolimerir  ~diistrivel oranlarda iretilmesine sebep olmustur Ancak. paketleme
malzemesi oi: :k mikrobiyal sistemlerle iretilen PHA'lann sentetik olarak aretilenlere
gore maaliyetleri oldukga yiiksektir. Tip gibi 6zel alanlarda PHB‘nin kullamminda ise
biyouyumluluk 6zelligi agisindan iiretim maaliyeti olduk¢a az 6nem tagir.

PHA’larin en goze carpan 6zelligi biyobozunurluk oldugundan en azindan dogada
parcalanmalanm saglayan aktivitelerin ortaya konmasi ve olusan iirinlerin tespit edilmesi
agisindan mutlaka biyobozunmalanmn dikkatli bir sekilde incelenmesi gerekir. Boylece
yeni ve biyobozunur polimerlerin dizaym miimkiin olabilecektir. Son yillarda, biyobozunur
poliesterler iizerinde yapilan ¢alhigmalarla petrokimyasal baglangic maddelerinden ¢esitli
polimerlerin sentezi miimkiin olmugtur (Nishioka vd., 1994; Witt vd., 1995).

Biyolojik sistemlerle iiretilen PHA’lar kiral maddelerdir ve R konfigiirasyonuna
sahip monomerlerden olugurlar. Guniimiize kadar analiz edilen tiim PHA depolimerazlar
genellikle oldukga yiiksek ve ozgiin aktivitelere sahiptirler. Dolayisiyla, oldukga kararl ve
cesitli cevresel sartlarda bile uzun sirelerde olduk¢a aktif olduklanndan PHA
depolimerazlarla katalizlenen hidroliz reaksiyonuyla saf (R)-hidroksialkanoik asitlerin
sentezi mimkiindir. Bu biyobozunma islemi bakterilerin polimer varhginda buyitilmesi
ile veya polimerin sadece saf enzimlerle muamelesiyle saglanabilir. Aynca, PHA
depolimerazlar kiral maddelerin enzimatik olarak ayrilmasinda da oldukga kullamshdirlar.

KTU Fen-Edebiyat Fakiltesi Biyoloji Bolimii’nde yapilan bir dizi fizibilite
calismasinda c¢esitli ortamlardan Psewdomonas olarak karakterize edilen tirler izole
edilmis ve bunlanin poliaromatik hidrokarbon pargalayabilme ozellikleri aragtinlmugtir
(Demir, Demirbag, 2000). Ancak izole edilen bu tirlerin PHA biriktirme veya pargalama
yetenekleri bilinmemektedir. Pseudomonas turlerinin ¢ok c¢esitli ortamlarda bulunabilir
olmasi, PHB ve PHA gibi biyobozunurluluk vanmnda biyouyumluluk gibi oldukc¢a ilging
Ozelliklere sahip bu biyopolimerlerin bu bakteriler kullanilarak bulunduklan ortamlarda
parcalanabilme ozelliklerinin bilinmesi olduk¢a Onem arz etmektedir Bu yoniiyle bu
caligmada yapilmas: diginillen 6zel amaglar, 1) Pseudomonas izolatlann bayutilmesi,
buyiime karakterlerinin aragtinlmasi ve bilyime ortamlannmin optimize edilmesi, ii)
izolatlann genomik DNA’lannin izole edilmesi, PCR yardimiyla elde edilen 16S rRNA
genlerinin dizi analizi yoluyla tiir tayini, i) PHA tirii polimerlerin bu Pseudomonas
ekstraklan tarafindan pargalanabilirliklerinin mikroskopik, spektroskopik, elektroforetik ve
kromatografik yontemlerle aragtinimasi seklinde siralanabilir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cihazlar

Spektrofotometrik ¢alismalarda olgiimler ATI Unicam UV2-100 model ift 1sin
yollu ve hucre kalnhg 10 mm olan kuvarz hiicreli ultraviyole-goriniir bolge
spektrofotometresi, ¢dzeltilerin hazirlanmasinda ise pH élgiimleri Jenway 3010 pH metresi
ile gergeklestirilmigtir. Elektroforetik ¢aligmalarda Hoffer, SE 600 model elektroforez
cihazi ve Hoffer DC PS 3000 marka gii¢ kaynag kullamlmustir. Polimer filmlerinin yiizey
morfolojisi ¢aligmalan igin, Jeol JSM-6400 model taramah elektron mikroskobu (SEM)
kullanilmugtir. Aynica kiiltiirlerin  hazirlanmasinda compact CO, serisi 5000 model
inkiibator ve Niive BM 102 model su banyolu hizi ayarlanabilir galkalayici kullanidmugtir.
(Cozeltilerin hazirlanmasinda, 1-10 pul. ve 10-100 pl. Socorex model 100-1000 pl. Volac
model ve 0.5-10 pL lik Biohit otomatik pipetleri, Velp model vorteks kanstinct ve
Chiltron model 1sitici-magnetik kangtinci kullanllmugtir.  Santrifiij iglemleri igin Heraus
marka yiksek hizh sogutmah santrifiij ve Hoefer MC1400 model mikrosantrifiij
kullamlmugtir.  Ultramembran filtrasyonu c¢aligmalan i¢in de Filtron marka 10k’hik
membran sistemi kullamlmugtir. Jel gegirgenlik kromatografisi (GPC) ¢alismalarinda ise
Shimadzu model C-R4A bilgisayar ve yazicisi, CTO-6A kolon finm, RID-6A refraktif
dedektor ve LC-9A sivi pompasindan olusan bir sistem kullandmustir. 16S rRNA
genlerinin gogaltilmasinda da Hybaid model PCR cihaz kullanilmugtir.

2.2. Kimyasal Maddeler

Magnezyum kloriir, sodyum kloriir, potasyum klorur, dipotasyum hidrojen fosfat,
potasyum dihidrojen fosfat, sodyum hidroksit, sodyum karbonat, bakir siilfat penta hidrat,
amonyum persiilfat, glasiyal asetik asit, metanol, gliserin, merkaptoetanol, diamonyum
hidrojen fosfat, magnezyum silfat, hidrojen kloriir, demir (IT) siilfat hepta hidrat,
mangan (II) kloriir tetra hidrat, kobalt (II) silfat hepta hidrat, bakir (IT) kloriir di hidrat,
ginkosilfat hepta hidrat, tetra hidrofuran (THF), potasyum siyaniir, kloroform, 2-pentanol,
2- propanol, etilendiamin tetra asetik asit sodyum tuzu (EDTA-Na), amonyum asetat, agar,
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etanol ve ekstragt kimyasallan, Merck A G (Darmstadt. Germanv)'den
saglanmugtir.

Glukoz, kalsiyum kloriir di hidrat, p-nitro fenil butirat (PNPB), trizma baz, bovin
serum albumin, sodyum potasyum tartarat, DNA polimeraz, DNA ligaz, RNaz, lizozim,
ampisilin, dATP, dGTP, dCTP, dTTP, sarkosil, guanidinyum tiyosiyanat, lauril silfat
sodyum tuzu (sodyum dodesil silfat, SDS), N VN’ N’-tetrametilen diamin (TEMED),
akrilamid, NN -metilen bis akrilamid, glisin, bromofenol mavisi, ditiyotreitol (DTT),
fenil metil silfonilflorir (PMSF), sodyum azid ve deoksikolik asit sodyum tuzu
kimyasallan, Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, USA)’dan temin edilmigtir.

Cahgmada kullamlan polimerler; polihidroksibutirat (PHB), polihidroksinonanoat
(PHN), polihidroksioktancat (PHO) homopolimerleri ve  polihidroksibutirat-
polihidroksivalerat kopolimeri (PHB-co-PHV) Aldrich-Chemie (Steinheim, Deutschland)
firmasindan saglanmigtir.

Kullanilan diger kimyasallardan baktotripton, Acumedia Manufacturers, Inc.
(Maryland, USA)’dan, Comassie blue R250, Fluka Chemie A. G. (Buchs,
Switzerland)’dan ve azot gaz1 ise Habag (Istanbul)’dan temin edilmistir.

2.3. Kullanilan izolatlar

Cahsmada kullanilan izolatlar, KTU Biyoloji béliimindeki stok kiiltiirlerden elde

edilmistir.
2.4. Cozeltilerin Hazirlanmasi
2.4.1. Tampon Cézeltilerin Hazirlanmasi

50 mM fosfat tamponu (pH=7.9); 1 L saf suda yaklasik 8.7 g K,HPO, ¢6ziilmesiyle
hazirlanan dibazik potasyum hidrojen fosfat ¢ozeltisinin belli bir hacmi 1 L suda yaklasik
6.8 g KH;PO,’in ¢oziulmesiyle hazirlanan monobazik fosfat gozeltisinin belirli bir hacmi
ile pH=7.9 oluncaya kadar titre edilerek hazirland.

1.5 M Tris HCl (pH=8.8) tamponu igin yaklagk 18.165 g trizma-baz saf suda
¢ozilip 1 N HCl ile pH=8.8 oluncaya kadar titre edildi ve yine saf su ile 100 mL’ye
tamamlandr. 1.0 M Tris. HCl (pH=6.8) tamponu igin yaklagik 12.10 g trizma-baz saf suda
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cozilip 1 N HCI ile pH=6.8 oluncaya kadar titre edildi ve vine saf su ile 100 mL’ye
tamamlandi. 0.1 M Tos.HC! (pH=8.5) tamponu igin yaklastk 3.03 g trizma-baz saf suda
cozillip 1 N HCI ile pH=8.5 oluncaya kadar titre edildi ve yine saf su ile 250 mL’ye
tamarnland.

2.4.2. Si1 ve Kat1 Besiyerlerinin Hazirlanmas:

2.4.2.1. Lauria-Bertani Agar (LBA) Besiyerinin Hazirlanmas:

10 g baktotripton, 5 g maya ekstrag, 5 g NaCl bir erlene konulup iizerine yaklagik
900 mL dd H,O ilave edildi. Bir magnetik kanstiric1 iizerinde iyice ¢oziildiikten sonra belli
konsantrasyondaki NaOH ¢ozeltisi ile pH 7.4 oluncaya kadar titre edildi ve yine dd H;O ile
1 L’ye tamamlandi Bunun igine katilagmayr saglamasi igin 12 g agar katiip su
banyosunda ¢oziildii. 121 °C’de ve 1 atm basing altinda 15 dakika bekletilmek suretiyle
sterilize edildikten sonra dolaba konulup gerektiginde kaynayan su banyosunda gevsetilip
kullamlid.

2.4.2.2. E’ Besiyeri Ortamimin Hazirlanmasi

1 L 1 N HCI'de 2.78 g FeSO4.7H,0, 1.98 g MnCl;.4H;0, 2.81 g CoSO4.7H;0,
1.67 g CaCl;.2H,0O ve 0.29 g ZnSO4.7H,0 1yice ¢oziildikkten sonra, bu ¢ozeltiden 3 mL
alindi ve bir miktar saf su iginde ¢oziilmis bulunan 1.1 g (NH4).HPO,, 5.8 g K;HPO,,
3.7 g KHPO4 ve 15 mL 0.1 M MgSO, ¢ozeltiye ilave edildi. 1 N HCI ile pH=7.0 olarak
avarlandi ve hacim saf su ile 1 L’ye tamamlandi. 121 °C ve 1 atm basing altinda 15 dakika
bekletilerek sterilize edildikten sonra dolaba konuldu ve gerektiginde kullamldi (Kim vd,
1996).

