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Fosil yakit tlrevli plastikler, dogada parcalanmalarinin uzun sldrmesi, ayrica
icerdikleri kanserojen bilesenler nedeniyle, insan ve cevre uzerinde ciddi saglk
sorunlari olusturmaktadir. Fosil yakit rezervlerinin tikenmeye baglamasiyla birlikte
bu tur plastiklerin yerini alabilecek alternatif malzemelerden birisi de
biyopargalanabilirlik ve biyouyumluluk gibi avantajlari nedeniyle
polihidroksialkanoatlar ~ (PHA)'dIr. Polihidroksialkanoatlar ~ (PHA), cesitli
mikroorganizmalarda, fosfor, azot ve oksijen gibi belirli bilegenler yonunden zayif,
fakat karbon acgisindan zengin bir besi yerinde, hiicre igi enerji ve karbon rezervi

olarak sentezlenen polyesterlerdir.

Tez kapsaminda, Bacillus megaterium mikroorganizmasi kullanilarak bakteriyel
yolla biyopolimer Uuretimi ve biyopolimer Uretiminde etkili biyoproses tasarim
parametrelerinin incelenmesiyle, Bacillus megaterium NRRL B-14308 susundan

PHA’nin yuksek verimlilikte dretimi amaclanmigtir. Ayrica, B. megaterium’un



genomunda PHA sentezinden sorumlu phaC geni bir ekspresyon vektorine
klonlanarak, PHA-sentaz enziminin (PhaC) Uretiminin arttirilmasi ve bu sayede PHA
uretiminin arttirlmasi hedeflenmistir. Elde edilen rekombinant suglar ile laboratuvar
Olcekli biyoreaktorde PHA Uretiminin optimizasyonu, genomik olgekte metabolik
modellemesi, Uretilen biyopolimerlerin  saflastirimasi ve karakterizasyonu
calismalari gercgeklestiriimistir. Cozicu ekstraksiyonu ile saflastinlan PHA
biyopolimerlerinin yapisal ve termal Ozellikleri Fourier Transform Infrared
Spektroskopisi (FTIR), Nukleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR), Gaz
Kromatografisi (GC-FID), Gaz Kromatografisi-Kitle Spektroskopisi (GC-MS),
Termogravimetrik Analiz (TGA) ve Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)
analizleri ile karakterize edilmistir. Karakterizasyon calismalari sonucunda elde
edilen PHA biyopolimerlerinin kopolimer (PHB-co-PHV) yapisinda oldugu ve 3-
hidroksibutirat (3HB) ve 3-hidroksivalerat (3HV) monomer birimlerinden meydana
geldigi belirlenmistir. PHA Gretim verimini arttirmak i¢in kontrollu biyoreaktorde yari
kesikli besleme calismalari, dnceden belirlenmis 3 farkli Ustel besleme hizinda
(u=0,05; u=0,075 ve p=0,1 sal) gerceklestiriimistir. Buna goére, rekombinant B.
megaterium hicrelerinden p=0,1 sa! besleme hizinda en yiiksek hiicre derigsimine
(7,7 g/L) ve PHA derisimine (6,15 g/L) ulasiimis; Ustel yari kesikli besleme stratejisi
ile kesikli sisteme gore 2,2 kat daha fazla PHA dretilmigtir. Ayrica, B. megaterium
icin literatlrde yer alan guncel iIJA1121 modeline 7 gen, 6 metabolit ve 7 reaksiyon
eklenerek genomik dlgekte yeni bir metabolik model (iBM1128) olusturulmus ve

model aki denge analizi (FBA) yontemi ile ¢ozilmustir.

Sonug olarak, bu tez galismasinda, tanimlanmis ortamda ve herhangi bir 6ncul
metabolit ilave etmeksizin, Bacillus suslarinda ylizde mol bazinda en yuksek 3HV
monomer igerigine sahip (%58 3HV) PHB-co-PHV kopolimerleri Uretilmigtir. Ayrica
bu galisma, yiiksek Uriin verimine sahip (Yrix = 0,74 g g1) B. megaterium NRRL B-

14308 susunda daha da geligsmis bir biyopolimer Uretim sirecine giden yolu agmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyopolimer, polihidroksialkanoat, rekombinant B. megaterium,

biyoproses, karakterizasyon, metabolik modelleme
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Owing to their poor degradation rates and their carcinogenic components, fossil-
resource based plastics pose serious health problems on humans and the
environment. Along with the depletion of fossil fuel reserves, polyhydroxyalkanoates
(PHAS) are one of the eco-friendly alternatives to conventional plastics, because of
their  advantages  such as  biodegradability and biocompatibility.
Polyhydroxyalkanoates (PHAS) are polyesters accumulated in a wide variety of
microorganisms as intracellular carbon and energy storage material for the cells,
under nutrient-limited conditions such as phosphorus, nitrogen and oxygen, and

excess carbon source in the growth medium.

The present study aims to produce PHA biopolymers from Bacillus megaterium
NRRL B-14308 strain with a higher production efficiency, by investigating the
bioprocess design parameters. Also, phaC gene was cloned into an expression
vector, aiming to increase the production of PHA-synthase enzyme (PhaC) and

thereby, increase the PHA production. Additionally, optimization of PHA production,



metabolic modeling, purification and characterization studies were investigated
using the recombinant strains. Structural and thermal properties of PHA purified by
solvent extraction were characterized by FTIR, 'H-NMR, GC-FID, GC-MS, TGA and
DSC analyses. The PHA characterization studies revealed that the PHA biopolymers
were in PHB-co-PHYV copolymer structure, consisted of 3-hydroxybutyrate (3HB) and
3-hydroxyvalerate (3HV) monomer units. Fed-batch cultivations were performed in
controlled bioreactors at pre-determined specific growth rates (u=0.05, y=0.075 and
p=0.1 h1) to achieve a higher PHA vyields. Accordingly, rec-B. megaterium cells in
fed-batch fermentation with a pre-determined growth rate u=0.1 h™! produced the
highest CDW (7.7 g L) and PHA concentration (6.15g L™%). Moreover, an
exponential glucose feeding profile resulted in 2.2-fold increase in PHA yield
compared to batch cultivation. Also, the reconstructed genomic scale metabolic
model for B. megaterium named iBM1128, with 7 genes, 6 metabolites, and 7
reactions added to the current iJA1121 model, was solved using metabolic flux

balance analysis (FBA) technique.

As a result, this study is signifcant for the production of PHB-co-PHV copolymer with
a high 3HV content (58 mol% 3HV) by Bacillus strains from an unrelated, simple
carbon source, glucose, with a defined medium and no need for precursor addition.
Overall, this study paves the way to an enhanced biopolymer production process in
B. megaterium cells, where the highest product yield on cell was obtained as Yp/x =
0.74gg™L

Keywords: Biopolymer, polyhydroxyalkanoate, recombinant B. megaterium,
bioprocess, characterization, metabolic modeling
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1. GIRIS

Hayatimizin her aninda var olan ana maddelerden biri olan plastikler, glinimuzde
cogunlukla kdmur ve petrol gibi fosil yakitlardan elde edilmektedir. Fosil yakitlardan
elde edilen plastikler dogada uzun yillar yok olmayarak cevre kirliligine neden
olmakta, ayrica igerdikleri kanserojen maddeler nedeniyle de canlilar tUzerinde ciddi
saglik sorunlari olugturmaktadir. Fosil yakitlarin tUkenmeye baglamasiyla birlikte,
insanoglunun fosil yakitlara olan bagimliligini azaltmak icin geleneksel plastiklerle
benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahip, yenilenebilir polimerler Gzerine arastirma
calismalari son yillarda artan bir ilgiye sahiptir. Biyoplastikler, yenilenebilir biyolojik
kaynaklardan ve mikroorganizmalardan elde edilen biyobozunur polimerlerdir.
Polihidroksialkanoatlar (PHA) oksijen, azot, fosfor, kikurt, demir ya da magnezyum
gibi besin eksikliginin bulundugu sinirli gogalma kosullarinda Cupriavidus necator,
Ralstonia eutrophea, Pseudomonas, Bacillus megaterium ve rekombinant E. coli gibi
bircok bakteride hiicre igi karbon ve enerji kaynagi olarak sentezlenen, biyobozunur

ve biyouyumlu polyesterlerdir.

Bakteriyel PHA granulleri, fonksiyonellestiriimis kurecik yapisi nedeniyle
biyoteknoloji ve biyomedikal uygulamalar igin son yillarda buyuk bir potansiyel
gostermektedir. PHA, hicre sitoplazmasinda hucre ic¢i yag grandlleri seklinde yer
almakta olup; bircok bakteride PHA biyosentezindeki anahtar enzim PHA sentaz
(PhaC) enzimidir. PhaC enzimi; koenzim A salinimini saglayarak R-3-hidroksiasil-
KoA tioster monomerlerinin  polyester yapi igerisinde polimerizasyonunu

saglamaktadir.

Gunumuzde PHA Uretim miktarini arttirma c¢alismalari, temel olarak hucrelerin
genetik yapilarinda ve besi ortaminda yapilan modifikasyonlar ile
gerceklestirimektedir. Besi ortamindaki azot, oksijen ve temel elementlerin azhgi,

bakterinin karbon ve enerji rezervi olarak PHA biriktirmesine neden olmaktadir.

Dogal bir PHA Ureticisi ve Gram-pozitif bir bakteri olan Bacillus megaterium, patojen

Ozellik gostermeyip; Gram-negatif bakterilerin hiicre dis membraninda bulunan
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lipopolisakkarit (LPS) ya da lipoglikan olarak adlandirilan endotoksinler
bulundurmaz. Lipopolisakkaritlerin giderimi, PHA Uretim maliyetini arttirmakta olup
PHA polimer 6zelliklerinde de (polidispersite, molekul agirliginda azalma, vb.)
degisikliklere neden olmaktadir. Ayrica, B. megaterium suslarinin alkalin proteaz
enzimi icermemesi sebebiyle yabanci proteinlerin hiucre digina salinimi sonrasi

parcalanma orani oldukg¢a dusuktur.

Bu tez kapsaminda; ilk olarak dogal bir PHA Ureticisi olan Bacillus megaterium NRRL
B-14308 mikroorganizmasi kullanilarak bakteriyel yolla PHA Uretimi incelenmistir.
Daha sonra, B. megaterium’un genomunda PHA sentezinden sorumlu phaC geni bir
overekspresyon vektérune klonlanmig, elde edilen rekombinant B. megaterium
suslari ile PHA Uretiminin arttirilmasi hedeflenmistir. SDS-PAGE ve Western Blot
analizleri ile rekombinant phaC protein ekspresyonu incelenmistir. Ayrica, bu sekilde
rekombinant suslarin elde edilmesi literaturde ilk kez gergeklestiriimigtir. Dogal
fenotip B. megaterium ve rekombinant B. megaterium suslari ile laboratuvar olgekli
biyoreaktorde hem kesikli hem yari kesikli fermantasyon deneyleri gergeklestirilerek
PHA dretiminin  optimizasyonu c¢alismalari yapilmistir. Orbital calkalamal
biyoreaktorlerde Uretilen PHA  polimerlerinin  ¢ézicli  ekstraksiyonu ile
saflastirimasinda liyofilizasyon, etanol/isil iglem, mikrodalga yardimi ile kurutma gibi
dehidrasyon teknikleri ile toz haline getirme gibi 6n iglemlerin ekstraksiyon iglemine
etkisi incelenmis ve bundan sonraki calismalar icin en uygun PHA saflastirma
protokoll olusturulmustur. Dogal fenotip B. megaterium ve rekombinant B.
megaterium suslar ile kesikli ve yari kesikli biyoreaktorlerde uretilen PHA
polimerlerinin yapisal ve termal karakterizasyonlari Fourier Transform Infrared
Spektroskopisi (FTIR), Nikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (*H-NMR), Gaz
Kromatografisi (GC-FID), Gaz Kromatografisi-Kutle Spektroskopisi (GC-MS),
Termogravimetrik Analiz (TGA) ve Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)
analizleri ile incelenmigtir. Son olarak, B. megaterium igin genom 0lgekli aki denge
analizi (FBA) yardimiyla biyokutle ve PHA Uretiminin metaboliksel modelleme

calismalari gergeklestirilmigtir.



2. TEMEL BILGILER

2.1. Plastikler

Plastikler, kaliplamaya uygun anlamina gelen Yunanca “plaktikos” teriminden
turetilmis olup geleneksel olarak fosil kaynaklardan elde edilen genis bir 6zellik ve
kullanim alanina sahip olan buyluk bir polimer ailesidir [1]. Gunumuzde plastik
uretimi, dinya genelinde petrol tuketiminin yaklasik %4-8’ini olusturmaktadir ve
bunun 2050 yilina kadar %20 seviyelerine ulasmasi beklenmektedir [2]. Fosil
kaynaklardan elde edilen plastikler; sertlik, dayanikhlik, hafiflik ve esneklik gibi
Ozellikleri nedeniyle ev, ila¢ ve ticari sektdrde genis uygulama alanlari nedeniyle
modern toplumda énemli bir Grin haline gelmistir [3]. Dlnya nidfusunun hizli artisi
ve modern hayat nedeniyle plastik malzemelere olan talep gittikce artmakta, dinya
capinda 2018 yilinda yaklasik 359 milyon ton olan plastik malzeme miktarinin,
sonraki 20 yil icinde 2 kat artmasi beklenmektedir [2]. Ayrica, plastik ve plastik tlrevli
rGnlerin atiklari ciddi cevre sorunlarina neden olmaktadir. Ornegin, her yil
okyanuslara yaklasik 10 milyon ton sentetik plastigin sizdigi ve bu sizintinin okyanus
sistemi tzerinde zararl etki yarattigi tahmin edilmektedir [4]. Ayrica, fosil yakit tirevli
sentetik plastiklerin birgogu yalnizca bir defa kullaniimakta ve ardindan ¢op

sahalarina atilmaktadir.

Plastikler, furanlar, polifloriu bilesikler, bisfenol A (BPA), antimon trioksit gibi ¢cevre
ve insan saglhg uzerinde zararl etkilere sahip kanserojen bilesenlere sahiptir [5].
Sentetik plastiklerin dogada bozunmalari i¢cin gecen édmudrlerinin yliksek olmasi ve
aciga cikan toksik yan uruinleri nedeniyle ¢evre ve insan sagligi igin ciddi sorun teskil
etmesi sebebiyle, guinUmuizde plastik atiklarin azaltiimasina yonelik uygulanan
mevcut stratejiler (yakma ve geri donisum) ile hala belirgin hedeflere
ulagilamamistir. Avrupa Birligi 7. Cevre Eylem Plani kapsaminda, tim tye Ulkelerin
geri donusturulebilir malzemelerin yakilmasini sonlandirmasi ve 2020 yili sonuna
kadar %50 geri dontUsum oranina ulagsmasi gerektigini belirtmistir. Ancak, heterojen
malzemeler, dolgu maddeleri ve renklendirici maddeler gibi katki maddelerinin

varhgi, sentetik plastiklerin geri donusimunu sinirlandirmaktadir [6].
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Fosil yakitlardan elde edilen sentetik plastiklerin neden oldugu ¢evre kirliligi, toksik
madde birikimi ve yenilenemeyen bir kaynak olan fosil yakitlardaki fiyat
dalgalanmalari nedeniyle olugsan ekonomik problemleri azaltabilmek igin petrol
kokenli plastiklerin yerini alabilecek biyolojik olarak parcalanabilen alternatif
malzemelerin arastirma ve gelistirme calismalari son yillarda blyuk 6nem

kazanmigtir.

Gunumuzde, polietilen tereftalat (PET), polietilen (PE), polipropilen (PP) ve polistiren
(PS) gibi termoplastikler, dunyadaki plastik talebinin yaklasik %60’ In
olusturmaktadir. Petrol tlrevli termoplastiklerin yerini alabilecek alternatif

malzemelerden birisi de yenilenebilir kaynaklardan elde edilen biyoplastiklerdir.

2.2. Biyoplastikler

Biyobazli, biyobozunur veya hem biyobazli hem biyobozunur plastikler olarak
tanimlanan biyoplastikler, petrol turevli plastiklerle benzer 6zelliklere sahiptir ve
biyolojik kokenli Uretim teknolojileri sayesinde CO2 emisyonlarini azaltmaya katkida
bulunmaktadirlar [7]. Biyoplastikler, genel olarak biyobozunabilirliklerine, monomer

yapilarina ve hammadde kaynaklarina gore 3 temel grupta siniflandiriimaktadir:

)] Bozunur fosil yakit-bazli plastikler
1)) Bozunur biyo-bazli biyopolimerler

i) Bozunur olmayan biyo-bazli biyopolimerler (Sekil 2.1 ve Cizelge 2.1)

GunUmuUzde, biyoplastik Uretimi toplam plastik Uretiminin sadece %1’ni
olusturmaktadir. 2018 yilinda 3,02 milyar dolar olan kuresel biyoplastik pazarinin
2025 yilina kadar 6,73 milyar dolar degerine ulasacagl tahmin edilmektedir. Bu
dramatik artisin ana nedenlerinden biri de Hindistan, Brezilya ve Cin gibi gelismekte

olan ulkelerde biyobozunur polimerlere olan talebin artmasidir [8].



Yenilenebilir
kaynaklar

Biyoplastikler

Bozunur
olmayan

Bozunur

Geleneksel
plastikler

Biyoplastikler

Petrol turevli
ham maddeler

Sekil 2.1. Biyoplastiklerin temel siniflandiriimasi [2].

Cizelge 2.1. Plastik turleri

Biyo-bazh Plastikler

Petrol-bazli Plastikler

Biyobozunur Plastikler

Polihidroksialkanoat
(PHA)

Polilaktik asit (PLA)
Sellloz
Nisasta

Biyo-Polibutilen stkkinat
(Bio-PBS)

Polikaprolakton (PCL)

Polibdtilen stikkinat (PBS)
Polibutilen adipat (PBA)

Biyobozunur olmayan
plastikler

Biyo-Polietilen tereftalat
(Bio-PET)
Biyo-Polietilen (Bio-PE)

Biyo poliamid(PA)
Polyol-politretan (P)

Polietilen tereftalat (PET)

Polietilen (PE)
Polisitren (PS)
Polipropilen (PP)
Polivinil klorar (PVC)




Polihidroksialkanoat (PHA) ve polilaktik asit (PLA), biyo-bazli biyobozunur plastik
pazarinin buylimesini saglayan en énemli ana malzemelerdir. PHA ve PLA, 2019
yihindaki 2,11 milyon tonluk biyoplastik tUretiminde sirasiyla %1,2 ve %13,9 pazar
payina sahip olmalarina ragmen, toplam kuresel PHA uretiminde 2024 yilina kadar
6,3 kat civarinda bir artis beklenmektedir [9]. 2019 yilinda 2,11 milyon ton olan
toplam biyoplastik tretiminin de 2024 yilinda 2,43 milyon ton dederine ulasmasi
beklenmektedir (Sekil 2.2). Ayrica, kiiresel biyoplastik Gretimindeki artis, potansiyel
uygulama alanlarindaki artisla beraber firmalar ve tuketiciler tarafindan surdarulebilir
drtinlere yonelik talebin surekli artmasindan kaynaklanmaktadir. Bunun nedeni de,
cevre konusundaki artan farkindalik, gelismis 6zelliklere ve yeni iglevlere sahip yeni
malzemelerdeki biyoplastik endustrisinin gelismesi ve fosil kaynaklara olan

bagimhhgr azaltma ihtiyacindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 2.2. 2018-2024 yillar1 arasinda kuresel biyoplastik Gretim miktari [9].

Fosil yakit tlrevli geleneksel plastiklerin yerini alabilecek alternatif maddelerden
birisi de mikrobiyal metabolik aktivitelerle elde edilen yeni nesil biyo-bazli bir polimer
olan polihidroksialkanoatlardir (PHA). PHA, besikten besige yani biyo-bazli-



biyobozunur yasam dongusuni (Sekil 2.3) saglayan, tamamen biyolojik olarak
parcalanabilen ve katki maddesi icermeden %100 yenilenebilir kaynaklardan elde
edilen bir biyopolimer olup, tamamen biyo bazli ve biyobozunur tek plastik olarak

kabul edilmektedir.
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Sekil 2.3. PHA begikten besige yasam dongusu [9].

2.3. Polihidroksialkanoatlar (PHA)

Polihidroksialkanoatlar, genellikle asiri karbon kaynagi varliginda, azot, oksijen ve
fosfor gibi hicre ¢ogalmasi igin sinirlayici beslenme kosullarinda, cesitli
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen, enerji ve karbon temini i¢in hicre igi
rezervuar gorevi goren dogrusal polyesterlerdir [10, 11]. Ayrica, PHA'lar aglik, pH ve
sicaklik dalgalanmalari, ozmotik basing, ¢ozinmus oksijen derigimi gibi olumsuz

kosullar ile oksidatif veya indirgeyici ajanlar ve organik ¢ozlculerin oldugu
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durumlarda bakterilerin hayatta kalmasini saglayan bir mekanizmadir [12].
Ortamdaki beslenme kosullarinin sinirlandiriimasi, ¢ogalma ortaminda bulunan
besinlerin mikroorganizmanin g¢ogalmasini destekleyebilmesi, ancak ortamdaki
yuksek karbon ylzdesine kiyasla ¢ok dusuk derigsimlerde olmasi gerektigi anlamina
gelmektedir. PHA Uretimi icin gerekli bu besi ortami kosullari; hiicre ¢ogalmasi
oraninda bir azalmaya neden olmakta ve huicresel metabolizmayr PHA
biyosentezine yonlendirmektedir [13]. Polihidroksialkanoatlar, genel olarak 3-
hidroksialkanoik asit monomerlerinden olugmaktadir (Sekil 2.4). Polimerize edici
enzim olan PHA sentaz enziminin stereo-spesifikliginden dolayi, PHA monomerik
birimlerinin  R-konfigurasyonunda bulundugu R-hidroksialkanoatlarin dogrusal

polyesterleridir.

\\O/K )K

(CH)n ™~

— —

Sekil 2.4. PHA'larin genel kimyasal yapisi. R: alkil grup, n: karbon zincir uzunlugu,

m:monomer sayisl.

Bir PHA monomer unitesi; halojenlenmis, epoksilenmis ve dallanmis monomerler,
alifatik ya da aromatik yan gruplar igeren doymus, doymamis, diz veya dallanmis
olabilen alkil yan zincir R ile tanimlanmaktadir. R grubuna ve polimerin uretildigi
mikroorganizmalara bagl olan m ifadesi ise genellikle 100 ile 30000 arasinda
degismektedir [14].

PHA'lar, monomerlerindeki karbon atomlarinin sayisina bagli olarak; Ralstonia

eutropha ve Bacillus megaterium gibi pek ¢ok bakteri tarafindan Gretilen, monomer
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basina 3-5 karbon atomu igeren kisa zincirli PHA’lar (scl-PHA), Pseudomonas
oleovorans ve diger pseudomonadlar tarafindan Uretilen, monomer basina 6-14
karbon atomu igeren orta zincirli PHA'lar (mcl-PHA) olmak Gzere 2 gruba ayrilirlar
[15]. Ornegin, poli(3-hidroksibiitirat) (PHB), poli(3-hidroksivalerat) (PHV) ve
kopolimer yapisindaki poli(3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) (PHBV) en bilinen
kisa zincir uzunluklu PHA'lar olup, poli (3-hidroksihekzanoat) (PHHXx), poli (3-
hidroksioktanoat) (PHO) ve kopolimer yapisindaki poli (3-hidroksihekzanoat-ko-3-
hidroksioktanoat) (PHHx-HO) en tipik orta zincir uzunluklu PHA’lardir [16]. Cesitli
PHA kopolimerlerinin genel kimyasal yapisi Sekil 2.5’de gosterilmistir. GUnuimuzde,
150’den fazla PHA tartnun oldugu belirlenmistir ve bu da PHA'larin en blyuk dogal
polyester ailesi oldugunu gostermektedir [17]. PHA Ureten mikroorganizmalarin gogu
kisa zincir uzunluklu PHA (scl-PHA) veya orta zincir uzunluklu PHA (mcl-PHA)
sentezlemektedir. Sadece birka¢g mikroorganizmanin scl-mcl PHA yapisinda
kopolimerler olusturabildigi belirlenmistir [18, 19].