S besiyeri, E" besiyeri ortami ile nihai konsantrasyonu 20 mM olacak sekilde
glukoz igerece@ igin 200 mM glukoz stou da hazirlandi. Bunun igin 18.02 g glukoz saf
suda ¢Oziliip hacim yine saf su ile 500 mL’ye tamamlandi ve otoklavda (121 °C ve 1 atm
basingta, 15 dakika) sterilize edildi. Bu gsekilde esas karbon kaynag olarak hazirlanan
glukoz ¢ozeltisi dolaba konuldu ve gerektiginde kullanild:.
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2.4.3. PHB Depolimeraz Aktivitesinin Tayini ve Karakterizasyonu icin
Gerekli Cozeltiler

Uygun tampon ¢ozeltiler yaninda, enzim aktivitesinin karakterizasyonu igin
asagidaki ¢ozeltiler hazirlandi. 200 mM’hik stok substrat p-nitrofenil butirat (PNPB)
¢ozeltisi igin yaklagik 0.2092 g PNPB alkolde ¢ozilip yine alkolle 5 mL’ye tamamlandi.
Optimizasyon ve karakterizasyon g¢alismalan sirasinda bu ¢ozeltiden uygun hacimlerde
alimp reaksiyon kangimina konuldu.

Metal iyonlanmin PHB depolimeraz aktivitesine etkisinin incelenmesi amaciyla,
divalent Ca'? ve Mg, monovalent Na~ ve K* iyonlanmn kloriir tuzlanmn 100 mM’hk
stok ¢ozeltileri hazirlandi. Yaklagtk olarak 0.37 g CaCl,.2H;0, 0.15 g NaCl, 041 g
MgCL.6H,O ve 0.19 g KClI ayn ayn tartihp saf suda ¢ozildiikten sonra yine saf su ile
25’er mL’ye tamamlandi. Daha sonra uygun hacimleri alinarak gerekli seyreltmelerle
spektroskopik olgimler yapilds.

PHB depolimeraz aktivitesine inhibitor etkisinin incelenmesi i¢in DTT, deoksikolik
asit sodyum tuzu, potasyum siyaniir, sodyum azid, EDTA-Na, PMSF gibi kimyasallarin
100 mM’hk stok ¢ozeltilenn hazirlandi. Yaklasik olarak 0.154 g DTT, 0.414 g deoksikolat,
0.065 g potasyum siyaniir, 0.065 g sodyum azid, 0.292 g EDTA-Na ve 0.174 g PMSF ayn
ayn tartihip, PMSF alkolde, digerleri ise saf suda ¢oziliip 10’ar mL’ye tamamlandi. Daha
sonra uygun hacimlerde alinarak gerekli seyreltmelerle spektroskopik dlgiimler yapildi.

2.4.4. Protein Elektroforezi i¢in Gerekli Cozeltiler

Bu ¢aligma SDS mevcudiyetinde gergeklestirildi. Tris-Glisin SDS-Poliakrilamid jel
elektroforezi igin gerekli olan kangim ¢ozeltiler asagidaki tablolarda belirtildigi gibi
hazirlandi (Tablo 6 - Tablo 9).

230’luk akrilamid kangim ¢o6zeltisi igin 29 g akrilamid ve 1 g N, N~ metilen
bisakrilamid dd H;O’da ¢ozildi ve 100 mL’ye tamamlandi. Renkli sisede saklanip
gerektiginde kullamidi. %10’luk amonyumpersiilfat ise her kullammdan 6nce taze
hazirlandi. TEMED de orijinal sisesinden oldugu gibi kullanildi.

Tris-Glisin yiiritme tamponu igin 1.5 g trizma-baz ve 7.2 g glisin bir miktar
dd H,O’da ¢ozildia. Uzerine %10’luk SDS’den 5 mL konuldu ve yine dd H;O ile
500 mL’ye tamamlandi.
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Tablo 6. Tris-Glisin SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi i¢in ®512’lik ayirma jeli karisim:

Bilesen Hacim (mL)
dd H;O 33
%30 akrilamid karigim 4.0

1.5 M tris (pH=8.8) 25
%10 SDS 0.1
%10 amonyumpersiilfat 0.1
TEMED 0.004

Tablo 7. Tris-Glisin SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi igin %5’lik yiikleme jeli karigimu

Bilesen Hacim (mL)
dd H,O 1.4
%30 akrilamid karigim 033

1.0 M tris (pH=6.8) 0.25
%10 SDS 0.02
%510 amonyumperstilfat 0.02
TEMED 0.002

Tablo 8. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi igin boyama (staining) ¢ézeltisi karigim

Bilesen Miktar
Comassie blue R250 Ig
Glasiyal asetik asit 62.5 mL

Metanol 93.75 mL
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Tablo 9. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi igin boya uzaklastirma (de-staining) gozeltisi

karigimi
Bilesen Hacim (mL)
dd H,O 600
Glastyal asetik asit 100
Metanol 400

2.5. izolatlaria Kat1 ve Sivi Besin Ortamlarinda Biiyiitiilmesi

Onceden hazirlanip steril edilmis LBA besiyeri, steril petrilere dokiildiikten sonra
stok kiiltirlerden kigiik bir kisim bir 6ze vasitasiyla ¢izgi ekimiyle ekildi. Petriler 30 °C
de etitvde bir gece bekletilerek bakterilerin biiylimeleri saglandi. Boylece biyiitilen
bakterilerden bir daha stok kullanmamak {izere iki ii¢ haftada bir aym islemin tekrar
edilmesiyle, kirlenmemis bakteriler elde hazir tutuldu.

Sv1 besiyeri ortarmnda bakterilerin biiyiimesi ise sterilize edilmis, E~ besiyeri
ortamu ve 200 mM glukoz mevcudiyetinde (Biyoloji Bolimi Mikrobiyoloji
Laboratuvar’nda) yapilds. E” besiyeri ortam: ve 200 mM glukoz ¢ozeltisi stogundan sira
ile 9:1 oraninda birlegtirilerek sivi besiyeri hazirlandi (Brandl vd., 1988). Bunun igerisine
taze hazirlanmug kati besiyeri ortamindaki bakterilerden yine bir krom 0ze teli vasitasiyla
kuguk bir miktar birakilarak siv1 kiiltiire ekim yapilmig oldu. Bu iglem, degisik hacimler
icin bir erlen ya da bir kiiltiir tiipiinde yapildi. Kiiltiirler 30 °C’de 200 rpm hizla ¢alkalanan
sabit sicaklik su banyolu calkalayicida belirlenen sirede bekletilerek buyutildii. Bitiin siv1
besiyeri ortamindaki inkiibasyonlar 30 °C ve 200 rpm’deki sabit sicakhk su banyolu
calkalayicida gergeklestirildi.

2.6. Biiyiime Egrilerinin Elde Edilmesi

9:1 oramnda E' besiyeri ortamu ve 200 mM glukoz ¢ozeltisi ihtiva eden sv1
besiyerinin 5 mL’sinde bir gece bekletilerek biyutilen bakteri kiiltiirlerinden 2 mL alindi
ve yine sivi besiyerinin belirli bir hacmine ilave edildi. Daha sonra belli saatlerde alinan

kultir 6rmeklerinin 660 nm’de optik yogunluklan olgiildii. Spektrofotometrik olgiimler
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1 mL hacimi {0 mm isin yollu tek kullammhk kivetlerde vapildi Her o¢lgiimde sivi
besiyeri ortaminin 1 mL’lik hacmi, kontrol olarak kullanilirken alinan kaltiir dmekleri 1:1
oramnda siv1 besiyeriyle seyreltilerek absorbanslar okundu. Buna gore bilyiime egrisi
grafifi ¢izildi. Bu sekilde hazirlanan biiyiime egrilerinden bagka, E” besiyerine PHB ilavesi
ile olusturulan ortamda, izolatlarin inkiibe edilerek indiklenmenin de dikkate alindig1 bir
biiyiime egrisi grafigi de ¢izildi. Biitiin izolatlar i¢in ayn iglem tekrarland:.

2.7. Polimer Filmlerinde Kiitle Kaybmin Tespiti

Bu iglem, polimer filmlerinin hazirlanmas: ve hazirlanan polimer filmlerinin bakteri
kiiltirleriyle muamelesi olmak iizere iki kademede yapildi (Kasuya vd., 1996). PHB,
kloroformda ¢ozindiikten sonra petrilere dékildi. Cozica ugtuktan sonra petride film
haline gelen polimerin uygun kristallie gelmesi igin 3 hafta bekletildi. Boylece hazirlanan
filmden 1x1 c¢m ebadinda ve 120 pum kalinhginda o6rnekler hazirlandi. Bu filmler daha
sonra kiitle kaybi tespitinde ve yiizey morfolojisi ya da jel gegirgenlik kromatografisi
¢ahigmalarinda da kontrol olmas: amaciyla sakland: ve gerektiginde kullanildi.

Polimer filmlerinin kiltirlerle muamelesi sonrasinda kitle kaybin tespiti
¢ahigmas! igin kultirlerin biyiitillecegi sivi besiyeri ortamuna % 0.25 (w/v) olacak gekilde
polimer filmi de ilave edildi. Bu sekilde buyiitiilen kiltiirlerden 2 mL inokiiliim alinarak
icerisinde 10 mL E sm1 besiyeri : 200 mM glukoz ¢ozeltisi (9:1) ile Ix 1 cm ebadinda ve
uygun kalinlkta kesilmig, uygun knistaliteye sahip polimer filmlerinin bulundugu, sterilize
edilmis kapakh kiiltir tiiplerine ilave edildi ve 30 °C’deki sabit sicaklikh su banyosunda
islem baglatildi. 24. saatte reaksiyon ortamindan alman filmler saf su ile iyice yikamp
vakumlu desikatorde bekletilerek iyice kurutuldu ve kiitle kaybr tespit edildi. Daha sonra
bu filmler saklanip elektron mikroskobuyla yiizey morfolojisi ve GPC ¢aligmalarinda
kullanildi. Bu iglemler her bir izolat igin ayn ayn gergeklestirildi.

2.8. PHB Depolimeraz Enzim Ekstrakt: Hazirlanmas:

%0.25 (w/v) PHB igeren sivi besiyeri ortamina taze hazirlanmig kati besiyeri
ortaminda biiyiimis bakteriden ekim yapildi ve sabit sicaklik su banyolu ¢alkalayicida
belirlenen siirelerde inkiibe edildi. Kiiltirler sogutmal: santrifijde 10.000 x g’de 0-4 °C’de
15 dakika santrifiij edildi. Kati kissm aynlarak berrak kisim alindi. Berrak kisim buz
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icerisindeki 1. itk membrandan N: basinci altinda ultramembran filtrasyona tabi tutuldu
Bu sekilde yakiasik 10 kat deristirilen ekstrakt —34 °C’de kiigiik hacimler halinde sakland:
ve gerektiginde kullamldi (Brandl vd., 1988).

2.9. Protein Tayini

Ekstraktlardaki protein miktart Lowry metoduyla tayin edildi (Lowry vd., 1951).
Bu islemde standart olarak bovin serum albiimini kullanildi. Kalibrasyon igin bir seri
serum albiimin ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltilere %1 CuSQ4.5H;0 ve %2 Na-K tartaratin
0.1 N NaOH igeren ¢ozeltiye ilavesiyle hazirlanan ¢ozeltiden 1 mL ilave edilip 10 dakika
oda sicakhiginda bekletildikten sonra 1:1 oraminda seyreltilmis folin reaktifinden 0.10 mL
ilave edildi. Karanhkta 30 dakika kadar bekletildikten sonra 660 nm’deki absorbanslar,
standart serum albiimin ve enzim ekstrakti ornekleri igin okundu. Omeklerdeki protein

miktarlan pg/mL olarak tayin edildi.

2.10. “Clear-Zone” Teknigiyle Polimer Filmlerinin Parcalanmasimn
Incelenmesi

Bu calijma da besiyerinin ve polimer filmlerinin hazirlanmas: ve ekstraktlaria
muamelesi olmak tizere iki asamada yapidi (Schirmer vd., 1993). 0.1 M Tris-HCl
tamponu i¢in 3.03 g trizma-baz alimp bir miktar dd H,O’da ¢6zildiikten sonra 1 N HCl ile
pH=8.5 oluncaya kadar titre edildi ve yine dd H;O ile 250 mL’ye tamamlandi. Bunun
izerine %]1.5 (w/v) olacak sekilde agar ilave edilip kaynayan su banyosunda iyice
¢oziilldiikten sonra 121 °C’de 1 atm basing altinda 15 dakika bekletilerek sterilize edildi.
Bu sekilde hazirlanan bilesim sterilize edilmis petrilere dokuldikten sonra katilagmasi
beklendi. Bu esnada PHB, PHO, PHN ve PHB-co-PHV polimerlerinden belli bir miktarda
ahnip, belli miktardaki kloroformda ¢oziinerek igerisine de bir miktar Sudan kirmuzisi
boyar madde olarak katildi. Bu g¢ozeltiden bir kisum katilasan petri igeriklerinin {izerine
dokildii ve ¢oziich ugurulduktan sonra polimer filmleri de olugturuldu.

Boylece hazrianan besiveri ortamina Onceden hazirlanmug ekstraktin 200 pl.’si
yayilmaksizin ilave edildi. Bu ¢aligma, PHB i¢in zamana bagh olarak PHO, PHB-co-PHV
ve PHN i¢in 40 saatlik inkiibasyon sonunda kargpilagtirmal olarak yapildi. Petriler,
30 °C’deki etiivde bekletilmek suretiyle polimer filmlerinin par¢alanmas: takip edildi.
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2.11. PH. Depolimeraz Aktivitesinin Tayini

PHB depolimeraz aktivitesi spektrofotometrik olarak 400 nm’de, 30 °C’de ve 3 mL
reaksiyon kangimlan ile incelendi (Schirmer vd., 1993). Reaksiyon ortamu agagidaki gibi
hazirlandi. Kontrol olarak ise 3 mL’lik PNPB ve tampon kangimu kullanildi. 1 Unite, PHB
depolimeraz ile 1 pmol p-nitrofenolat’in pH=7.9’da ve 30 °C’de PNPB’den 1 dakikada
olusan miktan olarak alinmstir.

Tablo 10. PHB depolimeraz aktivitesi tayini i¢in reaksiyon karigim

Bilesen Hacim (uL)
10 mM PNPB 90

50 mM Fosfat Tamponu (pH=7.9) 2100
Ekstrakt 810
Toplam 3000

Belli zaman dilimlerinde toplanan kiiltirlerden kiigilkk miktarlarda ahnarak
hazirlanan ekstraktlardan belirtilen reaksiyon kangimina gére PNPB’nin fenolat iyonuna
donigme kinetigi aragtinldi ve aym zamanda aym ekstraktlarnin optik yogunluklan da
okunarak, hem optik yogunlugun hem de aktivitenin zamana bagh olarak degisimi grafigi

gizildi

2.11.1. PHB Depolimeraz Aktivitesine Substrat Konsantrasyonu Etkisi

Protein miktan sabit tutularak yapilan bu ¢alijmada, 200 mM PNPB ¢ézeltisi stok
olarak hazirlandi ve reaksiyon belirtilen sartlarda yapildi. Her bir élgiim i¢in PNPB’nin
degisen hacimlerine karyi tampon miktan da degistirilerek reaksiyon kangim 3 mlL’ye
tamamlandi. Bu c¢ahsma ile 0.2-10 mM nihai konsantrasyon olacak sekilde PNPB

konsantrasyonu degistirildi ve optimum substrat konsantrasyonu tayin edildi.
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2.11.2. PHB Depolimeraz Aktivitesine Protein Miktarinin Etkisi

Bu ¢alismada substrat konsantrasyonu sabit tutulup, protein igerigi bilinen
ekstraktlardan degisik hacimlerde alinarak bir seri reaksiyon kangim hazirlandi. Tampon
¢ozelti ile reaksiyon kangimimin hacmi yine 3 mL’ye tamamlandi. Degisen protein miktan
ile aktivite iligkisi incelendi.

2.11.3. PHB Depolimeraz Aktivitesine Metal iyonu Etkisinin incelenmesi

Monovalent Na’' ve K* iyonlanmn ve divalent Ca*? ve Mg™ iyonlanmin aktivite
iizerine etkisi incelendi. Bunun i¢in metallerin kloriir tuzlannin 100 mM’hk stok ¢o6zeltileri
hazirlandi. Metal iyonu ihtiva eden ¢ozeltilerden degisen hacimlerde reaksiyon kangimina
ilave edilip 5 yM - 50 mM araliginda nihai konsantrasyonlarda metal iyonu etkisi

incelendi.
2.11.4. PHB Depolimeraz Aktivitesine inhibitor Etkisinin incelenmesi

Bu ¢aliyjmada ise DTT, deoksikolik asit sodyum tuzu, sodyum azid, KCN,
Na-EDTA ve PMSF olmak iizere 6 degisik kimyasal maddenin, dért izolatin sahip
olabilecegi depolimeraz igin, bir inhibitér olup olamayacag: denendi. Bu kimyasallardan
KCN 0.005 mM, PMSF 0.05 mM, sodyum azid 0.05 mM, Na-EDTA 0.05 mM,
DTT 0.05 mM, deoksikolik asit sodyum tuzu 0.5 mM nihai konsantrasyonda olacak

sekilde hazirlanarak bir seri reaksiyon yapildi ve aktivite izerine etkisi aragtirildi.

2.12. Ekstraktlarda PHB Depolimeraz Mevcudiyetinin Elektroforetik Olarak
Incelenmesi

Ekstraktlarda PHB depolimeraz mevcudiyetinin elektroforetik olarak incelenmesi
SDS mevcudiyetinde vyapildi (Laemmli, 1970). SDS-PAGE (poliakrilamid jel
elektroforezi) i¢in Onceden hazirlanan ekstraktlar, agafidaki reaksiyon kangimina gére
elektroforeze hazir hale getirildi (Tablo 11). Reaksiyon kangimi, kaynayan su banyosunda
4-5 dakika bekletildi ve yikleme jelindeki kuyucuklar dolana (yaklagkk 200 pl) kadar
yiukleme yapildi. Daha sonra gii¢ kaynag: ¢ahstinldi ve 35 mA’lik akim 4-5 saat boyunca
gegcirildikten sonra jelin boyanmas: islemi yapildi. Fazla boya jelden uzaklastinldiktan
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sonra, protein bantlan jel Gzerinde goéruniir hale getirildi Standartlarla karsilastirilarak.

gorinir hale getirilen bantlarin molekiil agirligi tespit edildi.

Tablo 11. SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi igin niimune hazirlama reaksiyon kangimi

Bilesen Hacim (uL)
1 M Tris. HCI (pH=6.8) 32
%10 SDS 150
Gliserin 50
%0.1 Bromofenol mavisi 50
Merkaptoetanol 68

Protein Ornegi (Ekstrakt) 350

2.13. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Yiizey Morfolojisinin
Incelenmesi

Bu ¢abgyma, KTU Makine Miihendislizi bolimi Elektron Mikroskobu
Laboratuvari’'nda su sekilde gergeklestirildi. Kiitle kaybi tayini gahgmasi i¢in bakteri
kiiltiirlerine maruz birakilan ve higbir igleme tabi tutulmamig polimer filmlerini 6ncelikle
iletken hale getirmek maksadiyla, 10° mmHg’lik bir vakum ortaminda, spatiil yontemiyle
3-5 °A kahnhginda altin tabakas: ile kaplandi. Altin kaplanan filmler SEM’deki vakumlu
nimune odacigma alindi ve mikroskopla degisik biyiitmelerle yiizey morfolojisi

arastirildi.
2.14. Jel Gegirgenlik Kromatografisi (GPC) ile Molekiil Kiitlesi Tayini

Bu ¢ahsma da once kitle kayb: tayini galismasi igin bakteri kiltirlerine maruz
birakilan ve daha sonra uygun islemlerle kurutulan PHB filmleri ve bir de kontrol olmas
amaciyla herhangi bir igleme tabii tutulmamis PHB filmi bir miktar destillenmis THF’de
¢Oziindii. Daha sonra 0.75 mlL/dakika bk akig hiz1 ile kolondan gegirilen film ¢ozeltilerinin
kromatogramlan ahnarak molekul kiitlesi tayin edildi. Aletin kalibrasyonu igin 2500,
50.000, 90.000 ve 200.000 g/mol molekill kitlesine sahip olan polistiren 6rnekleri de
standart olarak kullanildi.
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2.15. 16S rRNA Genlerinin Dizin Analizinin Yapiimas:

Pseudomonas tirleri oldugu bilinen izolatlarm 16S rRNA genlerinin klonlanip baz
siras1 tayin edildikten sonra tiir tespiti yapildi. Bu ¢aligmamn baz sirasimn tayinine kadar
olan kisrm Biyoloji Bélimii laboratuvarlannda bes kademede gerceklestirildi. Ancak
orneklerin baz siras1 Davis Sequencing LLC (California, USA) tarafindan tespit edildi. Bu
bes kademe su islemleri igermektedir.

a. Izolatlardan genomik DNA’lann izolasyonu.

b. 168 rRNA genlerinin PCR ile arttinlmas:.
16S rRNA genlerinin klonlanmasi.

Plazmid transformasyonu ve plazmid DNA’lann izolasyonu.
€. Dizin analizinin yapilmasi ve tiir tayini.

a o

2.15.1. Genomik DNA’nm izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu, Pitcher ve arkadaglanmn gelistirdii metoda gore
yapildi (Pitcher vd., 1989). Elde edilen siv1 kiiltiirler, Gremelerinin eksponansiyel fazinda
1.000 x g’de 15 dakika santrifiijjlenerek ¢oktiiriildii. Daha sonra, tstteki sivi kisim dokiildi
ve kati kismu saklandi. Elde edilen bu kat: kisim, 100 ul. 50 mg/mL oraninda lizozim
iceren TE tamponunda (10 mM Tris-HCl: 1 mmol EDTA, pH=8) ¢ozuldi. Hiicreler,
0.5 mL 5 M guanidinyum tiyosiyanat , 100 mM EDTA ve %0.5 (v/v) sarkosil ile
pargalandi. Hucre saspansiyonu daha sonra iyice vortekslenerek kanstinldi Tipler,
hiicrelerin tamamimin pargalanmasi igin 5-10 dakika buz banyosunda bekletildi. Daha
sonra tzerlerine 0.5 mL 7.5 M soguk amonvum asetat ilave edildi, kanstinld: ve 10 dakika
daha buz banyosunda bekletildi. Daha sonra, tizerine 0.5 mL kloroform:2-pentanol (24:1)
ilave edildi ve kangtinldi. Fazlar tamamen kangstinldiktan sonra ele gegen siispansiyon bir
pastor pipeti yardimiyla 1.5 mL’lik ependorf tupe aktanldi. 16.000 x g’de 20 dakika
santrifijj edildi. Ust faz bagka bir tiipe aktanldi. Uzerine 0.54 mL soguk 2-propanol ilave
edildi. Tupler 1 dakika ters-diiz edilerek soliisyonlar kangtinldi, 6500 x g’de 20 saniye
santrifiij edilerek ¢oktirildi. Cokelek 500 mL %70 lik etanolle yikandi ve agik havada
kurutuldu. Elde edilen DNA pelleti, 50-100 uL steril dd H;O da ¢ozilerek —20 °C’de
saklandi.
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2.15.2. PCR (Polimeraz Zincir Reaksivonu) Yontemiyle 16S rRNA Analizi

16S rRNA’yt kodlayan DNA, saflagtinlan genomik DNA’dan UNI16S-L
(5’ATTCTAGAGTTTGATCATGGCTCA) sirasina sahip forward primeri ile UNI16S-R
(5’-ATGGTACCGTGTACGGGCGGTGTGTA) sirasina  sahip revers  primerleri
kullamlarak PCR ile ¢ogaltildi. Kullamlan forward primeri, E. coli 16S rRNA geninin
11-26. pozisyonlarina gore diizenlenmisken, revers primeri ise yine bu genin 1411-1393.
pozisyonlanna gore diizenlenmistir (Brosius, J., 1978).