CH
CH, 0 CH O

Wy CH CH CH ( |
o7 e, 7to” eH, Yo

PHBHYV (scl-PHA)

CH
CH (8]

CH (
CH; O 0 CH

|
woo SH G 3RV CHj
. 0~ “CHy O y
il | 7 0 o o ok 9
“Yor My ~o X ~——3HB o CH _.C._ 2 gl | gl |
2 m 0" “CH, 07 CH; Lo M i Ao M Sk
PHB IHB _CH, ' o
(scl-PHA) = (|‘llz (‘) P3IHBHHx
0 t
. e (mcl-PHA)
0, OHE 16, o7 TieH, T
CH, CH, YO 5

CHy O
| i\_:

sd SOH Gk SOy Oy
707 SCHLIOT SCH, (“ J“
O

P3HB4HB (scl-PIIA)
Sekil 2.5. Cesitli PHA kopolimerlerinin genel kimyasal yapisi [20].

PHA'larin kisa ve orta zincir uzunluklu PHA'lar olarak siniflandiriliyor olmasi,

monomer buyukltkleri ve bu monomerleri taniyan PHA polimeraz enzimlerinin
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substrat spesifitesi ile iligkilidir. Bu durum, mikroorganizmaya ve substrat
kombinasyonlarindaki dedisikliklere bagli olarak c¢esitli tiplerde polimerler

uretilebilecegini gostermektedir [21].

2.3.1. Polihidroksialkanoatlarin genel fiziksel, kimyasal ve termal 6zellikleri

Polihidroksialkanoatlar, fiziksel ve termal 6zellikleri polietilen (PE), polipropilen (PP)
ve polistiren (PS) gibi sentetik termoplastiklere benzeyen tamamen dogal
biyopolyesterlerdir ve sahip oldugu biyobozunurluk, biyouyumluluk ve termoplastiklik
gibi degerli ozellikler sayesinde fosil yakit tlrevli sentetik termoplastiklerin yerini

alabilecek en uygun aday haline gelmistir [22, 23].

PHA polimerlerinin fiziksel, kimyasal ve termal 6zellikleri esas olarak monomerik
bilesenlerin yapilarina ve molekul agirliklarina baghdir. Bir PHA zincirinde, bir 3-
hidroksi yag asidi monomerinin karboksil grubu ile bir sonraki monomerin hidroksil
grubu ester bagi yapar ve uretici mikroorganizmaya bagli olarak 50 kDa ile 1000 kDa
arasinda degisen molekul agirhgina sahip polimerler olusmaktadir [24, 25]. PHA
molekulleri hlcre sitoplazmasinda 0,2-0,5 pm capinda, amorf yapida, kapali
inklizyonlar halinde birikmekte [26], yuksek kirilma indisi nedeniyle elektron
mikroskobu altinda gézlemlenebilmektedir (Sekil 2.6) [27].

Sekil 2.6. PHA grandullerinin hicre igerisindeki lokalizasyonu [28].
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Fosil yakit tirevli sentetik plastiklerin yerini alabilecek alternatif malzemeler arasinda
PHA'lar oldukga genis bir erime sicakhidi (Tm), camsi gegis sicakligi (Tg) ve termal
bozunma sicakligi (Td) ile esnek bir Young modula, kopma uzamasi ve gerilme

mukavemeti gibi mekanik 6zelliklere sahiptir [29].

PHA’larin bilinen ilk 6rnegi polihidroksibutirat (PHB) olup, bir gram-pozitif bakteri tlru
olan Bacillus megaterium’da Fransiz mikrobiyolog Lemoigne tarafindan 1920'li
yillarda kesfedilmis, o glinden glinimuze kadar farkli karbon atomu sayisina ve farkli
tipte yan gruba sahip birgok PHA tart bulunmustur [30]. Scl-PHA biyopolimerleri
arasinda, PHB dogrusal polimer zincir yapisina sahip, en bilinen biyobozunur,

biyouyumlu ve toksik olmayan alifatik polyesterdir (Sekil 2.7) [31].

/ R o\
| I

0] CH CH, C

\ R=CH, J n

Sekil 2.7. PHB’nin genel kimyasal yapisi

Fiziksel 6zelliklerine bakildiginda, kisa zincir uzunluklu (scl) PHA biyopolimerlerinin
sert, kirilgan ve yuksek kristallenme derecesine sahip oldugu goriltrken, orta zincir
uzunluklu (mcl) PHA biyopolimerleri ise daha esnek ve daha dusuk kristallenme
derecesine, gerilme kuvvetine ve erime noktasina sahiptir [32]. Bu nedenle, scl-PHA
biyopolimerleri termoplastik 6zellik goéstermekte olup, polipropilen (PP) veya
polietilen (PE) gibi geleneksel plastiklere benzer fiziksel 6zelliklere sahiptir. mcl-PHA

biyopolimerleri ise amorf yapida olup, elastomerik 6zellik gostermektedir [33].

PHB ayni zamanda optik olarak aktif bir malzeme olup suda ¢ézinmemekte, UV

Isinina karsi yuksek direng gostermekte, iyi bir oksijen gegirgenligine sahip olmakta,
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fakat asit-baz uygulamalarina karsi zayif bir diren¢ gostermektedir [34, 35]. PHB
biyopolimerleri erime sicakhdi (Tm) 177°C, camsi gegis sicakhigi 4°C olan, zayif
elastisite ve oldukga yuksek bir kristal yapiya sahip malzemelerdir [36]. Bu
Ozelliklerle birlikte PHB yuksek kirilganhgi ve yuksek erime noktasi nedeniyle sinirli
uygulama alanlarina sahiptir [31, 37]. Ozetle, PHB’nin geleneksel sentetik
termoplastiklerin yerini alabilmesi igin erime sicakliginin dugtrulmesi, gerinim

mukavemetinin arttirilmasi ve kristalinitesinin azaltilmasi gerekmektedir [38].

Bu kapsamda, PHB’nin fiziksel o6zellikleri diger hidroksi asit monomerleri ile
birlestirilip elde edilen P(HB-ko-HA) kopolimerleri ile gelistirilebili. PHBV
kopolimerleri (Sekil 2.8) scl-PHA polimerleri arasinda ikinci en bilinen PHA turu olup
PHBV kopolimerlerinin kristalinitesi, yapidaki farkli yan zincir gruplarinin varhgi
nedeniyle artan vyapisal karmasiklikla birlikte azalmaktadir [39]. PHBV
kopolimerlerinin fiziksel 6zellikleri, igerigindeki 3HV molar oranina bagh olarak
degismektedir. PHBV kopolimer yapisindaki 3HV igerigi arttikga, carpma
dayaniklihgr artmakta, daha esnek olmakta, bdylece Young modull degeri
azalmakta ve kopma uzamasindaki artigla birlikte geriime dayaniklihgr artis
gOstermektedir [40]. PHB, PHBV ve gesitli sentetik polimerlerin fiziksel ve termal

Ozellikleri Cizelge 2.2°de goOsterilmigtir.

f R1 0\ f R2 o\
| || | I

—— O — CH — CH;, C O—CH CH,

\ R1=CH, / n \ R2=C,H; / m

Sekil 2.8. PHBV’nin genel kimyasal yapisi
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Cizelge 2.2. PHB, PHBYV ve ¢esitli sentetik polimerlerin fiziksel ve termal ézellikleri

[41-44]

Kristalinite Young Gerilme Kopma Tm Tg

(%) Modulii direnci uzamasil (°C) (°C)

(GPa) (MPa) (%)

PHB 80 3,5-4 40-50 3-10 175-180 4
PHBV (% 3-HV yluzdesine gore)
%3 - 2,9 38 - 170 -
%9 58 1,9 37 - 162 -
%14 55 15 35 - 150 -
%20 50 1,2 32 27 145 -
%25 - 0,7 30 - 137 -
PP 50-70 1,1-1,6 31-41 100-600 160-175 45
PS - 3,1 50 3-5 110 21
LDPE - 0,2 10 620 130 -30

2.4. Polihidroksialkanoatlarin biyosentezi

Polihidroksialkanoatlar, bircok mikroorganizma tarafindan besi ortaminda fazla
miktarda karbon kaynaginin varliginda ve ayni zamanda mikroorganizma gogalmasi
icin gerekli azot, oksijen ve temel elementler (N, S, P, Mg, K ve Fe, vb) gibi
bilesenlerin sinirlandirici olarak bulundugu c¢ogalma kosullarinda meydana gelen
metabolik stresin sonucu olarak hucre ici lipid granulleri seklinde sentezlenen
mikrobiyal polyesterlerdir. PHA biyosentezi, glikoliz, TCA Déngusu, R-oksidasyon,
de novo yag asitleri sentezi, amino asit katabolizmasi, Calvin Déngusu ve serin
metabolik yolu da dahil olmak Uzere merkezi karbon metabolik yolaklariyla baglantili
karmasik bir siregtir [45-50]. PHA biyosentezinde kullanilan metabolik yolak
mikroorganizmaya ve besi ortaminda kullanilan karbon kaynagina bagli olarak
degismektedir [51]. PHA biyosentezi ile merkezi karbon metabolik yolaklar
arasindaki en o6nemli ortak ara madde asetil-koenzimA (-KoA) olup, 3-

hidroksialkanoil-KoA monomerlerinin biyosentezindeki temel bilesendir. Bacillus
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megaterium, Cupriviadus necator, Pseudomonas aeruginosa gibi bazi PHA Uretici
mikroorganizmalarda asetil-KoA'’dan PHA’ya olan metabolik aki biylk olglide besi
ortami kosullarina bagl olmaktadir [52]. Sinirlayici bir besi ortami olmadiginda, yani
zengin besi ortami kosullarinda, TCA dongusunden elde edilen yuksek miktarda
koenzim A Uretimi, 3-ketotiolazi inhibe ederek asetil-KoA'y! enerji Uretimi ve hlicre
¢ogalmasi icin  TCA doénglsune yodnlendirmektedir. Ancak, dengesiz besin
kosullarinda, yani asiri karbon substrati varliginda azot ve fosfor gibi temel bir besin
maddesi sinirlandirildiginda, koenzim A, asetil-KoA'y1 hucre icerisinde enerji ve
karbon rezervi olarak PHA birikimi icin PHA metabolik yolaklarina yénlendirmektedir
[53]. Bu metabolik regulasyon stratejisi, PHA Ureten mikroorganizmalarin gevresel
kosullara adaptasyonunda besin kaynaklarini en etkin sekilde kullanmasina imkan
tanimaktadir [54].

PHA biyopolimerleri bircok mikroorganizmada 3 basamakli bir reaksiyon ile
sentezlenmektedir. Baslangigta, karbon kaynagi difUzyon veya spesifik tasiyicilar ile
hicre icerisine alinmakta, asetil-KoA veya propionil-KoA gibi PHA 6ncll
maddelerine metabolize edilmekte ve daha sonra sirasiyla R-3-hidroksibutiril-KoA
veya R-3-hidroksivaleril-KoA’ya donusturtlmektedir. Son olarak, bu molekuller PHA
sentaz enzimi ile PHA polimerlerini meydana getirmektedir [52].

Bugune kadar, scl-PHA ve mcl-PHA biyosentezi igin toplam 14 farkli metabolik yolak
tanimlanmistir (Sekil 2.9) [55]. Yolak I'de, PHA sentezi igin karbon kaynagi olarak
sekerler kullaniimaktadir. Yolak |, piruvat olusturmak icin sekerlerin glikoliz
reaksiyonu ile baslamaktadir. Olusan piruvat, piruvat dehidrojenaz (PDH)
oksidasyon yolu ile asetil-KoA’ya dénusturilmektedir. Daha sonra iki asetil-KoA
molekull, R-ketotiolaz enzimi (PhaA) varliginda asetoasetil-KoA meydana
gelmektedir. Asetoasetil-KoA molekulleri asetoasetil-KoA reduktaz enzimi (PhaB) ile
indirgenerek R-3-hidroksibutiril-KoA olusturmaktadir. Son agsamada, PHA sentaz
enzimi  (PhaC) ile R-3-hidroksibutiril-KoA’nin  PHA’ya polimerizasyonunu

icermektedir.
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Karbon kaynagi olarak sekerlerin yaninda, asetat, propionat, butirat ve valerat gibi
genellikle ugucu yag asitleri olarak bilinen kisa zincirli yag asitlerinden de PHA
sentezlenebilir (Yolak Il) [56-60]. Yolak Il genellikle scl-PHA’larin biyosentezi icin
kullaniimaktadir. Asetat ve propionat gibi basit ugucu yag asit molekulleri, dogrudan
asetil-KoA ve propionil-KoA olusturmak icin aktive edilirken, diger ugucu yag asitleri,
asetil-KoA ve propionil-KoA olusturmak igin 3-oksidasyon reaksiyonuna girmektedir.
Propionil-KoA, asetil-KoA ile yogunlastiginda 5 karbonlu hidroksivalerat (HV) elde
edilmektedir. Hidroksivalerat-KoA, PHA (PHBV ya da P(3HB-ko-3HV)) sentezinde
veya enerji ihtiyaci ve hiicre gogalmasi icin asetil-KoA ve propionil-KoA Uretmek icgin
kismen pargalanir [61]. Yolak Ill, asetil-KoA’y1 malonil-KoA-ACP transasilaz (FabD)
enzimi ile malonil-KoA’ya ve daha sonra 3-hidroksiasil-ACP-KoA transferaz (PhaG)
varliginda 3-hidroksiasil-KoA ve PHA olusturabilen 3-hidroksiasil-ACP’ye
donustirmektedir [62]. Yolak IV, butirik asidi kullanarak [-oksidasyon yoluna
ugramadan NADH-bagimh asetoasetil-KoA reduktaz enzimi kullanarak 3-
hidroksibutiril-KoA'y1 oksitlemektedir [63]. Yolak 5-Yolak 14, geleneksel olmayan
PHA sentezinde godrevli tasarlanmis metabolik yolaklardir. Sentezlenen PHA,
sadece monomer tedarik yolaklarinin yaninda PHA sentaz enzimlerinin 6zgulligtne
de baghdir [55].

PHA biyosentez kinetigi oldukga hizli gerceklesmekte olup, biyolojik sistemlerdeki
yuksek cesitlilik sayesinde birgok mikroorganizma tarafindan ¢ok c¢esitli PHA polimer
zincirleri sentezlenebilmektedir. Bu ylzden, sentezlenen son urln, rastgele dizilimli
kopolimerlerin ve/veya homopolimerlerin ve blok kopolimerlerin karmasik bir
karisimi seklinde olabilmektedir (Cizelge 2.3) [55, 64].

PHA granulleri, PHA sentaz (PhaC), fazinler (6rn., PhaP ve PhaF), regulator
proteinler ve PHA depolimerazlar ile gevrili amorf bir hidrofobik PHA ¢ekirdeginden
olusmakta olup yaklasik olarak %98 PHA, %2 protein ve tek katmanl fosfolipid
tabakasi icermektedir (Cizelge 2.4) (Sekil 2.10) [65, 66]. PHA sentaz enzimleri
(PhaC), granil olusumu ig¢in anahtar enzimler olup hidroksi asil-KoA'nin asil
grubunun yuksek molekul agirlikli PHA’ya polimerizasyonunu katalizleyen enzimdir.

PhaC enzimleri alt tnite kompozisyonu ve substrat segiciligine bagli olarak dort
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sinifa ayrilmaktadir (Cizelge 2.5). Sinif | ve Sinif Il PHA sentaz enzimleri tek bir alt
birimden olusurken, Sinif Il PHA sentaz enzimleri, PHA depolimerazi kodlayan phaZ
enzimiile ayrilmig iki farkli phaC geninden (phaC1 ve phaC2) meydana gelmektedir.
Sinif 1l PHA sentaz enzimleri katalitik alt birim PhaC (40-53 kDa) ve PhakEC
kompleks yapisini olusturan ikinci alt birim PhaE’'den (~20-40 kDa) olusmaktadir.
Sinif IV PHA sentaz enzimleri phaC (~40 kDa) ve phaRC kompleksini olusturan
PhaR (~20 kDa) alt birimlerinden meydana gelmektedir. Sinif I, lll ve IV PHA sentaz
enzimleri tercihen kisa zincir uzunluklu KoA tiyoesterleri kullanirken, Sinif Il PHA

sentaz enzimleri orta zincir uzunluklu KoA tiyoesterlerin polimerizasyonunu katalize
etmektedir [67].
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Sekil 2.9. PHA biyosentezinde yer alan metabolik yolaklar [55]
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Cizelge 2.3. PHA homopolimerleri ve farkli yapida PHA kopolimerleri [55]

Polimer Yapisi

PHA tiirt

Homopolimerler

PHB, P3HP, P4HB, PHV, P3HHX, P3HHp, P3HO,
P3HD, P3HDD, P3HPhV, P3HPE, PHU

Rastgele dizilimli kopolimerler | P(3HB-ko-3HV), P(3HB-ko-4HB), P(3HB-ko-3-

HHx), P(3HP-ko-4HB), P(3HB-ko-3HP), P(3HB-
ko-mcl  3HA), P(3HHx-ko-3HO-3HD-3HDD),
P(3HB-ko-LA)

Blok kopolimerler P3HB-b-P3HBV, P3HB-b-4HB, P3HP-b-4HB,
P3HB-b-3HHX, P3HB-b-3HP, P3HHXx-b-
P(3HD3HDD)

Graft kopolimerler PS-g-PHA, PMMA-g-PHA, PHA-g-PAA,

PHA-g-AA-CS, PHA-g-seliloz, PEG-g-PHA,
PEGMA-g-PHO, PLA-g-PHA, PHBV-g-PA

Cizelge 2.4. PHA biyosentezinde gorev alan enzimler [54, 68]

Enzim islevi

PhaA Asetil-KoA asetil transferaz ([3-ketotiolaz)

PhaB Asetoasetil-KoA reduktaz

PhaC PHA sentaz

PhaE PHA sentaz (Sinif [Il PHA sentaz alt birimi)

PhaR PHA sentaz (Sinif IV PHA sentaz alt birimi)

Phaz PHA depolimeraz

PhaY PHA oligomer hidrolaz

PhaP Fazin, PHA grandllerinin boyutunu ve sayisini kontrol etmek,
phaC gen transkripsiyonunu diizenlemek ve PHA sentezini tesvik
etmek

PhaF Fazin, hucre bolinmesi sirasinda hucre igi yerlesim ve PHA
granulllerinin  segragasyonunda rol almak ve phaC gen
transkripsiyonunu dizenlemek
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Phal

Fazin, PhaF ile etkilesime girerek PHA biyosentezini etkilemek

PhaJ (R)-Enoil-KoA hidrataz

PhaG 3-Hidroksiasil-ACP:Ko0A transasilaz

GAl4 Fazin, PHA granullerinin boyutunu ve sayisini kontrol etmek

ApdA Fazin, PHA granullerinin boyutunu ve sayisini kontrol etmek ve
PHB depolimerazi aktive etmek

Mms16 Fazin, PHA granullerinin boyutunu ve sayisini kontrol etmek

PhaM Hucre boluinmesi sirasinda hucre igi yerlesim ve PHA
granullerinin segragasyonunda rol almak ve PHA sentazi aktive
etmek

PhaR PHB biyosentezini dizenlemek, Fazin transkripsiyonel regulatoru

PhaQ Fazin transkripsiyonel regulatoru

ACC Asetil-KoA karboksilaz

FabD Malonil-KoA:ACP transaksilaz

FabH 3-ketoasil taglyici protein sentaz

FabG NADPH-bagimli 3-Ketoasil reduktaz

FadA 3-Ketoasil-KoA tiolaz

I Yapisal proteinler

Regtilatér proteinler |

Sekil 2.10. PHA granul yapisinin sematik gosterimi [69].
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Cizelge 2.5. PHA polimeraz enzimleri

Sinif Alt Unite Tar Substrat segiciligi

I phaC Cupriviadus necator scl-PHA
Aeromonas caviae  scl-mcl-PHA

Il phaC Pseudomonas mcl-PHA
aeruginosa

Pseudomonas sp scl-mcl-PHA

1] phaC/phaE Allochromatium scl-PHA
vinosum

vV phaC/phaR Bacillus scl-PHA
megaterium

Bu tez calismasinda, dogal bir PHA dreticisi olan B. megaterium susu
kullaniimaktadir. B. megaterium Sinif IV kategorisinde yer alan PHA sentaz
enzimlerine sahiptir. B. megaterium’da PHA Uretimi, ters yonde siralanmis phaRBC
operonuna sahiptir. Burada PHA Uretiminde phaR enzimi, phaC’nin bir aktivatoru

olarak gorev yapmaktadir (Sekil 2.11) [70].

B. megaterium PHA sentez alt grubu

phaP phaQ phaR phaB phaC

Sekil 2.11. B. megaterium PHA sentez operonu

2.5. PHA ureten organizmalar

PHA, bitkiler, mayalar, algler ve hayvan hucreleri gibi genetik olarak tasarlanmig
organizmalar ile 300'den fazla Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteri tarafindan,
hiacre igi sitoplazmik inklizyonlar seklinde sentezlenmektedir [41]. Ancak,

Cupriviadus necator, Alcaligenus latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas
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oleovorans, Paracoccus denitrificans ve Protomonas extorquens, Bacillus subtilis ve
Bacillus megaterium gibi sadece birkag tur, pilot dlgekli Gretim icin yeterli miktarda
PHA uUretebilmektedir [71, 72].

PHA JUreten bakteriler, besin sinirlamasi gerekliligine goére iki grupta
siniflandiriimaktadir. B. megaterium, C. necator, P. oleovorans ve P. extorquens gibi
bakteriler dogal olarak PHA sentezleyebilmektedir. A. latus, A. vinelandii ve
rekombinant E. coli gibi bakteriler ise hicre c¢ogalmasi asamasinda PHA

biriktirebildikleri i¢in sinirlayici besin ortamina ihtiyag duymamaktadir [73].

PHA Ureten bakterilerin blyuk bir kismini olusturan Azohydromonas, Burkholderia
ve Cupriviadus gibi Gram-negatif bakteriler genellikle scl-PHA sentezlemektedir.
Literatirde Gram-negatif bakterilerin glikoz, friiktoz ve stukroz gibi ¢esitli sekerlerden,
n-alkanoik asitlerden ve bitkisel yaglardan, kuru hacre agirligi (CDW) cinsinden
yaklasik %50-88 oraninda scl-PHA urettikleri belirtilmistir [74-77].

Pseudomonas cinsi Gram-negatif bakteriler ise mcl-PHA sentezlemektedir.
Pseudomonas suslarinin farkh karbon kaynaklari ile fermentasyonu sonucunda
150’den fazla mcl-PHA monomerinin Uretildigi belirlenmis olup Pseudomonas
suslari, hem alkanlar, alkenler ve aldehitler gibi yapisal olarak bagimh karbon
kaynaklarindan hem de glikoz ve sukroz gibi bagimsiz karbon kaynaklarindan mcl-
PHA sentezleyebilmektedir [78]. P. putida mt-2 (NCIMB 10432) ve P. putida KT2440
(ATCC 47054) mikroorganizmalari oktanoik ve nonanoik asitlerden kuru hucre
agirligi cinsinden %75-80 oraninda mcl-PHA Uretmektedir [79, 80]. Pseudomonas
cinsi bakteriler, orta zincir uzunluklu PHA’larin yani sira, kopolimer yapida scl-mcl-
PHA Uretmektedir [81, 82].