PCR reaksiyonlannin sartlan, Beffa ve arkadaglanna gore olusturuldu (Beffa vd,,
1996). 12 ng kalip DNA, 5 ul. 10XPCR tamponu (100 mM Tris-HCI, pH=8.3, 500 mM
steril KClI), 1.5 mM MgCl,, 1 iinite Taq DNA polimeraz, 0.25 mM forward primeri, 0.25
mM reverse primeri 170 mM dATP, 170 mM dCTP, 170 mM dGTP, 170 mM dTTP
kangimi steril dd H,O ile 50 uL ye tamamlandi. Cogaltma islemi 500 pL’lik tiplerde
yapildi. Reaksiyon sicakliklan ve siireleri su gekilde ayarlandi. Ik denaturasyon basamag
95 °C‘de 2 dakika olarak gergeklestirildikten sonra 36 dongii 94 °C‘de 1 dakika
(denatiirasyon igin), 56 °C‘de 1 dakika (hibridizasyon igin) ve 72 °C‘de 2 dakika
(polimerizasyon i¢in) bekletilerek gergeklestirildi.

2.15.3. 16S rRNA Genlerinin pNOT Vektoriine Klonlanmasi

Ik olarak, pNOT vektori, sarkik T ucunun olusturulabilmesi igin XcmI restriksiyon
enzimi ile kesildi. Kesilmenin tam olarak ger¢eklesip gerceklesmedigi agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edildi. Agaroz jelden kesilip kullanima hazir hale getirilen vektore
PCR ile ¢ogaltilan sarkik A ucuna sahip PCR drunlerinin baglanmast i¢in ligasyon
reaksiyonu yapildi. Bu reaksiyon su sekilde gergeklestirildi. 1 pL 10xligasyon tamponu,
3 uL pNOT (Xcml ile kesilmis), 5 uL PCR drini ve 1 uL T4 DNA ligaz reaksiyon
bilesenlerini olugturacak sekilde bir tiipe konuldu ve 16 °C’de bir su banyosunda bir gece
bekletildi. Boylece vektériin sarkik T ucu ile PCR irinlerindeki sarkik A ucunun

yapigmasi sagland:.
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2.15.4. Gece Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

E. coli JM 101 stok kiiltiiriinden bir 6ze yardimiyla tek bir koloni almp 2 mL LB
sivi besiyerine ekim yapildi ve bir gece 30 °C’de 200 rpm hiz ile ¢alkalanan su banyosunda
12-16 saat kadar biyitildi. Bu kiiltiirlerden 30 mL lik LB’ye ODgpo=0.1 olacak sekilde
taze kiiltiir aglandi ve ODggo=0.45-0.50 oluncaya kadar calkalayicida bilyiitiildi. Istenilen
yogunluga ulagan bu hiicreler kompotent hiicre hazirlamak igin kullanildi.

2.15.5. Kompetent Hiicrenin Hazirlanmasi

Optik yogunlugu 0.50 civarinda olan hiicreler buz banyosunda 10 dakika bekletildi
ve 2000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim atildiktan sonra ¢okelege 10 mL
100 mM’lk soguk ve steril CaCl; ilave edilip, nazikge sallanarak homojen hale gelmesi
saglandiktan sonra 30 dakika buz banyosunda bekletildi Daha sonra 2000 rpm’de
15 dakika santrifiij edilip sivi kisim atildi ve tekrar gokelegin iizerine soguk ve steril
100 mM CaCly’den 2 mL ilave edildi (Maniatis, T., 1982). Elde edilen kompotent hicreler
taze olarak kullamld: veya kullamhincaya kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

2.15.6. Plazmid Transformasyonu

Calismamn bu bolimiinde 16S rRNA genlerinin klonlandig pNOT vektori E. coli
JM 101’e transfer edildi. Biri kontrol olmak iizere her bir plazmid i¢in 2 tip hazrlandi
Kontrol tiplerine sadece 200 uL. kompotent hiicre, diger tiiplere ise 200 pL kompetent
hiicre ve oOnceden hazrlanan plazmidlerden elde edilen plazmid DNA’sindan 1 pL
konuldu. Hazirlanan bu tiipler sirasiyla +4 °C’de 30 dakika ve 45 °C’de 2 dakika bekletildi
ve 0.8 mL LB ilave edildikten sonra 30 °C’de 1 saat yavasca sallanarak antibiyotiklere
diren¢ kazanmalan i¢in inkibasyona birakildi Biyiyen kilturler, 50 pug/ml ampisilin
ihtiva eden agar iizerine bagetle yayildi ve petriler 30 °C’de 24 saat inkiibasyona ahnarak,
plazmid ihtiva eden hiicrelerin bilyiimeleri saglandi. Inkiibasyon sonucu olusan koloniler
teker teker kiirdanla alinarak, ampisilin igeren 2 ml LB’ye ekildi ve bir gece buyimeye
birakildi.



43

2.15.7. Plazmid DNA izolasyonu

Bu iglem Maniatis ve arkadaglanmin gelistirdigi yonteme goére yapidi (Maniatis
vd., 1982). Antibiyotik ve LB besiyerinde biyiitiilen kiiltiirler 8000 rpm’de 1-2 dakika
santrifiij edildikten sonra ¢okelek, belli oranlarda alinarak 50 mM glukoz, 25 mM tris-HCl
(pH=8.0) ve 10 mM EDTA dan olugan kangim ¢ozeltinin 200 ul.’sinde vortekslenip
¢oOziindii. 4 mg/mL olacak sekilde lizozim ilave edildi ve 5 dakika buz banyosunda inkiibe
edildi. %1 SDS ihtiva eden taze 0.2 N NaOH ¢ozeltisinden 400 pL ilave edilip nazik¢e
kangtinld1 ve tekrar 5 dakika buz banyosunda bekletildi. 300 ul. 7.5 M amonyum asetat
¢ozeltisinden ilave edildikten sonra tekrar nazikge kangtinldi ve buz banyosunda 10 dakika
bekletildi. 11.000 rpm’de 15 dakika santrifiyj edildikten sonra berrak kisim bir ependorf
tiipe aktanip kendi hacmi kadar 2-propanol ilave edilip 10 dakika bekletildi ve 13.000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Cokelek %70’lik etanol ilavest ile yikandi, vortekslendi
sonra da 13.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Cokelek kurutulduktan sonra 100 uL. H,O
ve 1 mg/mL ‘lik 1 pl. RNaz ilavesi ile tekrar siispansiye edildi ve agaroz jele tatbik
edilerek klonlanmanin gergeklestigi gozlendi.

2.15.8. 16S rRNA Genlerinin Dizin Analizinin Yapilmas: ve Tiir Tayini

Dizin analizi tayini ig¢in hazir hale getirilen 16S rRNA genleri uygun bir sekilde
ambalajlandiktan sonra Davis Sequencing LLC (California, USA)’ya baz sirasi tayini igin
gonderildi. Alinan baz sirast sonuglarna gore bu izolatlarin yeni bir Pseudomonas tiri

olup olmadigina karar verildi.



3. BULGULAR

Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Bolimii’nden saglanan ve Pseudomonas
tiirleri oldugu bilinen dort izolatin polihidroksibutirat (PHB), polihidroksioktanoat (PHO),
polihidroksinonanoat (PHN) homopolimerleri ile polihidroksibutirat-polihidroksivalerat
kopolimerini (PHB-co-PHV) igeren filmleri pargalama yetenekleri arastinldi. Uygun
ortamlarda kristallendirilen filmlerin bu izolatlar tarafindan pargalanma o6zellikleri, sulu
ortamlarda veya kati ortamlarda cesitli teknikler yardimiyla incelendi. Jel gegirgenlik
kromatografisi (GPC) ile filmlerin molekiil agirhklarindaki azalmalar takip edildi. Kontrol
filmlerle beraber isleme konulmug filmlerin agirliklannda gozlenen bu azalmalanin sebep
oldugu yiizey morfolojisindeki degigmeler taramal elektron mikroskobu (SEM) yardimiyla
alinan fotograflar izerinde gozlendi. Bu izolatlarin, hazirlanan filmler iizerinde yaptit bu
degisimler ayrica “clear-zone” adi verilen kati besiyeri {izerinde gerceklestirilen ve
bakteriyal  tiirlein  polihidroksialkanoatlan ~ (PHA)  pargalama  6zelliklerinin
tammmlanmasinda yaygin olarak kullamlan bir yontem ile izlendi. Zamana bagh olarak
Sudan kimizisi ile boyall filmlerdeki degisimler kaydedildi. Bu sonuglardan hareketle,
cahgilan izolatlarda mevcut olabilecek ve polimerlerin pargalanmasim saglayabilecek bir
depolimerazin varhi@, sodyum dodesilsilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
ile elde edilen sonuglarin, daha Onceki venlerle karsilagtinlmas: ile belirlendi. Ayrica
depolimeraz enziminin PHB polimerleri i¢in 6zel olan substrat 6zginliigi, inhibitor ve
metal duyarhh@ goraniir bolge spektroskopi yontemiyle belirlendi.

Bir bakteri izolatimin polimer pargalama gibi 6zel bir yeteneginin olmasindan dolay:
bu izolatm hangi tire ait oldugunun belirlenmesi olduk¢a onemlidir Boyle bir
karakterizasyon yaygin olarak izolain 16S rRNA analizinin yapilmas: ile ortaya
konmaktadir. Bu amagla, g¢alismada kullamlan bitin izolatlann 16S rRNA genleri
kimyasal yontemlerle izole edilip polimeraz zincir reaksiyonu yardimiyla ¢ogaltildi. Uygun
bir vektore klonlandiktan ve Escherichia coli’ye transformasyondan sonra genomik
pargaciklann baz sirasi tayin edildi. Baz dizilen internet yardimiyla g¢esitli veri
bankalanndaki dizilerle kargilagtinlarak homoloji aragtinidi. Bu veriler yaninda izolatlanin
daha Once belirlenmig biyokimyasal, fizyolojik ve morfolojik ozellikleri de karsilagtinlarak
tar tayinlen yapildu.
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3.1. izol: 1farin Kati Besiyeri Ortaminda Biiyiitiilmesi

Bir 6ze vasitasiyla onceden hazirlanmig ve steril edilmis LBA besiyeri Gizerine ¢izgi
ekimle aseptik transferi yapilan izolatlar 30 °C’de 1 gece bekletilerek buyitildi ve
fotograflan alindi (Sekil 9). 24 izolatiin koloni olusturmaktan gok kati besiyeri lizerine
yayilarak tabaka halinde biyidigi digerlerinin ise koloni olusturmaya daha meyilli
olduklan gozlendi.