Gram-negatif bakterilerle ticari PHA Uretimindeki ana endise, PHA ekstraksiyonu
sirasinda ham PHA ile birlikte saflastirilabilen bakterinin dig hicre zarindaki LPS
endotoksinleridir. Bu endotoksinler, PHA biyopolimerlerinin  biyomedikal
uygulamalarina engel teskil etmektedir. LPS endotoksinlerinin uzaklastirilmasi igin

kullanilan yontemler (ozon, hidrojen peroksit, benzil peroksit gibi oksitleyiciler ile
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muamele) PHA dretim maliyetini arttirmakta ve PHA’nin polimer 6zelliklerinde

degisikliklere neden olmaktadir [54].

Bacillus, Caryophanon, Clostridium, Corynrbacterium, Micrococus, Rhodococcus,
Streptomyces gibi Gram-pozitif bakterilerin dogal PHA Ureticisi oldugu bilinmektedir
[83]. Gram-negatif bakterilerle kiyaslandiginda, Gram-pozitif bakteriler daha dusuk
bir PHA icerigine sahip scl-PHA Gretmektedir [84].

Son vyillarda, PHA’lar Haloferax, Haloarcula, Halobacterium, Natrococus,
Natromonas ve Natronorubrum gibi alglerde de uretilebilmektedir. YUksek tuz
derisimlerinde (6 M NaCl'ye kadar) bile normal enzim aktivitesini gosterebilen bu
halofilik alglerin, PHA Uretimindeki en meshur Gyesi Haloferax mediterranei'dir. H.
mediterranei, yaklasik 2-5 M NaCl iceren ¢ogalma ortamlarinda kuru hicre agirhigi
bakimindan yaklasik %80 PHA Urettigi belilenmigtir. H. mediterranei ¢ogalma ve
PHA fermentasyonu igin hipersalin ortamlara ihtiya¢ duymaktadir. Hipersalin
ortamlarda kontamine edici mikroorganizmalar yasayamadigindan, PHA Uretiminde
sterilizasyon ekipmanlari ve ona bagl sterilizasyon masraflari bulunmamaktadir
[85].

Mikrobiyal metabolik muhendisligi ve molekuler klonlama teknolojileri kullanilarak
elde edilen rekombinant mikroorganizmalar son yillarda endustriyel olgekte PHA
uretiminde de kullaniimaktadir. Rekombinant mikroorganizmalar iyi-tanimlanmis
mikroorganizmalar olup optimizasyon igin daha da gelistirilebilmektedir. Ayrica,
rekombinant mikroorganizmalarin fermantasyonu, biyoreaktorlerde daha hizl hicre
¢ogalmasi ve daha hizh biyoreaktor geri donus suresine olanak tanimaktadir [86].
PHA Uretimi igin rekombinant mikroorganizma olusturulmasinda gesitli yaklasimlar
kullaniimaktadir. Bunlar, PHA dreticisi mikroorganizmalara ucuz substratlar
metabolize etmesini saglayacak genlerin aktarilmasi, dogal PHA dUreticisi
mikroorganizmalarda bulunan depolimeraz mekanizmasinin uzaklastirilmasi, PHA
sentaz genlerinin  PHA Uretemeyen ve ucuz substratlari kullanabilen
mikroorganizmalara aktarilmasi ve PHA sentaz genlerinin yine ayni dogal Uretici

susa aktarilarak genlerin overekspresyonunun saglanmasi gibi tekniklerdir [87-89].
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E. coli genetik muhendisligi ¢calismalarinda en sik kullanilan mikroorganizmadir ve
son yillarda PHA Uretiminde de siklikla kullaniimaktadir. E. coli ylksek hicre
yogunluklu fermentasyonlara ulagsmak, istenilen PHA bilesimine sahip polimerleri
uretmek ya da PHA’yi dis ortama salgilamak i¢in dogal PHA Ureten
mikroorganizmalarin metabolize edemedigi cesitli atiklari karbon kaynagi olarak
kullanabilmektedir [90-96]. Ancak, E. coli gibi rekombinant bakteriler genetik
kararsizlik gosterebilmekte ve aktarilan PHA genlerinin tutarsiz gen ekspresyonu

veya kaybi siklikla goézlenebilmektedir [46].

2.6. Dogal PHA ireticisi olarak Bacillus

Bacillus cinsine ait bakteriler Gram-pozitif bakteriler olup, cubuk sekilli, endospor
olusturabilen  zorunlu veya fakdlltatif aerob ve ¢ok hizli ¢ogalan
mikroorganizmalardir. Oldukca c¢esitli substrat kaynaklarinda hizli bir sekilde
¢ogalabilme, yuksek sicaklik ve yuksek ozmotik basinglara dayanabilme gibi
Ozelliklerinden dolayi, endistriyel uygulamalar i¢in oldukga énemli bir yere sahiptirler
[97]. Polihidroksibutirat (PHB) ilk olarak 1926 yilinda Fransiz bilim adami Maurice
Lemoigne tarafindan topraktan izole ettigi B. megaterium bakterisinde

g6zlemlenmistir [98].

Bacillus cinsi bakteriler, homopolimer ve kopolimer yapida PHA Gretmek icin basta
sekerler, ugucu yag asitleri, alkoller ve biyo-atik malzemeler olmak Uzere ¢ok cesitli
karbon kaynaklarini kullanabilmektedirler. Bacillus turleri (B. amyloliquefaciens, B.
brevis B. cereus, B. circulans, B. coagulans, B. firmus, B. laterosporus, B.
licheniformis, B. macerans, B. megaterium, B. mycoides, B. sphaericus, B. subtilis,
B. thuringiensis ve Bacillus sp.) arasinda genis bir aralikta degisik PHA verimleri
(%2-90) elde edilmektedir. Bu degiskenlik, temel olarak kullanilan susun turi ve
substrat kaynagindan kaynaklanmaktadir (Cizelge 2.6) [99].

ik olarak 1884 yilinda De Bary tarafindan kesfedilen B. megaterium, endUstriyel

acidan oOnemli fitohormonlar, 2-pentilfuran, piruvat, vitamin Bl2 ve
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polihidroksialkanoatlar (PHA) gibi birgok biyomolekuli ve ayrica ekonomik agidan
onemli kitosanaz, penisilin G asilaz, amilaz, glikoz dehidrojenaz, gibi proteinleri de
uretebilmektedir [100-105]. 2011 yilinda DNA dizilimi tamamlanan B. megaterium,
rekombinant DNA teknolojisinde de dnemli bir yere sahip olup, spesifik enzimlerin
ve proteinlerin Uretimlerinin gelistiriimesi calismalarinda da kullaniimaktadir [106,
107].

B. megaterium patojen 0zellik gobstermeyip, hicre disi ¢eperlerinde LPS
endotoksinleri bulundurmamasi sayesinde gida endustrisinde ve biyomedikal
uygulamalarda kullanilabilmektedir [84]. Ayrica, rekombinant proteinleri kisa
peptitlere veya serbest aminoasitlere pargalayan belirgin bir alkalin proteaza sahip
olmadidindan, son yillarda rekombinant protein Uretiminde B. megaterium 6zellikle
tercih edilmektedir. Bdylece, ¢ok az veya hi¢ parcalanma urinu olmadan, buyuk
miktarda, fonksiyonel protein elde edilebilmektedir [108]. B. megaterium’un urettigi
protein veya biyomolekulleri direkt olarak ¢ogalma ortamina salgilamasi,
rekombinant protein Uretiminde tercih edilmesindeki diger énemli bir faktérdar [109].
Son yillarda, B. megaterium, tek bir karbon kaynag! veya ucuz karbon kaynaklari
varliginda homopolimer ve kopolimer yapisinda PHA Uretebildiginden, Gram-pozitif
mikroorganizmalar arasinda endustriyel olcekte PHA Uretiminde Umit verici bir
bakteri olarak ifade edilmektedir [110].

Cizelge 2.6. PHA Ureten Bacillus tarleri, kullanilan karbon kaynagdina gore uretilen
PHA miktari ve cesidi

Bacillus turu Substrat %PHA | PHA gesidi | Ref.
Bacillus Glikoz 11,0 PHB [111]
amyloliquefaciens DSM 7
Bacillus Propionik asit 22,2 3HB-co-3HV | [111]
amyloliquefaciens DSM 7
Bacillus Valerik asit 33,5 3HB-co-3HV | [111]
amyloliquefaciens DSM 7
Bacillus aryabhattai Sukroz, glikoz | 57,6 PHA [112]
ve fruktoz
Bacillus brevis M6 NB ortami 41,7 PHB [113]
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Bacillus cereus DC3 Glikoz ve | 35,6 PHB [114]
pepton

Bacillus cereus CFR06 Glikoz ve | 46,0 PHB [115]
pepton

Bacillus cereus EGU3 Glikoz 66,6 PHB [116]

Bacillus cereus EGU44 Fruktoz 28,0 PHB [117]

Bacillus cereus EGU44 Sukroz 47,0 PHB [117]

Bacillus cereus SPV Glikoz 38,0 3HB-co-3HV | [118]

Bacillus cereus SPV Seker  kamisi | 61,1 PHB [119]
melasi

Bacillus cereus SPV Asetat 2,4 PHB [120]

Bacillus cereus SPV Fruktoz 40,3 3HB-co-4HB | [121]

Bacillus cereus SPV Sikroz 38,4 3HB-co-3HV | [121]

Bacillus cereus SPV Nonanoat 47,4 3HB-co-3HV | [121]

Bacillus cereus SPV Glukonat 41,9 3HB-co- [121]

3HV-co-4B

Bacillus cereus UW85 Dekanoat 80,1 PHB [120]

Bacillus cereus UW85 Dodekanoat 61,8 PHB [120]

Bacillus cereus VIT- | Melas 41,1 PHB [122]

SSR1

Bacillus circulans Glikoz 34,8 PHB [111]

DSM 1529

Bacillus endophyticus | Glikoz 39,4 PHA [123]

TMR1.22

Bacillus flexus Glikoz 45,0 PHA [124]

Bacillus licheniformis Glikoz 21,4 PHB [111]

DSM 394

Bacillus licheniformis Glikoz 53,0 PHB [125]

Bacillus macerans Glikoz 28,2 PHB [111]

DSM 7068

Bacillus megaterium | Glikoz 59,0 PHB [126]

BBST4

Bacillus megaterium | Gliserol 60,0 PHB [126]

BBST4

Bacillus megaterium | Nisasta 24,0 PHB [127]

BBST4

Bacillus megaterium Peynir alti suyu | 51,6 PHB [128]

CCM 2037

Bacillus megaterium Glikoz 59,1 PHB [129]

DSM 90
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Bacillus megaterium Gliserol 62,4 PHB [129]
DSM 90
Bacillus megaterium Laktoz 42,1 PHB [130]
DSM 90
Bacillus megaterium Glikoz 30,0 PHB [131]
DSM 319
Bacillus megaterium Glikoz 70,0 PHB [132]
uyuni S29
Bacillus megaterium Glikoz 39,0 PHB [133]
strain H16
Bacillus megaterium | Glikoz 62,0 PHB [134]
OUATO016
Bacillus megaterium | Gliserol 62,4 PHB [135]
OU303A
Bacillus megaterium | Glikoz 58,6 PHB [135]
OU303A
Bacillus megaterium Glikoz 72,0 PHB-co-PHV | [136]
NRRL B-14308
Bacillus megaterium Glikoz 54,6 PHB [137]
Bacillus megaterium Ti3 | Glikoz - 3HB-co- [138]
3HHp

Bacillus megaterium Peynir alti suyu | 75,5 PHB [139]
NCIM 5472
Bacillus megaterium Peynir alti suyu | 86,6 3HB-co-3HV | [140]
NCIM 5472 ve propionik

asit
Bacillus mycoides DFC1 | Glikoz 76,3 PHB [141]
Bacillus sp. Glikoz 68,9 PHB [142]
Bacillus sp. Rafinoz 60,6 PHB [143]
Bacillus sp Glikoz 80,0 PHA [144]
Bacillus sp. BBP-14 Glikoz 49,5 PHA [145]
Bacillus sp. SW1-2 Glikoz 36,0 PHB [146]
Bacillus subtilis Glikoz 69,0 PHB [147]
Bacillus subtilis Tarim atigi 85,6 PHB [148]
MTCC 144
Bacillus thuringiensis Misir kogani 211 PHA [149]
Lysinibacillus sp. 3HHX | Glikoz - PHA [150]
Paenibacillus Glikoz 19,0 PHA [123]

dendritiformis 30A2
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2.7. PHA’nin ticari Gretimi

Endustriyel Olgcekte PHA dretimi igin kullanilacak mikroorganizmanin segimi;
mikroorganizmanin stabilitesi ve guvenligi, gogalma ve birikim hizi, istenilen hlcre
yogunlugu ve PHA miktarina ulasabilmesi, polimerin kolayca saflastirilabilmesi,
polimerin molekudl agirhigi, substrat olarak ¢ok c¢esitli karbon kaynaklarini
kullanabilme, karbon kaynagi ve diger besinlerin maliyeti ile PHA Uretimi sirasinda

yan drtnlerin olusumu gibi faktorlere bagli olarak degismektedir [151].

Gunumuzde 150°’den fazla PHA polimeri tanimlanmasina ragmen sadece poli [(R)-
3-hidroksibutirat] (PHB), poli [(R)-3-hidroksibutirat-ko-(R)-3-hidroksivalerat] (PHBV),
poli  [(R)-3-hidroksibutirat-ko-4-hidroksibutirat] (P3HB4HB) ve poli [(R)-3-
hidroksibutirat-ko-(R)-3-hidroksihekzanoat] (PHBHHXx), bir¢cok firma tarafindan pilot

ve endustriyel dlgekte Uretilmektedir [152].

Sentetik termoplastiklerle benzer fiziksel ve termal 6zellikleri nedeniyle PHAlar fosil
yakit turevli bu tur sentetik plastiklerin yerini alabilecek en uygun adaylardan birisi
olmasina ragmen, buyuk Olgekte Uretimleri, 1,0 €/kg’dan daha dusuk maliyetli
geleneksel fosil yakit tlrevli plastiklere kiyasla ylksek uretim maliyetleri nedeniyle
sinirh olmaktadir. PHA'nin dretim maliyeti polimer icerigine bagli olarak 2,2-5,0 €/kg

arasinda degigsmektedir [153].

Dunya capinda PHA uretimi gergeklestiren firmalar, Granleri, Uretim kapasiteleri,
kullandiklari hammadde ve ticari marka isimleri Cizelge 2.7’de gOsterilmigtir.
PHA’larin endUstriyel 6lcekte Uretilebilmesinin ve fosil yakit tirevli plastiklerinin yerini
alabilmesinin dnundeki en buyuk engel, yuksek uretim maliyetleri olmasina ragmen,
biyobozunurluk, biyouyumluluk ve genis aralikta degisen fiziksel 6zellikleri, PHA
uretiminin dnunde parlak bir gelecek oldugunu gostermektedir. Ucuz ve yenilenebilir
karbon kaynaklarinin kullanilmasi, saf bakteri kultirlerinin fermentasyonu igin
gereken sterilizasyon maliyetlerini azaltmak igin sterilizasyona ihtiyag duymayan

suslar ve karistirilmis mikroorganizma kultrlerinin kullanilmasi ve PHA saflastirma
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proseslerinin gelistiriimesi gibi birgok strateji, PHA Uretim maliyetini azaltmak igin
uygulanmaktadir [154, 155].

Cizelge 2.7. Ticari PHA uretiminde duinya ¢apinda en 6nemli firmalar, Urtnleri, Gretim

kapasiteleri ve kullandiklari hammaddeler

Firma Ulke Kapasite | Hammadde Marka adi PHA
(ton/yil) cesidi
Newlight ABD 23000 Biyogaz ve AirCarbon™ | -
Technologies CO2
Danimer Sci. ABD 13600 Kanola yag! Nodax™ -
Bio-On italya 10000 Seker pancari | Minerv® PHB,
ve kamisi PHBV
Tianjin Green Cin 10000 Sekerler SoGreen™ P(3HB-
Bio Materials co0-4HB)
Ecomann Gin 3000 Sekerler AmBio® -
Biotechology
TianAn Cin 2000 Misir sekeri ENMAT™ P3HB,
Biopolymers PHBV
Kaneka Japonya | 1000 Bitkisel yag Aonilex® PHH
PHB Industrial Brezilya | 500 Seker pancari | Biocycle® P3HB,
S.A. PHBV
Biomer Almanya | 500 Misir nisastasi | Biomer® P3HB
Tepha Inc. ABD <10 Sekerler ve TephaFLEX® | P4HB,
4HB 6ncl P(3HB-
madde c0-4HB)
Polyferm Kanada |<10 Bitkisel yaglar | VersaMer™ | PHOHHX,
Canada ve sekerler PHNHHp
Terra  Verdae | Kanada bilinmiyor | Metanol - -
Bioworks
Yield10 ABD bilinmiyor | Misir sekeri Mirel™ P3HB
Bioscience*
Mango Materials | ABD bilinmiyor | Metan - PHB
SIRIM Malezya | bilinmiyor | Palm yagi - -
Novamont italya bilinmiyor | Dogal Mater-BI PHA
atik/Kompost
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2.8. PHA’nin hiicre ortamindan saflastiriimasi

PHA Uretim maliyetini arttiran en dnemli etkenlerden bir tanesi de PHA'larin hicre
ortamindan saflastirlmasidir. Birgok saflastirma yéntemi olmasina ragmen, hem
ekonomik hem de c¢evresel agidan glvenli bir saflagtirma islemi heniz
geligtirilememistir [23]. Segcilen saflastirma teknigi, Grin verimini ve Uran kalitesini

etkileyen dnemli bir parametredir.

PHA, birgok mikroorganizmada enerji ve karbon rezervi olarak hucre igi lipid
granulleri seklinde sentezlendigi igin, bu biyopolimerlerin saflastiriimasi iglemleri
genellikle hlcre zari/hicre duvari parcalanmasi, PHA molekillerinin ¢éziinmesi,
saflastiriimasi ve PHA biyopolimerlerinin ¢oktlrilmesi agsamalarindan olugsmaktadir
(Sekil 2.12) [54]. PHA'yi saflagtirabilmek icin ilk olarak bakteri hicre c¢eperini
parcalayarak PHA granullerini cevreleyen protein tabakasini uzaklagtirmak
gereklidir. Bunun igin de 1sil islem, dondurma ve alkali ile ¢gozme gibi on iglemler
uygulanmaktadir. Bu 6n islemler, gcogunlukla belirli bir mikroorganizma igin ayri ayri
geligtirilen suregler oldugundan, ilgili bakterinin karakteristik yapisina baglh olup,
PHA Ureten bitln bakterilerde uygulanmamaktadir [156]. Isil islem genetik materyali
ve proteinleri denatlire ederken dis hlicre ¢eperini destabilize etmektedir. Isil islem

icin sicaklik ve sure, uygulanacak bakteriye gore degismektedir.
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Fermentasyon besiyeri

Santrifij | Biyokatle on islemi |

Filtrasyon \

| PHA geri kazanimi |

Isil sok, pH soku \

PHA ¢ozmeyen goziicii ile yikama
¢ yene y |PHAsafIa$t|rma |

Goziicii ekstraksiyonu \
Kimyasal pargalama
Mekanik parcalama

Enzimatik parcalama PHA
Digerleri Tekrarlanan ¢oziicli

ekstraksiyonu

Sekil 2.12. PHA saflastirma prosesinin sematik gosterimi

Genellikle sodyum hidroksit ¢ozeltisinin kullanildigi alkali 6n isleminde, hicreler tuzlu
bir ¢ozeltiye daldirilarak hucrelere ozmotik basing uygulanmakta ve hucrelerin
burusmasina ve dehidrasyonuna neden olmaktadir [86]. Dondurma ve ¢dzme de,
hlcreleri pargalamak igin on iglem olarak uygulanmaktadir. Bu 6n iglemin en buyUk
dezavantajl yuksek miktarda enerjiye ihtiyac duymasidir. Bu nedenle buyuk Olgekli

uretimde ve endustride yliksek maliyetinden dolayi tercih edilmemektedir [157].

Ayrica, PHA uretim ortami (karbon kaynagi ve mikronutrientler), hiicre gogalma fazi
ile fermantasyon suresi de hicre ¢eperini pargalayacak en uygun 6n islem segimini
etkilemektedir [158].

On iglemlerle hiicre geperi pargalandiktan sonra PHA graniillerini saflagtirmak igin
cesitli saflastirma yontemleri uygulanmaktadir. Glinimuzde mikrobiyal biyokitleden
PHA saflastirnimasi igin simdiye kadar kullaniimis olan baslica yontemler ¢ozicu
ekstraksiyonu, sodyum hipoklorit ile pargalama, surfaktanlar ile pargalama,
enzimatik parcalama, boncuk bilyali o6guticu ile parcalama, yuksek basingla

homojenizasyon, superkritik akiskanlar, hdcre kirilganligi, ultrasonikasyon ile
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parcalama, ¢dzlinmus oksijen ile flotasyon ve PHA disindaki hlicresel materyalin

asitler ile ¢éztndurulmesi yontemleridir [159-168]. PHA saflastiriimasi igin kullanilan

bu yontemlerin baglica avantajlari ve dezavantajlari Cizelge 2.8’de verilmigtir.

Cizelge 2.8. PHA saflagtirmasinda kullanilan yoéntemlerin baslica avantaj ve

dezavantajlar [156, 169].

Saflagtirma Avantajlari Dezavantajlari

Yontemi

Cozucu -Gram-negatif bakterilerden -Ekonomik agidan yuksek
ekstraksiyonu elde edilen PHA'lardaki maliyetlidir.

endotoksinler uzaklastirilir.
-Yuksek saflik ve yuksek
molekuler agirlik elde edilir.
-Polimer degradasyonu
oldukca azdir.

-Cevre dostu degildir.
-Laboratuvar olgekli
¢alismalar igin uygundur.
-Fazla miktarda toksik ve
ugucu ¢ozucu kullanimi
gerektirir.

Sodyum hipoklorit | -YUksek saflikta trlin elde
ile parcalama edilir.

-Blyuk dlgekte kullanim igin
uygundur.

-Hucrelerin kurutulmus
olmasina gerek yoktur.

-Polimer degradasyonuna
neden olarak polimer
molekuler agirhginda
azalmaya neden olur.

Surfaktanlar ile -PHA dogrudan besi
pargcalama ortamindan saflastirildigi i¢in
polimer degradasyonu
oldukca azdir.

-Ekonomik acidan yuksek
maliyetlidir.

-Dusuk saflikta trlin elde
edilir.

-Surfaktanlarin ortamdan
uzaklastiriimasi igin fazla
su tuketimi gerekmektedir.

Enzimatik -Yuksek saflikta Grin elde
parcalama edilir.

-Ihmli galisma kosullari
bulunmaktadir.

-Kompleks bir proses olup
ekonomik agidan yuksek
maliyetlidir.

Boncuk bilyal -Kimyasal
ogutucu ile kullaniimamaktadir.
parcalama

-Uzun bir iglem olup birgok
parametrenin kontrol
edilmesi gerekmektedir.
-Etkili bir sogutma iglemi
gerekmektedir.
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Yuksek basincla
homojenizasyon

-Kimyasal
kullaniimamaktadir.

-Buyuk olgekli caligmalar icin
uygundur.

-Prosese ve
mikroorganizmaya
bagimhdir.

Super kritik
akiskanlar

-Basit, ucuz ve c¢evre dostu
bir yontemdir.

-Proses parametrelerine
oldukga siki bir sekilde
baghdir.

Hucre kirilganhgi

-Etkili ve basit bir yontemdir.
-Yuksek saflikta Grin elde
edilir.

-Birgok bakteride
uygulanabilir.

-Hucre duvari
batdnltgindn
dengelenmesi
gerekmektedir.

Ultrasonikasyon
ile pargalama

-Diger saflagtirma yontemleri
ile birlikte uygulandiginda
yuksek saflikta drtin elde
edilir.

-Blyuk dlgekte kullanim igin
uygun degildir.

C6zinmus oksijen

-Kimyasal kulanilmamaktadir.

-Bircok flotasyon basamag

¢ozundurulmesi

ile flotasyon gereklidir.