Sekil 9. LBA besiyeri ortaminda 30 °C’de ve 1 gece buyutiilen izolatlar. a) 11 izolat;
b) 21 izolats; ¢) 24 izolat1 ve d) 38 izolati
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3.2. [z« -darn Sivi Besiyeri Ortaminda Biiyiimeleri ve Biiyiime Profilleri

Stw1 kiiltiir ortaminda biyutiilen izolatlardan sadece 24 nolu izolatin kahverengimsi
pigment olusturarak biyidugi fakat digerlerinde pigment olugmadign gozlendi. Belirli
zaman dilimlerinde sivi besiyeri (E*) ortamunda biyitilen izolatlardan alinan kugik
kistmlarin 660 nm’deki optik yofunlufunun zamana kargi noktalanmasi ile biiyiime
egrileri ¢izildi (Sekil 10). Bu egrilerden de gorildiagi gibi 11 izolatinun E* ortaminda
oldukg¢a yavag bayidigu 21, 24 ve 38 izolatlarimn ise bu besiyeri ortamina ¢ok daha kolay
adapte oldugu gorilmustir. Yine bu izolatlann biiylime egrilerinin birbirine oldukga
benzedidi ancak 24 ve 38 izolatlarinin daha iyi biyiidiigi tespit edilmigtir.
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Sekil 10. E* besiyeri ortaminda Pseudomonas izolatlanmn biyiime profilleri

3.3. izolatlarin Polihidroksibutiratla Indiiklenmesi ve Depolimeraz Aktivitesi

E* siv1 besiyeri ortamuna PHB graniilleri ilave edilerek izolatlann boyle bir ¢evre
sartinda inditklenme yetenekleri incelendi. Aynica bu sartlar altinda biiyitiilen kiiltirlerden
hazirlanan  ekstraktlann p-nitrofenilbutirat substratim p-nitrofenolata hidrolizleme
yetenekleri depolimeraz aktivitesi Olglisi olarak her bir izolat igin tespit edildi. Hem
indiiklenme profilleri ve hem de depolimeraz aktiviteleri biiylime zamanina bagli olarak
kaydedildi.
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PHB ilave edilmemis ortamdaki buyime davransi ile karsilastinldiginda 11 izolat:
polimerin ilave edilmesi ile mikemmel bir indiiksiyon saglamigtir Buna bagh olarak

1 Unite diizeylerine kadar bir depolimeraz aktivitesi gosterebilmigtir (Sekil 11).
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Sekil 11. 11 izolatmin PHB ile indiikklenmesi ve depolimeraz aktivitesinin biiyiime
zamanina bagh olarak degigimi

21, 24 ve 38 izolatlannin indiklenmeye bagh olarak depolimeraz aktiviteleri
profilleri farkliliklar gostermigtir. 21 izolatr 12 saatlik bir periyottan sonra inditklenebilmig
ve yine 12. saatten sonra artan bir depolimeraz aktivitesi ortaya gikmugstir (Sekil 12).
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Sekil 12. 21 izolatmn PHB ile indiikklenmesi ve depolimeraz aktivitesinin biiyiime
zamamna bagh olarak degigimi
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24 ve 38 izolatlan indiiklenmeye bagl olarak olduk¢a uyumlu bir sekilde
depolimeraz aktivitesi gostermigtir. 24 izolati ozellikle yaklasgik 29. saatte 38 izolati ise
18. Saatte bilyiime profilinde bir maksimuma ulasmig ve aym zamanda, depolimeraz
aktivitesi de 24 izolat: durumunda yaklasik 2 Unite (Sekil 13) ve 38 izolati durumunda ise
17 Unite (Sekil 14) olarak en yiiksek diizeylerine varmustir.
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Sekil 13. 24 izolatmin PHB ile indiiklenmesi ve depolimeraz aktivitesinin biyiime

zamanina bagh olarak degigimi
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Sekil 14. 38 izolatmin PHB ile inditklenmesi ve depolimeraz aktivitesinin biyiime
zamanma bagh olarak degisimi
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3.4. Polimer Filmlerinde Kiitle Kaybinin Tespit Edilmesi

PHB’tan hazrlanan uygun kristallikte polimer filmlerinin Pseudomonas izolatlan
tarafindan parcalandifim izlemek amaciyla uygulanan tekniklerden biri, dogrudan polimer
filmlerindeki kiitle kaybinin tespit edilmesidir. 24 saatlik zaman dilimleri igerisinde kultir
ortammna daldinlan filmlerdeki kiitle kaybi, ilk agirhklan ile karglagtinlarak yapilds
(Tablo 12). Bu zaman dilimi igerisinde 24 izolatiin PHB filmlerinde yaklagik %29’luk bir
kitle kayb: ile digerlerinden ¢ok daha etkin bir gekilde filmleri pargaladifi gorilmagtiir.
Diger izolatlar ise birbirine olduk¢a yakin bagil kayiplara sebep olmuslardir. Sadece
24 izolat: ile 120 saate kadar yapilan inkiibasyonlarda bu pargalanma miktarlan 6nemli
derecede arttif gozlenmistir.

Tablo 12. E* kiiltiir ortaminda Pseudomonas tiirleri tarafindan 1 cm?® lik PHB filmlerinin
24 saatlik bir zaman diliminde pargalanmasina bagh olarak kiitle kayb

Pseudomonas tiirii Izolat 11 Izolat 21 1zolat 24 Izolat 38
Filmin ik kitlesi (mg) 28 24 41 29
Filmin son kitlesi (mg) 25 22 29 2.7
Kitle kaybi (mg) 03 02 12 02
Kiitle kayb1 % 10.7 83 292 6.9

3.5. Pseudomonas izolatlan ile Parcalanan Filmlerin Jel Gecirgenlik
Kromatografisi ile Molekiil Kiitlesinin Tayini

Pseudomonas izolatlannin PHB filmlerimi parcaladifim gosteren diger bir delil ise
jel gegirgenlik kromatografisi (GPC) ile filmlerin moleku!l kutlesindeki azalmanin tespit
edilmesidir. GPC ile molekiil kitlesinin belirlenmesi i¢in bakteri kiiltiirlerine maruz
birakilan filmlerle boyle bir pargalanma iglemine tabi tutulmamus filmlerin molekiil
kitlesindeki degismeler karsilagtinldi. Bu amagla polimer filmlerinde en fazla kiitle
kaybinin gozlendigi 11 ve 24 izolatlanmin kullanildigr filmler GPC ile izlendi. Once
kontrol filmlerinin tetrahidrofuran (THF) ¢ozeltileri sisteme enjekte edilerek molekiil
kitleleri, kromatogram yardimiyla bulundu. Pseudomonas izolatlan ile 24 saatlik
bozunmaya maruz birakilan filmlerin molekiil kiitlesi bulundu ve kontrol filmleri igin
okunan degerlerle kargilagtinldi (Tablo 13). Bu degerlerden her iki izolatin da filmlerin
molekiil kiitlesinde 6nemli degismelere sebep oldugu, 11 izolatimin bu zaman diliminde
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vaklagik %30 ve 24 izolatiin ise filmlerde °517 kadar bir molekill kiitlesi kaybr

gergeklestirdigi gozlenmistir.

Tablo 13. E* kiltir ortaminda Pseudomonas tirleri tarafindan 24 saatlik bir zaman
diliminde parcalanan PHB filmlerinin, GPC ile molekiil kiitlesi degigmeleri

Pseudomonas turu ile Alikonma  Molekul kiitlesi ~ Molekal kutlesi
parcalanan polimerik madde zamani (dk) (g/mol) azalmasi (%)
Kontrol PHB 8.78 266000 -

izolat 11 ile bozunan PHB 8.95 188500 30
1zolat 24 ile bozunan PHB 8.92 221000 17

3.6. “.Clear-Zone” Teknigi ile Polimer Filmlerinin Parcalanmasinin
Incelenmesi

“Clear-zone” tekniginde, kati bir besiyeri iizerinde hazirlanan polihidroksialkanoat
(PHA) filmi tzerine damlatilan bakteri ekstraklarinin polimer filmleri pargalama
yetenekleri izlendi. Bakterilerin film uzerinde biiyiimesine bagh olarak ilave edildikleri
bolgede berrak bir halka olusturmalan ortama ilave edilen Sudan kirmizisi boyast ile tespit
edildi. Boyle bir galigmada, Pseudomonas izolatlannun PHB'yi pargalamalan 10 saat
araliklarla 40 saat boyunca izlenmis ve PHN, PHO homopolimerleri ve PHB-co-PHV
kopolimeri igin ise sadece 40 saatlik bir zaman dilimi sonunda filmlerdeki degisimler takip
edilmisti. PHO durumunda sadece 11 izolat etkinlik gostermis ve bu polimeri

parcalamugtir (Sekil 15).

(a)

Sekil 15. PHO polimerinin 11 izolati ile par¢alanmasinin “clear zone” teknigi ile izlenmesi.
a) kontrol filmi ve b) ekstrakta maruz birakilmig film
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PHN d munda ise 21, 24 ve 38 izolatlan bu polimeri tiketerek etkinlik
gostermiglerdir. Calgilan tim PHA filmleri igerisinde PHN filmlerinin digerlerinden farkh
olarak hemen hemen biitiin Pseudomonas tirleri tarafindan pargalandigi ve 24 izolatimin bu

pargalama isleminde en etkin oldugu gozlenmistir (Sekil 16).

(©)

Sekil 16. PHN polimerinin 24 ve 38 izolatlan ile pargalanmasinin “clear zone™ teknigi ile
izlenmesi. a) kontrol filmi, b) 24 izolauna maruz birakilms film ve
c) 38 izolatina maruz birakilmus film

PHB-co-PHV kopolimeri ise sadece 21 izolat tarafindan parcalanabilmistir
(Sekil 17). 40 saatlik bu sireg ierisinde PHN, PHO homopolimerleri ve PHB-co-PHV
kopolimeri durumunda filmlerin pargalandigi gozlenirken PHB filmlerinin parcalanmasi ile
ilgili bir degisiklik gozlenmemistir (Tablo 14).
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(@) (b)

Sekil 17. PHB-co-PHV kopolimerinin 21 izolat: ile pargalanmasinin “clear zone” teknigi
ile izlenmesi. a) kontrol filmi ve b) ekstrakta maruz birakilmg film

Tablo 14. “Clear-Zone” teknigi ile polimer filmlerinin par¢alanmasi

PHB PHN PHO PHB-co-PHV
Zaman (saat)
Izolat 10 20 30 40 40 40 40
11 - - - - - i -
21 - - - - o - -
o 3 = s - = -
38 - - - - + - -

3.7. Taramah Elektron Mikroskobu ile Parcalanan Filmlerin Yiizey
Morfolojisinin Incelenmesi

Taramali elektron mikroskopi teknigi, polimer filmlerin yiizeylerindeki morfolojik
degismelerin kapsamli olarak ortaya konuldugu oldukga 6nemli ve giiglii bir tekniktir. Bu
teknik PHB filmlerinin yiizeylerinde olabilecek bozunmalar igin bu g¢alismada
kullamlmugtir. Bu amagla, kiitle kaybi tayini galismasi igin her bir izolat kiiltiiriine 24 saat
maruz birakilan filmler ile higbir isleme tabi tutulmamus filmlerin elektrografileri alinarak

yiizey morfolojisi incelendi. PHB filminin, par¢alanma isleminden onceki taramah
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elektron mikrografisinde piiriizli viizeyler icerisinde nokta halinde cukurlanin oldugu

kolayca gorilmektedir (Sekil 18).