PHA disindaki -Dusik maliyetli bir -Kontrolsuz kosullarda
hlcresel saflastirma iglemi olup yuksek | asitler PHA'yi
materyallerin saflikta Grtin elde edilir. parcalayabileceginden,
asitler ile PHA molekiler agirliginda

azalmaya neden olur.

Gozlucu ekstraksiyonu, PHA saflagtirilmasinda uygulanan en yaygin yontemdir.

Cozucu ekstraksiyonu basit ve hizli bir yontem oldugu igin laboratuvar olgekli

calismalarda yaygin bir sekilde uygulanmaktadir. Kloroform, 1,2-dikloroetan ve

metilen klorur gibi bazi klorlu hidrokarbonlar ile propilen ve etilen karbonatlar gibi

bazi siklik karbonatlar ve karbonik esterler, PHA saflastirmasinda basariyla

kullanilan organik ¢dzuculerdir. Hicre membraninin gegirgenliginin degdistiriimesi ve

PHA’nin organik c¢ozuculerde ¢dzunmesinden sonra,

PHA’nin  ¢Ozucuden

uzaklastirilabilmesi igin ¢ozucu evaporasyonu veya PHA'yI gdzmeyen metanol veya

aseton gibi bagka bir kimyasal ile polimerin ¢okturulmesi gerekmektedir [170].

Diger saflastirma yontemleri ile karsilastirildiginda polimer degradasyonu ¢ozicl

ekstraksiyonunda yok denecek kadar az olup, ¢bézlicu ekstraksiyonu ile Gram-
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negatif bakterilerde bulunan LPS yapisindaki endotoksinler tamamen
uzaklastirildigindan, saflastirilan PHA'lar biyomedikal uygulamalarda
kullanilabilmektedir. Ayrica, ¢ozucu ekstraksiyonunun etkinligini arttirabilmek igin
ogutme ve liyofilize hale getirme gibi Oon islemler gerekmektedir. Cozlcu
ekstraksiyonu, fazla miktarda organik ¢éztcl kullanimi nedeniyle ¢cevre dostu bir
yontem olmayip, yuksek ¢ozucu maliyetlerinden dolayi buyuk oOlgekli Uretimde tercih
edilmemektedir [158].

Sodyum hipoklorit ile kimyasal pargalama isleminde bakteri hicre duvari
parcalanarak, hicre icerigi ortama salinmaktadir. PHA, sodyum hipoklorit icerisinde
¢ozinmediginden ortamdan filtreleme veya santrifljleme islemi ile kolaylikla
ayrilabilir. Ayrica, sodyum hipoklorit ile pargalama isleminde hucrelerin liyofilize
halde olmasi gerekmemektedir; boylece zaman ve enerji tasarrufu saglanmaktadir.
Ancak sodyum hipoklorit ile parcalama isleminde polimer degradasyonu oldukga
fazla olup, dusik molekuller agirliklara sahip polimerler elde edilmektedir [171]. Bu
sorunu ¢ozebilmek igin, sodyum hipoklorit ve kloroform c¢odzeltilerinin birlikte
kullanildigi bir yaklagim gelistiriimistir. Bu yaklagimda, sodyum hipoklorit, hlcre
¢Ozunurlagu igin kullanilirken, kloroform ¢ozeltisi ise hucrelerden salinmasindan

sonra PHA polimerlerinin degrade olmasini dnlemektedir [172].

Cozucu ekstraksiyonu ve kimyasal parcalama ile karsilastinildiginda biyolojik bir
yontem olan enzimatik pargalama daha ilimli galisma kosullarina sahip olup, sadece
ihmal edilebilir dizeyde bir polimer degradasyonuna neden olmaktadir.
Fermantasyon ortaminin kisa bir sure sterilizasyonu ile enzimatik pargcalama igin
gerekli 1sil sok elde edilebilmektedir [173]. Enzimatik pargcalamadan sonra PHA
santrif(j ile ortamdan ayrilabilmektedir. Bu biyolojik yontem ile %90’a varan polimer
saflik derecesi elde edilebilmektedir. Ayrica, enzimatik pargalama ile PHA
saflastirmasi, diger saflagstirma yontemlerine gore daha kolay bir igslem olup, hem

insan hem de gevre saghgi agisindan daha guvenlidir [173].
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Son olarak gunuimuizde bakteriyel hicrelerden PHA'yi saflastirmak igin farkl
yontemler geligtiriimesine ragmen, bu yontemler hala ¢ok pahali olup, buyuk Olgekte
PHA Uretimi icin yetersizdir. Bu nedenle, toplam PHA Uretim maliyetinin %50’sini
ekstraksiyon ve saflastirma iglemleri olusturdugundan, buyuk Olcekli Gretimde de
kullanilabilecek ucuz ve guvenli saflastirma yontemlerinin gelistiriimesine ihtiyag
duyulmaktadir [86].

2.9. Polihidroksialkanoatlarin kullanim alanlari

Petrol bazl plastiklerle benzer 6zelliklere sahip olmasi ve gelistirilen yeni Gretim
teknikleri ile yeni ve istenen Ozelliklere sahip PHA biyopolimerlerinin elde
edilebilmesi sayesinde PHA’larin uygulama ve kullanim alanlari geniglemektedir.
PHA’larin uygulama alanlari biyobozunurluk, termoplastik 6zellikler, piezoelektrik
ozellikler ve PHB’nin monomerik D(-)-3-hidroksibutirik aside depolimerize olabilmesi
ile dogrudan baglantiidir. Bu Ozellikleri sayesinde, biyoplastikler, fiberler,
biyomedikal malzemeler ve ilag tagiyicilar olarak kullanilabilmektedir. Enjeksiyonla
kaliplanmis ve ekstride edilmis PHA Urlnleri, ¢atal bigak takimi, ambalaj, tarim
sanayi malzemeleri, kisisel bakim, ofis malzemeleri, oyuncaklar ve ¢esitli ev esyalari
gibi ¢ok cesitli tuketici uygulamalarinda kullanilabilmektedir. PHA ayrica yuksek
gerilme mukavemetine sahip fiberler olarak da kullanilabilmekte ve otomotiv
endustrisinde, dis ipi ve sigara filtrelerinde ve dokumasiz uygulamalarda
kullaniimaktadir. PHA’nin insan dokusu ile biyouyumlulugu nedeniyle PHA, doku
muhendisligi, yara iyilesmesi, kardiyovaskuler, ortopedi ve ila¢ tasinimi gibi tibbi ve
biyomedikal uygulamalarda kullanilabilmektedir [20, 174, 175]. PHA biyopo-
limerlerinin yaygin kullanim alanlari ve potansiyel uygulamalari Cizelge 2.9da

verilmigtir.
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Cizelge 2.9. PHA biyopolimerlerinin kullanim alanlari ve potansiyel uygulamalari

[174].

Uygulama Alani

Ornekler

Ambalajlama

Algveris posetleri, yemek kaplari, filmler, gunlik sarf

malzemeler, vb.

Baski ve fotografcilik

PHA kolayca boyanabilen bir polyester oldugu i¢in baski

ve fotografcilikta kullanilabilir.

Kimyasallar

Istya duyarli yapistiricilar, lateks ve akill jeller

Blok kopolimerizasyon

PHA diger polimerlerle blok kopolimerizasyonla PHA

diollere donusturulebilir.

Plastik isleme

PHA, plastik olarak

kullanilabilir.

islemede igsleme yardimcilar

Tekstil endustrisi

PHA, naylonlar gibi fiber yapilara déntsturulebilir.

Kimyasal sanayi

PHA monomerleri kiral R-formda olup, antibiyotiklerin ve
diger ince kimyasallarin kiral baslangi¢c materyalleri

olarak kullanilabilir.

Tibbi implant
biyomateryaller

PHA biyobozunurluk ve biyouyumluluk gibi ozellikleri
sayesinde tibbi implant malzemelerinde ve kontrolll ilag

salimi sistemlerinde kullanilabilir.

Tibbi

PHA monomerleri 6zellikle R-3HB, Alzheimer, Parkinson
hastaliklari, osteoporoz ve hatta hafiza gelisimi Uzerinde

terapdtik etkilere sahiptir.

Saglikh yiyecek

PHA oligomerleri keton yapilarin elde edilebilmesi igin

gida takviyeleri olarak kullanilabilir.

Endustriyel
mikrobiyoloji

PHA sentez operonu, endustriyel mikrobiyal suslarin
performansini arttirmak i¢in bir metabolik regulator veya

direncg arttirici olarak kullanilabilir.

Biyoyakit veya yakit

katki maddeleri

PHA vyanici Ozellikte hidroksialkanoat metil esterleri

olusturmak Uzere hidrolize edilebilir.
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Protein saflastirma Fazin PhaP rekombinant proteinleri saflastirmada

kullanilabilir.

Spesifik ilag taginimi PhaP ve spesifik ligandlarin koekspresyonu ile hastalikl

dokulara spesifik ilag hedeflemesi yapilabilir.

2.10. Biyoreaktorler ve ¢galigma modlari

Biyoreaktorler, biyolojik ve biyokimyasal proseslerin tanimli besi ortami, pH, sicaklik,
¢o6zunmuUs oksijen derisimi ve basing gibi kontrolli ortamlarda ve c¢alisma
kosullarinda gercgeklestiriimesini saglamaktadir. Biyoreaktorler isletim kosullarina

gore kesikli, yari kesikli ve surekli sistem olmak tzere siniflandiriimaktadir.

Mikroorganizmalarda PHA biyosentezi ¢ok asamali bir proses oldugu icgin, PHA
uretimi hem besleme stratejisinin hem de biyoreaktor igletim kosullarinin

optimizasyonu ile birlikte gelistirilebilir [176].

Kesikli igletim modu PHA dretimi i¢in en basit ve birincil strateji olmasina ragmen,
yari kesikli beslemeli igletim modu ile yuksek hacimsel verimlilige sahip yuksek hucre
yogunluklu mikroorganizma kulturleri elde edilebilmektedir [177]. Kesikli isletim
sisteminde, biyoreaktdr ilk dnce istenilen miktarlarda fermantasyon besi ortami ile

doldurulmakta ve fermantasyon suresince besleme yapilmamaktadir.

PHA Uretimi icin yari kesikli isletim modunda fermantasyon stiresince biyoreaktore
substrat beslemesi yapilmakta olup yari kesikli igletim suresince PHA Uretiminde
karbon substrat derisimini kontrol etmek i¢in uygun bir substrat besleme stratejisinin
secilmesi gerekmektedir. iteratirde yari kesikli sistemde PHA Uretimi i¢in puls
besleme [178, 179], tanimlanmig besleme hiziyla surekli besleme [180, 181], ustel
besleme [182-184], ¢cozUnmus oksijen derisimi [185, 186] ve pH kontrolu [187, 188]
ile beslemenin kontrolu gibi ¢esitli besleme stratejileri uygulanmaktadir. Bu tez
calismasi kapsaminda, Bacillus megaterium NRRL B-14308 susundan laboratuvar
Olcekli biyoreaktorde yari kesikli sistemde Ustel glikoz besleme stratejisi ile PHA
fermantasyonu galismalari gergeklestirilmigtir.
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2.10.1. Yan kesikli sistemde tasarim esitlikleri

Yari kesikli sistemler, genellikle kesikli isletim modunda baglayip belirli bir hicre
derigsimi veya substrat tuketiminden sonra substrat g¢ozeltisinin gesitli besleme
stratejileri ile biyoreaktére eklendigi fermantasyon sistemleridir. Spesifik ¢odalma
hizi (u), fermantasyon sistemlerinde mikrobiyal cogalmayi karakterize eden 6nemli
bir parametre olup, yari kesikli sistemlerde Ustel besleme stratejisinde maksimum
spesifik ¢cogalma hizina (Umax) yakin bir ¢odalma hizinda biyoreaktére substrat

beslemesi amaclanmaktadir.

Yar kesikli bir sistemde, hicre icin kutle denkligi esitlik 2.1 ile ifade edilebilir.

aCV) _

” .V (2.1)

Burada, rx hiicre ¢ogalma hizini (g L sa!), V biyoreaktér hacmini (L), Cx ise hiicre

derisimini (g Lt) gostermektedir.