Sekil 18. Pseudomonas izolatlarina ve biyobozunmaya maruz birakilmadan énce PHB
filmi yizeyinin taramals elektron mikrografisi

Pseudomonas izolatlan ile 24 saat inkiibe edilmis PHB filmlerinin yiizeylerinde iki
farkli morfolojik degisme gozlenmistir. 11, 21 ve 38 izolatlan durumunda (Sekil 19 b, ¢, d)
kontrole gore hem filmlerin yizeyinde piiriizlilikte bir azalma ve hem de baz bolgelerde
duzensiz gukurlarin olustugu gozlenirken 24 izolati durumunda gukurlann sayisinda ve
biyikliginde bir artis olmakla beraber daha ¢ok filmin yiizeyinde 6nemli degismeler soz
konusudur (Sekil 19 a). 11, 21 ve 38 izolatlan tarafindan belirgin bir sekilde degisime
ugratilan filmlerde de daha gok yine diizensiz qukurlarin varli@ gozlenmistir. Bu qukurlar,
polimerin yiizeyden i¢ kisimlanina dogru bir erozyonun oldugunu agik¢a ortaya
koymaktadir (Sekil 19 b, ¢, d). Aynca, 11 ve 38 varliginda polimer filmlerdeki diizensiz
cukurlar bolgesellik gosterirken 21 izolati durumunda ¢ok sayida birbirine oldukga yakin
mevkilerde bu cukurlar ortaya gtkmaktadir (Sekil 19 c).
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Sekil 19. E* besiyerinde Pseudomonas izolatlanmin 24 saatlik bir slire¢ igerisinde
parcaladigi PHB filmlerinin taramah elektron mikrografisi. a) 24 izolat
varhiginda filmin yizeyinin mikrografisi, b) 11 izolati varliginda filmin
yuzeyinin mikrografisi ¢) 21 izolati varliginda filmin yiizeyinin mikrografisi ve
d) 38 izolat1 varliginda filmin yiizeyinin mikrografisi
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3.8. PHB Depolimeraz Varhgmmn Elektroforetik Olarak incelenmesi

Hem indiiklenme profilleri ve hem de depolimeraz aktiviteleri bityime zamamna
bagh olarak kaydedilen Pseudomonas tiirlerinde mevcut olabilecek bir depolimerazin
varhginin ortaya konabilmesi i¢in kullanilan diger bir teknik elektroforezdir. Sodyum
dodesil siilfat varliginda gergeklestirilen poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
depolimeraz aktivitesini saglayan altbirimlerin sayis1 hakkinda da bilgi edinilebilir.
Pseudomonas kiltirlerinin 24-33 saatlik zaman diliminde 3 er saat ara ile alinan
omeklerde PHB depolimeraz mevcudiyeti bilyiime zamanina bagh olarak ahisildi. 20 mL
kiiltiirden alinan 6rneklerin protein igerigi belirlendikten sonra ozellikle 24 izolatinin
protein igerigi elektroforeze uygulanabilecek diizeylerde bulundu. Buyiitilen 24 nolu
izolattan belirli inkiibasyon zamanlarda aliman homojenatlarin elektroforetik profilleri
incelendiginde, 24. saat ve daha sonrast igin 25 kDa civarinda iki bandin varh: yaninda

40 kDa‘un iizerinde gesitli peptitlerin varhig tespit edilmigtir.

66 kDa

36 kDa
29 kDa

24 kDa

20 kDa

Sekil 20. 24 nolu izolatin bilyitilmesi swasinda gesitli zaman dilimlerinde alinan
omeklerdeki ekstraseliller kangimlarin SDS-PAGE profili. Jele yiiklenen
ornekler su siradadir: 1, molekiil kitleleri bilinen standart proteinler; 2-5
sirasiyla 24, 27, 30 ve 33. saatlerde kiiltiirlerden hazirlanan ekstraseliler
kangimlarin elektroforetik profillerini gostermektedir.



56

3.9. PHi Depolimeraz Aktivitesinin Karakterize Edilmesi

PHB depolimeraz aktivitesinin elektroforez yaninda daha detayh karakterize
edilmesi amaciyla hazirlanan ekstrakttaki aktiviteye protein miktarimin, substrat

konsantrasyonunun, gesitli metal iyonlarinin ve genel inhibitorlerin etkisi incelenmistir.

3.9.1. PHB Depolimeraz Aktivitesine Protein Miktarinin Etkisi

Protein tayini, PHB depolimeraz aktivitesinin optimizasyonu ve elektroforez
¢aligmalan igin yapildi ve hazirlanan her yeni ekstrakt igin tekrarlandi. Bu islemlerde
standart olarak sigir serum albumin kullamld: ve 20 mL kailtiir ekstraklarinda protein
igerikleri ortalama olarak 11 izolati igin 27 pug/mL, 21 izolat: igin 48 pg/mL, 24 izolat: igin
344 pg/mL ve 38 izolat: igin ise 52 pg/mL olarak tespit edildi.

PHB depolimeraz aktivitesinin ekstraktlardaki protein igerigi ile degisimi reaksiyon
kangimu igerisinde nihai konsantrasyonu 1.15-114 pg/mL protein olacak sekilde degisik
protein miktarlan igin denendi. Substrat olarak p-nitrofenilbutirat (PNPB) *in kullanildig
reaksiyonun hidroliz hizinin protein miktan ile degigimi bir hiperbol vermistir (Sekil 21).

Depolimeraz aktivitesi (Unite)

Protein konsantrasyonu (ug/mL)

Sekil 21. 24 nolu izolat igin PHB depolimeraz aktivitesi iizerine protein miktarinin etkisi
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Elde < en hiperbolde yaklagik 28.7 pg/mL protein icerigine kadar bir artis
gerceklegirker  57.3  pg/mL’in  izerindeki protein konsantrasyonlarinda ise PHB
depolimeraz aktivitesinin sabit kaldig1 goriilmistir. Boylece, daha detayli depolimeraz
karakterizasyonu g¢alismalan icin yeterli depolimeraz aktivitesi elde edilebilecek sekilde
28.7 pg/mL konsantrasyonda protein igeren reaksiyon karigimlan kullanild:.

3.9.2. PHB Depolimeraz Aktivitesine Substrat Konstrasyonu Etkisi

24 izolatinda mevcut olan depolimerazin gesitli kinetik verilerle karakterize
edilmesi amaciyla, 0.2-10 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda PNPB’nin hidroliz
reaksiyonu hiz degerleri, 400 nm’de absorbanstaki degismeler ve PNPB igin
€=14.93 mM'cm” degerleri kullamlarak elde edildi. Degisik substrat konsantrasyonlarina
karsi hiz degerleri ile depolimerazin doygunluk egrisi ¢izildi (Sekil 22). Substrat
doygunluk egrisinde 2 mM PNPB konsantrasyon degerine kadar gergeklesen bir aktivite
artist bu degerden sonra bir limite varmakta yani enzim substrat ile doygunluga
ulagmaktadir. Hiperbol olmasmna ragmen doyma egrisi yardimiyla 24 nolu izolatdaki bir
depolimeraz igin Vi ve Ky igin sirasiyla 2.0 Unite ve 1.7 mM degerleri bulunmustur.
PNPB’nin  p-nitrofenol’e  hidrolizinin  katalizlendigi reaksiyonda optimum substrat
konsantrasyonu, substrat doygunluk egrisinde, substrat konsantrasyonunun artmasiyla
degismeyen veya sabit kalan aktivitedeki minimum substrat miktan 2 mM olarak

belirlendi.

15 -

Vo (Unite)
3

o
[3,)
1

0,0

0,0 2,0 4,0 6,0 8.0 10,0
[PNPB] (mM)

Sekil 22. 24 izolatindaki depolimeraz aktivitesi igin substrat doygunluk egrisi
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Daha dogru kinetik degerlerin tespiti i¢in lineer egri veren Lineweaver-Burk
(Sekil 23) ve Eadie-Hofstee (Sekil 24) grafikleri ¢izildi. Bu egrilerden elde edilen Vi ve
Ky degerleri sirastyla Lineweaver-Burk egrisinden 2.7 Unite ile 2.3 mM ve Eadie-Hofstee
egrisinden 2.8 Unite ile 2.8 mM olarak tespit edildi.

10-

-1 0 1 2 3 4 5 6

18]

Sekil 23. 24 izolatindaki depolimeraz aktivitesi i¢in Lineweaver-Burk egrisi
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Sekil 24. 24 izolatindaki depolimeraz aktivitesi i¢in Eadie-HofStee egrisi
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3.9.3. P1i 8 Depolimeraz Aktivitesine Metal iyonu Etkisi

PHB depolimeraz enzim ekstraktlannda gozlenen PNPB’nin hidrolizi reaksiyonuna
metal iyonlannin herhangi bir etkisinin olup olmadigini tespit etmek amaciyla Ca™, Mg,
Na" ve K' iyonlanmn klorir tuzlanm igeren cesitli konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri

kullanild: ve her bir durumda bagil aktivite degerleri hesapland: (Tablo 15).

Tablo 15. 24 nolu izolat igin gesitli iyonlarin depolimeraz aktivitesi iizerine etkisi

Iyon (mM) Depolimeraz aktivitesi Bagil aktivite

(Unite) (%)
[Ca™]
0.005 824 114
0.05 8.64 120
05 9.44 131
1 9.64 133
Mg
0.05 7.84 108
05 8.24 114
1 8.24 114
5 7.64 106
50 261 36
[Na']
05 7.64 106
1 8.64 120
5 8.64 120
50 382 53
[K']
0.05 8.24 114
05 8 64 120
1 824 114
5 7.84 108
50 402 56

Calismada, kontrol olarak yani higbir metal iyonu ilave etmeksizin yapilan aktivite
denemesinde aktivitenin 7.23 Unite oldugu bulunmus ve bu deger %100 aktivite olarak
dikkate alinmugtir. Her bir metal iyonu ile yapilan denemeler sonucunda bulunan

aktiviteler ise bu degere gore bagil olarak hesaplanmustir. Buna gore, Ca ? nin ¢aligilan her
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konsantrasyonda aktiviteyi attirdigi ve 500 uM Ca? derisimine kadar depolimeraz
aktivitesinde belirgin bir artigin oldugu gozlendi Mg? Na ve K~ iyonlan varhginda ise
belli bir konsantrasyona kadar aktivitede bir artigin oldugu ancak bu metal iyonlarinin

yitksek konsantrasyonlarinda ise aktivitenin kontrol degerinin altina distiigi tespit edildi.
3.9.4. PHB Depolimeraz Aktivitesine inhibitor Etkisi

Bu galigmada; potasyum siyaniir (KCN), fenil metil sulfonilfloriir (PMSF), sodyum
azid, sodyum EDTA, ditiyotreitol (DTT) ve deoksikolat olmak {izere 6 6zel inhibitorin
Pseudomonas izolatlannda mevcut olabilecek bir depolimeraz aktivitesine etkileri
arastirildi. 21 nolu izolat i¢in bu maddelerden sadece DTT bir inhibisyon saglamus, diger
izolatlar durumunda ise inhibitorlerden birkagi aktiviteyi belirli diizeylerde inhibe
edebilmistir (Tablo 16).

Tablo 16. PHB depolimeraz aktivitesi iizerine inhibitor etkisi

Inhibitorler
izolat KCN PMSF Sodyumazid  Na-EDTA DTT Deoksikolikasit
5x10°mM) (5x10°mM)  (5x10° mM)  (5x107 mM)  (5x10”° mM) f;’g{g‘,"m“fm“
11 - + - - - B
21 - = - = - -
24 + + + + - +
38 £ + - - + -

(+) depolimeraz aktivitesinde bir inhibisyonun gozlendigini. (-) ise gozlenmedigini ifade eder.

3.10. 16S rRNA Genlerinin Dizin Tayini

Genomik DNA izole edilip 16S rRNA’y1 kodlayan kismu PCR ile gogaltildi ve bu
genler pNOT vektoriine klonlandi. Klonlanmanin yapildigi pNOT vektorii £.coli JIM101’e
transfer edildi. Boylece antibiyotiklere direng kazanan E.coli hiicreleri saglanmis oldu. Bu
hiicreler ampisilin ihtiva eden LB agar iizerine yayld: ve biiyiiyen koloniler gozlendi.

Biiyiitilen her bir kultirden plazmid DNA izole edildikten sonra dizin tayini
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gergeklestirildi ve 16S rRNA genlerinin baz sirasi tespit edildi (Sekil 25) internet
aracihiyla veri bankalarinda homolojileri BLAST programi yardimiyla kargilastinidi ve
%96-99 homoloji gosteren tiirler tespit edildi (Altschul vd.,, 1997). Buna gére her bir
izolatin 16S rRNA genlerinin baz sirasi agagidaki gibidir.

_,PCRIIIIITIT
% Alllllll‘f

Genomik DNA 16S rRNA Geni

Genomik [DNA Izolasyonu T
%
®
o
iR g
)
- 4

Xceml ile kesilmis pNOT Vektorii
LBA Petrisi
\J
Plazmid
Transformasyon
E.coli IM101

Kompetent Hiicreleri

16S rRNA Geninin a LBA Petrisi + Ampisili
v / Ampisilin
Baz Sirasi Tayini .
Plazmid DNA

[zolasyonu

Plazmid DNA

Sekil 25. Izolatlarin baz sirasi tayininin model gosterimi



21 izolatinin 16S rRNA geninin baz sirast:

ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGTAGAGAGAAG
CTTGCTTCTCTTGAGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTG
GTAGTGGGGGATAACGTTCGGAAACGGACGCTAATAC CGCATACGTCCTACGG
GAGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGAT
TAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTG
AGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGC €
GCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAG
GGTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACCGG
CTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCCGCCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAT
CCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTAGAGTATGGTA
GAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGGT
AGATATAGAAAGGAACCCCCAGTGGCGAAGGCGGCCACTTGGACTAATACTG
ACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAACCAGGATTAGATACCCTGGTAGT
CCACGCCGTAAACAGATGTCAACTAGCCGTTGGAAGCCTTGAGCTTTTAGTGG
CGCAGCTTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAA
ACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATCCAATGAACTTTCTAGA
GATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCA
GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCT
TAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACC
GGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGTCGGTACAGAGGGTTGCCAAACCGCGAGGTGGAGCTA
ATCCCATAAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGA
AGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCG
GGCCTTGA

24 izolatinin 16 S rRNA geninin baz sirasi

ATTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGAGTGGAG
CTTGCTCCATGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTG
GTAGTGGGGGATAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGG
GAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGAT
TAGCTAGTTGGTGGGGTAATGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTG
AGAGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCC
GCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAG
GGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGG
CTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAAGCCC
CGGCTCACCTGGGAATTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAAGG
TGGTGGAATTTTCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAAATATAGGAAATGCGTAGA
TATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTTGACAT
GAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACG
CCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGC



TAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAA
ATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGC
AACGCGAAGAACCTTACCTGGCCTTGACATGCAGAGAACTTTCCAGAGATGGA
TTGGTGCCTTCGGGAACTCTGACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTAC
CAGCACCTCGGGTGGGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAA
GGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTG
CTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCAT
AAAACCGATCGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGTGAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTG

38 izolatinin 16S rRNA geninin baz sirasi:

TTGAACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGATGATGGGAGCT
TGCTCCCGGATTCAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGT
AGTGGGGGACAACGTTTCGAAAGGAACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGA
GAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTA
GCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAG
AGGATGATCAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGC
AGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT
GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCGCTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAG
TAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACT
TCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACT
GGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGGTAAGATGGATGTGAAATCCCCGGGC
TCAACCTGGGAACTGCATCCATAACTGCCTGACTAGAGTACGGTAGAGGGTGG
TGGAATTTCCTTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGAAAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACT
AGCCGTTGGAATCCTTGAGATTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACC
GCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCC
GCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACC
TGGCCTTGACATGTCCGGAACCTTGCAGAGATGCGAGGGTGCCTTCGGGAATC
GGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGG
GCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTA
CAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGATCGTAGT
CCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGT
GAATCAGAATGTCACGGTGAATACGTTCCCGGGCC



4. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu c¢aligmada, daha once gesitli ortamlardan izole edilen ve poliaromatik
hidrokarbon pargalayabilme ozellikleri ortaya konan (Demir, Demirbag, 2000)
Pseudomonas olarak karakterize edilmig 4 izolatin (11, 21, 24, 38) PHA pargalama
yetenekleri arastinlmistir. Fizyolojik ve biyokimyasal ozellikleri agisindan benzerlikler
gosteren 4 izolat Gram-negatif idi ve katalaz, oksidaz, nitrat rediiktaz, indol Gretimi,
glukoz oksidasyonu gibi 6zellikleri agisindan pozitif idi. Bu fenotip karakterleri agisindan
Gram-negatif izolatlann Pseudomonas olabilecekleri belirtilmistir (Demir, Demirbag,
2000).

Pseudomonas tiirlerinin ¢ok gesitli ortamlarda bulunabilir olmast ve PHA gibi
biyobozunabilen polimerlerin bu bakteriler tarafindan pargalanabilme &zelliklerinin
bilinmesi; daha ekonomik yontemlerle, yeni ve daha mikemmel biyobozunur polimerlerin
dizaym ve dretilebilmesi agisindan olduk¢a Onem arz etmektedir. Bu yoniyle bu
galismada, Pseudomonas izolatlanmn buyutiilmesi ve bliyime ortamlarmin optimize
edilmesi, buyime karakterlerinin PHA igeren ortamlarda incelenmesi, PHA tira
polimerlerin bu Pseudomonas ekstraklan tarafindan pargalanabilirliklerinin mikroskopik,
spektroskopik, elektroforetik ~ ve  kromatografik  yontemlerle  arastinimas
gergeklestirilmistir. Ayrica, bu potansiyellere sahip izolatlarin genomik DNA’larinin izole
edilmesi ve 16S rRNA genlerinin dizi analizi yoluyla tiir tayini de yapilmugtir.

Pseudomonas izolatlannin E* sivi besiyeri ortaminda biiytime karakterleri
incelendiginde digerlerinden farkhi bir gekilde 11 izolatimin olduk¢a dusik duzeylerde
biiyuiyebildigi gozlenmis ancak kultiir ortamina PHB ilavesi ile buttn izolatlar durumunda
bilyimenin indiklendigi goézlenmisti. PHB gibi bir karbon kaynagi varhiginda
indiiklenmenin ve dolayisiyla buyiimede artisin gozlenmesi butin izolatlann bu karbon
kaynagim pargalayabildiklerini gostermektedir

Her bir izolat, ikincil karbon kaynagi olarak PHB filmlerinin bulundugu sivi
kiiltiirlerde ayri ayn biyitilmiis ve 24 saatlik inkiibasyon isleminden sonra polimer
filmlerindeki agirhk kaybi yaklagik %7-30 simirlannda gergeklesmistir.  Kontrollerde
gozlenebilen herhangi bir agirlik kaybir olmamuig ve polimerlerin ylizeyleri baslangigtaki
parlakliklanm korumuslardir. Test edilen izolatlardan en yiiksek pargalanmann

24 izolatinda oldugu ve en disik olammn ise 38 izolatimn oldugu gézlenmistir (Tablo 12).
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Kiitle kavbinin olustuguna benzer bir sonug, 11 ve 24 izolatlan varhiginda degisime
ugrayan filmlerin GPC analizi ile elde edilmistir.

Izolatlarin PHB igeren ortamlardaki biiyiime egrisinin zamana bagimlihg, biiyiime
ile PHA parcalanmasi veya depolimeraz aktivitesi arasinda belirli bir iligkinin oldugu
sonucunu ortaya koymaktadir. Izolatlarin hepsinin biyiimesi, inkiibasyonun hemen hemen
29. saatinden sonra en yiiksek diizeylere ulagmis ve inkibasyonun ileri siireglerinde
depolimeraz aktivitesi 24 izolatinda diizgiin bir sekilde diismeye meyilli olmustur. Buna
kargin 11 ve 38 izolatlan durumunda, PHB pargalanmasi ve PHB depolimeraz aktivitesi
inkubasyonun ilerleyen siirelerinde yiiksek diizeylerde kalmistir. 21 izolatindaki PHB
hidrolizi biyiimenin sabit oldugu siireglerde bile artmaya devam etmistir. PHB varliginda
21 ve 38 izolatlan durumunda biiyiimenin daha yavas olmasi PHB filmlerinin
mikroorganizma tarafindan ikincil bir enerji kaynag: olarak kullamildigiu gostermektedir.
Bakterilerin buytime egrileri ile PHB pargalayan aktiviteleri degerlendirildiginde 21, 24 ve
38 izolatlarinda zamana bagl olarak aktivite yavag bir hizla artmstir.

Pseudomonas izolatlan tarafindan PHB polimerinin pargalanma islemlerinde
24 saatlik inkiibasyon suresinde onemli derecede agirlik kaybiun oldugu filmler,
inkiibasyon sonunda ortamdan uzaklastirildiktan sonra taramali elektron mikroskopisi ile
incelenmigtir. Bakteri inokiile edilmemis sivi ortamda birakilan kontrol polimer filmlerinin
yiizeyleri incelendiginde filmlerin yiizeylerinde herhangi bir morfolojik etki
gozlenmemistir (Sekil 18). Bakteri kiiltiirlerinin inokiilasyonu ve 24 saat inkiibasyonu
sonucunda PHB yiizeylerinde ¢ok sayida ve diizensiz gukurlann oldugu degisimler
gozlenmigtir ($ekil 19). PHB filmleri 11 ve 38 izolatlan ile inkube edildiginde yiizey
yapisi yaklagik 10-20 pum ¢apinda yuvarlak ve diizenli olmayan bir erozyon géstermistir.
4 izolat durumunda da filmlerde gozlenen bu morfolojik yapilar. degisiklikler gostermistir
Ancak ortaya gikan bu morfolojik degismelerin belirli bolgelerde yogunlasmasi enzimatik
hidrolize maruz kalan polimerin heterojenligine atfedilebilir PHA  filmlerinin,
mikroorganizmalardaki ~ekstraseliler PHA depolimerazlarin bir fonksiyonu olarak
pargalandigi ve bu enzimlerin, tercihen polimer malzemelerin yiizeylerindeki amorf
bolgelerden polimerleri pargalayarak bu islemi gergeklestirdikleri bildirilmistir. Ayrica,
aktiflenmiy gamurda biyobozunmug PHB filmleri i¢in enzimatik pargalanmanin yiizey
erozyonu iizerinden gergeklestigi sonucuna vanlmigtir (Doi vd., 1990). Test edilen 4 izolat

tarafindan PHB filmlerinin kitle kaybina bagli biyobozunmasi ve PHB filmlerinin
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kiitlelerindeki azalmalar filmlerin zamanla ve yiizeyden baslayarak bir erozyona ugradigint
gostermektedir.

Kati besiyeri iizerinde tabaka halinde olusturulan polimer filmlerinin izolatlar
tarafindan pargalanma yetenekleri incelendiginde 40 saatlik inkiibasyon siirelerinde PHN
filmleri iizerinde 21, 24 ve 38 izolatlan: tarafindan berrak bolge (clear zone) olusturuldugu,
PHO ve kopolimer varhiginda ise sirastyla 11 ve 21 izolatlarinin bu tirden bir olusuma
sebep oldugu gozlenmistir. PHB filmleri tizerinde ise 40 saatlik siireg boyunca herhangi bir
berrak bolge olusumuna rastlanmamitir. Bu gozlemlerden meveut izolatlarin orta zincirli
(6-15 karbon atomu) monomerik birimlerden olusan PHAlar1 kisa zincirlilere (3-5 karbon)
gore daha kolay pargalayabildigi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Jendrossek vd., 1996).

Bu sonuclardan, test edilen butin polimerlerin 4 izolat tarafindan da bakteriyal
olarak indiiklenmis yiizey erozyonu yoluyla paralandifi soylenebilir. PHA pargalayan
izolatlann PHA varliginda PHA depolimeraz sentezleyip ortama saliverdigi bilinmektedir
(Mukai vd., 1993; Kasuya vd., 1996). Bu islemlerde bakteriler tarafindan saliverilen
ekstraseliller depolimerazlar baslangigta polimerleri oligomerlere hidrolizleyerek suda
goziinir arinler haline donistirir ve olusan oligomerler daha sonra bakteriyal hiicrelere
katilip ya karbondioksit ve suya metabolize edilerek kendileri igin gerekli olan enerjiyi
iiretir yada biyokutle olusumunda kullanirlar.

PHA tiiri polimerlerin izolatlar tarafindan biyopargalanabilirliginin spektroskopik
arastinlmasi amaciyla 24 izolati durumunda p-nitrofenilbutirat (PNPB) kullanilarak bir
depolimeraz aktivitesinin varhg arastinlmigtir. Protein miktarina bagl olarak depolimeraz
aktivitesi incelendiginde disiik protein konsantrasyon degerlerinde aktivitenin artuigi ve
29 pg protein/mL civannda yavasladigi, 57 pg protein/mL ve daha yiksek protein
miktarlannda ise sabit kaldidi gozlenmistir (Sekil 21). Bu gozlemler daha once karakterize
edilen saf depolimeraz enzimleri ile benzerlikler gostermektedir ki bu deneylerde saf
enzimlerle yapilan galismalarda PHA depolimeraz aktivitesinin 0.5 pg protein/mL enzim
konsantrasyonunda en fazla oldugu ve enzim konsantrasyonunun bu degerden daha fazla
oldugu durumlarda ise enzimatik pargalanmanin yavagladign bildirilmistir (Mukai vd.,
1993). Bu sonuglar maksimum pargalanmaya ulagildiginda pargalanma hizinin protein
miktarindan bagimsiz olarak gergeklestigini gostermektedir (Tomasi vd., 1996).

24 izolatinda bulunan depolimeraz aktivitesinin karakterizasyonu amaciyla PNPB
substrati varhginda gozlenen esteraz aktivitelerinden, pargalanma hizimin,  substrat

konsantrasyonuna bagl oldugu belirlenmistir (Sekil 22). Elde edilen gerek doyma egrisi ve
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gerekse Lineweaver-Burk (Sekil 23) ve Eadie-Hofstee (Sekil 24) egrileri birbirini destekler
szellikte kinetik bazi degerler vermistir. Bu pargalanma islemi igin Ky 2.3-2.8 mM ve
Vomaks degerleri de 2.7-2.8 Unite aralifinda tespit edilmistir ki bu degerler de daha once
diger depolimerazlar igin bildirilen degerlerle oldukga uyumludur (Nakayama vd., 1985,
Shirakura vd., 1986, Schirmer vd., 1993).

11, 24 ve 38 izolatlarinda gozlenen PNPB substratina bagl depolimeraz
aktivitesinin PMSF ilavesiyle inhibe edilmesi, bu izolatlarda hidrolitik etkinligi saglayan
enzimin aktif bolgesinde serin birimleri oldugu sonucunu ortaya koymaktadir ki bu
inhibitorin serin hidroksil gruplan ile segimli ve donigimsuz olarak etkilestigi
bilinmektedir. Dolaysiyla, bu izolatlardaki depolimerazlann serin hidrolaz sinifina ait
birer enzim olduklan sonucu ortaya gikmaktadir (Nakayama vd., 1985; Yamada vd., 1993;
Mukai vd., 1994). PHA depolimerazlann biyokimyasal ve molekiiler karakterizasyonu
aligmalarindan, enzimin biri PHA yiizeyine yapigmay! saglamak izere hidrofobik bir
baglanma bolgesine ve digeri de lipazlarda bulunan korunmus bir (Gly-X;-Ser-X»-Gly)
diziden olusan iki katalitik bolgeye sahip olduklan sonucuna vanlmstir (Abe vd., 1995;
Abe, Doi, 1999). Serin spesifik bir inhibitor olan PSMF varlginda elde edilen veriler,
izolatlarda mevecut olabilecek bir depolimerazin da benzer bir bolgeye sahip oldugu
sonucunu agtkca desteklemektedir. Ayrica, PHB depolimerazlar iizerinde yapilan kinetik
calismalarda, 6nce polimer substratin yiizeyine depolimeraz enziminin substrat baglanma
bolgesi tizerinden monomerik birimleri tamyarak baglandigi ve takiben de katalitik
bolgenin etkisiyle hidroksibutirat birimleri arasindaki ester bagimin hidrolizi tuzerinden
pargalanmanin gergeklestigi bildirilmistir(Abe vd., 1995; Abe, Doi, 1999) (Sekil 26).

DTT gibi bir indirgen maddenin 24 izolat hari¢ diger izolatlardaki
aktivitenin azalmasina sebep olmasi bu izolatlardaki enzimin yapisinda disiilfur baglarnin
varhgm ve aktivite igin gerekli oldugunu gostermektedir. EDTA, deoksi kolat, potasyum
siyaniir veya sodyum azid gibi katyon-selatlayicilar tarafindan sadece 24 izolatindaki
enzimin aktivitesinde bir azalma gozlenmesi, bu izolattaki aktivitenin, metal iyonu
bagimliig oldugunu ve magnezyum ile kalsiyum iyonlan tarafindan aktivasyonun
saglanmasi bu iyonlarin mevcut depolimeraz igin bir tir aktivator olabilecegi sonucunu
ortaya koymaktadir (Schirmer vd., 1993; Jendrossek vd., 1996).

Giinimiize kadar karakterize edilen depolimerazlarin cogu tersiyer yapilarda olup
molekiler agirliklan 40-70 kDa arasinda cesitlilik gostermektedir (Jendrossek vd., 1996).
Ancak, P. fluorescens’tan karakterize edilen depolimerazin PHB’yi hidrolizleme
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yeteneginin olmadidi bildirilmis ve daha ¢ok orta zincirli vani PHO polimerlerini
depolimerize ettigi tespit edilmistir. Bu PHO depolimerazin diger PHA pargalayan
enzimlerden farkh olarak kuaterner yapili oldugu ve biri 24 kDa ve digeri de 25 kDa
molekiil kiitlesine sahip iki alt birimden olugtugu bildirilmistir (Schirmer vd., 1993).

Enzimin substrat tanimast

CHs CH3 (0]

| I | I

—0—CH—CH,—C—O0—CH—CH,—C—0—
PHB

!

| Substrann enzimatik hidrolizi
CHs o CH; o)
| Hl l I

—O0—CH—CH,—C—0—CH—CH,—C—0—

!

CH; o CH; i
—O=—CH=—CH,—C—0H + HO—CH——CH;—C—0—

Hidroliz driinleri

Sekil 26. PHB depolimerazlar igin 6nerilen ester bagimin enzimatik hidrolizinin sematik bir
modeli

Test edilen izolatlarda bulunabilecek PHA depolimerazin indiiklenmesi amaciyla ortama
PHB ilave edildiginden, bakteriyal kultiirde mevcut olabilecek enzimin mutlaka karbon
kaynag: olarak PHB’yi pargalamasi beklenir. Dolayisiyla, bu izolatlarda daha once
bildirilen enzimlere yapisal olarak benzeyen bir PHB depolimerazin varligindan
bahsedilebilir. 24 izolatimn SDS-PAGE profillerinde 55 kDa civarlannda molekiil
kiitlesine karsilik gelen peptidlerin  varhigi benzer molekul kutlesine sahip bir
depolimerazin bu PHB pargalayic1 aktiviteden sorumlu oldugunu gostermektedir. Ayrica,
bu depolimerazin tersiyer yapili egdegerlerine yapisal olarak benzer oldugunu, inhibitorlere

karsi davramigindan elde edilen veriler de desteklemektedir.



PHA pargalama karakterleri belirlenen izolatlan daha ileri diizeyde karakterize
edebilmek igin her bir izolatin 16S rRNA gen dizileri tayin edildi. Dizilerin veri
bankalarindaki dizilerle homolojilei BLAST program: yardimiyla arastinldiginda
izolatlarla bazi bilinen tiirler arasinda yiiksek homoloji degerleri bulunmustur. 16S rRNA
gen dizi analizi, g¢ahgilan 4 izolattan 3’Gnin Pseudomonas turunin asagidaki

altsimiflarindan birine ait oldugunu gostermektedir (Tablo 17).

Tablo 17. PHA pargalayan izolatlarin 16S rRNA gen dizileri igin homolojiler. 16S rRNA
gen dizi verileri BLAST programi kullamlarak veri bankalarindaki dizilerle
kargilagtinlmugtir.

Izolat Tiir homolojisi
21 P. fluorescens (%98)

P. gessardii (%98)
P. rhodesiae (%98)
P. azotoformans (%98)
P. rolaasiil (%98)
P. reactans (%98)
P. synxanthal (%98)

24 P. aeruginosa ATCC 15442 (%99)
P. aeruginosa ATCC 15692 (%99)
P. aeruginosa ATCC 10145 (%99)
P. aeruginosa PAO1 (%99)

38 P. nitroreducens (%97)
P. citronellolis (%97)
P. putida (%96)
P. alcaligenes (%96)
P. stutzeri (%96)
P. pseudoalcaligenes (%96)
P. plecoglossicida (%96)

izolatlarin daha once bildirilen morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve
kemotaksonomik ozellikleri (Demir, Demirbag, 2000); belirlenen 16S rRNA gen
dizilerinden homoloji gosteren tiirlerle karsilastinldiklarinda 21, 24 ve 38 izolatlan igin en
yuksek oranda benzerlik gosteren turlerin sirasiyla P. fluorescens (%98), P. aeruginosa
(%99) ve P. putida (%96) seklinde oldugu belirlenmistir.

Biyoteknolojik olarak tretilen PHA’lanin paketleme malzemesi olarak potansiyel
kullammi  endiistriyel oranda uretilmesine yol agmustir. PHA’larn  en 6nemli
ozelliklerinden biri biyobozunurluklari oldugundan bu polimerlerin  biyoteknolojik

kullammi, mutlaka bunlarin biyobozunmalarinin da arastinlmasim gerektirir. Giinimiize
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kadar caliglan PHA-pargalama vetenegi olan mikroorganizmalarda bu aktiviteden sorumlu
enzimin bir depolimeraz oldugu tespit edilmistir. Suda ¢6ziinir olmayan PHA’lar bu
mikroorganizmalarda ya hiicre igi depolimerazlar yada hicre dist depolimerazlar
tarafindan  pargalanabilmektedir.  Dolayisiyla, en azindan dogada PHA’larnin
pargalanmasindan sorumlu aktivitelerin ve pargalanma sonucu ortama saliverilen trtnlerin
belirlenmesi ve tammlanmasi gerekir. Bu enzimlerin izolasyonu, molekuler ve genetik
karakterizasyonu ile yeni gelistirilecek biyobozunur polimerleri parcalayabilecek
sistemlerin planlanmasi miimkiin olabilecektir.

Bu caligmada, 16S rRNA gen dizileri ile fizyolojik ve biyokimyasal ¢zelliklerinden
P. fluorescens, P. aeruginosa ve P. putida olduklari belirlenen saf izolatlarin gesitli
dizeylerde PHA pargalama yetenekleri olduklan belirlenmistir. PHA’lan biyobozabilme
yetenegi olan bu mikroorganizmalar dogada yaygin olarak bulunmaktadirlar. Bu tiirlerden
P. fluorescens‘da bulunan depolimeraz sistemleri oldukga detayli bir sekilde karakterize
edilmistir (Jendrossek, vd., 1996). P. putida’da PHA’larin sentezi ile ilgili bilgiler
bildirilmig olmasina ragmen bu ¢aliymada gozlenen depolimeraz aktiviteleri hem P. putida
ve hem de P. aeruginosa’da ilk kez bu olgide karakterize edilmislerdir. Ancak, izole
edilen ve tammlanan, PHA-pargalama ozelligi olan bu mikroorganizmalarda bulunan PHA
depolimerazlann bu organizmalardan izole edilerek saflastinlmasi, biyokimyasal
o6zelliklerinin tamimlanmasi ve PHA hidroliz mekanizmalarinin ortaya konmas: ile bu

enzimlerin molekiiler biyolojisinin detayh bir sekilde arastinlmas: gerekir.
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1992 yilinda kimyager tnvan ile yiksek onur dgrencisi olarak mezun oldu. Ayn: yil KTU
Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans Programina girdi. 1993
yilinda Kimya Bélimi’nde Aragtirma Gorevlisi olarak goreve basladi. 1995 yilinda
Yiiksek Lisans programindan Yiiksek Kimyager iinvam ile mezun olduktan sonra aymi yil
KTU Fen Bilimleri Enstitisi Kimya Anabilim Dalinda Doktora Programina girdi. 1996
yiinda TUBITAK Miinir Birsel Vakfi bursu aldi. 1997 yilinda KTU Kimya Bolimii’ndeki
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