Hucre ¢ogalma hizi, hicre derisimi ve spesifik cogalma hizi ile iligkisi esitlik 2.2 de

verilmigtir.
e = UGy (2.2)

Esitlik 2.1 ve 2.2 yi birlestirdigimizde esitlik 2.3 elde edilmektedir.

d(CyV
% =1V = uC,V 2.3)

Yar kesikli sistemlerde substrat beslemesine bagh olarak sabit yogunlukta hacim
degisikligi sadece Qs, substrat besleme hacimsel akis hizina (L sa!) esit olup esitlik

2.4’de gosterilmisgtir.
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=0 2.4

Esitlik 2.3 ve 2.4’G birlestirip dizenledigimizde, yari kesikli sistemlerde spesifik

¢ogalma hizi esitlik 2.5'de verilmistir.

1dC, , 1

+=0s (2.5)

T Cedt V

Yari kesikli bir sistemde zamanla biyoreaktére substrat beslemesi

gergeklestirildiginden substrat icin kutle denkligi esitlik 2.6 ile gosterilmigtir.

d(CsV)

dt = QSCSO + rsV (2.6)

Burada, rs, substrat tUketim hizini, Qs ise substrat besleme akis hizini ifade

etmektedir.

Esitlik 2.2 ile benzer sekilde substrat tiketim hizinin, hicre derisimi ve spesifik

substrat tiketim hizi (gs) ile iliskisi esitlik 2.7'de gosterilmistir.
—7s = q5Cy (2.7)

Biyoreaktorde glikoz substrat birikimi olmadigindan ve hacim degisikligi ihmal
edilebilir duzeyde oldugundan substrat denkligi esitlik 2.8'deki gibi

duzenlenmektedir.
Ny C.=0
v oS0 T qstx = (2.8)

Spesifik substrat tiketim hizi esitlik 2.9’da verilmistir.
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gs = (22) (2.9)

V Cy
Substrat tiiketim hizi, rs, substrat basina hicre verimi (Yxss) cinsinden ifade edilirse,
T = (rx/YX/S) (2.10)

ve biyoreaktdrde zamanla substrat birikiminin olmadidi varsayildiginda (dCs/dt=0)

esitlik 2.6 ile esitlik 2.10 birlestirip dizenlendiginde, esitlik 2.11 elde edilmektedir.

QsCso — YT;_/VS = Cs% (2.11)
Esitlik 2.11 dluzenlendiginde; esitlik 2.12 elde edilmektedir.

QsCs0 = 2= = Cs0s (2.12)
Ustel besleme stratejisi esitlik 2.13 ile ifade edilmektedir.

C,V = CyoVpett (2.13)

Esitlik 2.12 ve 2.13 birlestirildiginde, Qs substrat besleme akis hizi esitlik 2.14’de

gOsterilmigtir.

_ HCxo V0 ut
Qs = Yx/s(Cso—Cs) € (2.14)

Substrat, biyoreaktér Uretim ortaminda birikmiyorsa (Cs=0) ya da Cso>>Cs
durumunda esitlik 2.15 elde edilmektedir [189].
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CxoVi
= X000 it (2.15)
Yx/sCso

S
Literaturde, yari kesikli sistemler icin Ustel substrat besleme stratejisi siklikla
uygulanan bir tekniktir [190-194].

2.11. PHA uretiminin matematiksel modellemesi

Matematiksel modelleme, doga olaylarinin ve deneysel sonuglarin yorumlanmasi ve
tahmininde fizik, kimya, biyoloji ve muhendislikte siklikla kullanilan ¢ok guglu bir
aractir [195]. Matematiksel modelleme ve slre¢ optimizasyonu, PHA Ureten
mikroorganizmalarin verimliligini ve 6zelliklerini gelistirmek i¢in son yillarda oldukga
fazla yararlanilan sistemlerdir. PHA uretimini inceleyen temel matematiksel modeller
kinetik, dusuk vyapilandinimis, dinamik, metabolik (yuksek yapilandiriimig),

sibernetik ve sinir aglari olarak siniflandirilabilir [196].

2.11.1. PHA uretiminin metabolik modellemesi

Metabolik modeller, metabolik yollarin yeniden yapilandirilmasiyla hicrenin fizyolojik
durumunu tanimlamaya calismaktadir [197]. Metabolik modeller, metabolik yolun iki
veya U¢ enzimatik reaksiyon icerdigi basit durumlardan, hiucresel metabolizmanin
ana katabolik ve anabolik yollarini temsil eden daha karmasik metabolik aglara
kadar cesitlilik gostermektedir. PHA Ureten mikroorganizmalarin hicresel
metabolizmasini tanimlayan metabolik matematiksel modeller, mevcut suslarin
metabolizma ve substrat tagima Ozelliklerinin aydinlatiimasinda merkezi bir rol
oynamasinin yaninda, metabolik muhendislik yontemleriyle yeni trlerin

gelistiriimesinde de kullaniimaktadir.
Metabolik modeller arasinda, literatirde temel olarak, kinetik modeller (genellikle

hem enzim hem de mikrobiyal kinetigin yani sira metabolik reaksiyonlarin

stokiyometrisine dayali), stokiyometrik modeller (metabolik aglarin zamanla
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degismeyen oOzelliklerine dayali) ve sibernetik modeller (optimal dogaya dayali) yer
almaktadir [198].

Kinetik modelleme ile metabolit derigsimleri, enzim seviyeleri ve enzim devir hizi,
doygunlugu gibi parametrelerin  fonksiyonu olarak reaksiyon akilari
Olculebilmektedir. Kinetik modellemede, Michaelis-Menten veya Hill denklemi gibi
mekanistik esitlikler ile reaksiyon hizlari Olgulmektedir. Tum kinetik ifadelerin
birlestiriimesinden sonra, metabolit derigimlerinin ve reaksiyon akilarinin zamana
bagli profilini elde etmek igin her metabolite ait kitlenin korunumunu temsil eden
dogrusal olmayan siradan diferansiyel denklemler sistemi ¢ozulmektedir [199].
Kinetik modeller genellikle metabolizmanin yalnizca sinirli  bir  bolumuni
kapsadigindan, su anda bu tip modeller yalnizca sinirli sayida ve iyi calisiimis
mikroorganizmalar i¢in bulunmaktadir. Bunun temel nedeni, derisim ve aki igin

mevcut deneysel verilerin gerekli dlgekte bulunmamasidir [200].

Stokiyometrik modelleme, kinetik modellemenin aksine, éncelikle stokiyometrik
bilgileri kullanarak kararli durumda her bir metabolit igin kutlenin korunumunu
tanimlayan dogrusal denklem sistemine dayanmaktadir. Aki denge analizi (FBA),
metabolitlerin bir metabolik ag uzerinden akisini analiz etmek i¢in en yaygin olarak

kullanilan stokiyometrik tabanli matematiksel hesaplama yontemidir.

2.11.2. Akidenge analizi (FBA)

Aki denge analizi (FBA), bir organizmadaki bilinen tim metabolik reaksiyonlari ve
her bir enzimi kodlayan genleri iceren metabolik agdlari incelemek igin yaygin olarak
kullanilan kisittama tabanh bir matematiksel yaklasimdir [201]. Kisitlama tabanl
modelleme yaklasimi ile termodinamiksel, s6zde kararli durum varsayimi gibi gesitli
fizikokimyasal kisitlamalar altindaki metabolik aki dagilimlari incelenmektedir [202].
FBA, metabolitlerin akisini metabolik ag tzerinden hesaplayarak bir organizmanin
¢ogalma hizini veya biyoteknolojik agidan énemli bir metabolitin Gretim hizini tahmin

edebilmektedir.
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FBA’da ilk olarak her reaksiyonun stokiyometrik katsayilarinin sayisal matris
seklinde tablolagtirilmasiyla metabolik reaksiyonlar matematiksel olarak temsil
edilmektedir. Bu stokiyometriler, metabolik ag Uzerinden metabolitlerin akigina
sinirlamalar getirebilmektedir. FBA'da kisitlamalar, sistemin stokiyometrisinden
kaynaklanan denge kisitlamalari ve her bir reaksiyonun maksimum ve minimum izin
verilebilir akilarini tanimlayan Ust ve alt sinirla sinirlandirildigi aki kisitlamalari olarak

iki sekilde ifade edilmektedir.

FBA, ustel cogalma kosullarinda dogrusal programlama tabanh optimizasyon
yoluyla genom 0lgekli metabolik agdaki tim reaksiyonlarin metabolik akilarini
hesaplayabilmektedir. Ustel cogalma asamasinda, metabolitlerin birikimi olmadan
dengeli bir cogalma gerceklesmektedir. Boylece, sdzde kararli durum varsayimi ile
diferansiyel kitle denkligi denklemleri dogrusal denklemlere donltsebilmektedir.
Sistem yetersiz belirlendiginde (6rnegin, hesaplanacak aki sayisinin kitle denkligi
denklemlerinin sayisindan daha buyuk oldugu durumlarda) FBA, biyokltle olusum
hizini maksimize veya minimize etmek, trtn tretim hizini maksimize veya minimize
etmek, ATP kullanimini maksimize veya minimize etmek veya yan urin olusum
hizini minimize etmek gibi biyolojik bir amag fonksiyonunun kisitlamalarla belirlenen

¢6zum uzayindaki optimizasyonunu incelemektedir [203, 204].

Akl denge analizi;

min / max (Z)
st S.v=0

v > p > plb

S, modelin stokiyometrik matrisi olup aki oranlari, v aki matrisindeki her bir akinin alt

ve ust sinirlari ile sinirli oldugunu ifade etmektedir [203].
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2.11.3. Bacillus megaterium ve genomik olgekli metabolik modelleme

Cok yonli metabolik yetenekleri ve biyoteknolojik uygulamalara uygun
fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle Gram-pozitif bir bakteri olan Bacillus megaterium
Uzerine yapilan arastirmalar son yillarda ivme kazanmigtir. Cok cesitli karbon
kaynaklari Uzerinde c¢odalma yetenedi sayesinde birgok B. megaterium susu,
penisilin amidaz, amilaz, amino asit dehidrojenaz gibi ¢esitli enzimler, rekombinant
proteinler, vitaminler, piruvat ve polihidroksialkanoat gibi biyopolimerlerin Gretiminde
alternatif bir mikroorganizma olarak kullaniimaktadir. Bu &énemli endustriyel
mikroorganizmanin 6zelliklerini daha da kesfetmek igin, metabolizmasinin kapsaml
bir sekilde anlasiimasi buyiuk 6nem tasimaktadir [205]. GUnUmuze kadar, t¢ B.
megaterium susunun, QM B1551, DSM 319 ve WSHO002'nin, tUm genomlari
sekanslanmistir [106, 206]. Sekanslanmis mevcut genomda, metabolik genler,
konumlari ve bunlara karsilik gelen hicresel fonksiyonlar belirtiimektedir. Ancak, B.
megaterium mikroorganizmasinda genetigi, enzimleri, metabolik aktiviteleri ve hiicre
¢ogalmasi arasindaki iligkileri aydinlatabilecek butuncul bir yaklagim
bulunmamaktadir. Genomik ve deneysel olarak elde edilen biyokimyasal verilerin
yardimiyla, genom &lgekli metabolik modeller, hlcrelerin ve organizmalarin fiziksel
Ozelliklerini tahmin edebilen bir matematiksel hesaplama cergevesi saglamaktadir
[207]. Genom olgekli metabolik modeller, endustriyel suslarin potansiyelini
belirlemek ve bilinmeyen metabolik yeteneklerini kesfetmek icin kullaniimaktadir
[208]. Kisit tabanli tahminler ile birlikte genom dlgekli metabolik modelleme, hicre
¢ogalmasini arttirmak icin eklenmesi gereken anahtar metabolitleri belirleyerek besi
ortami1 kompozisyonunun iyilestiriimesi i¢in kullaniimasinin yaninda gesitli metabolit
uretim akiglarini tahmin etmek ve metabolik muhendisliginde gen silme stratejilerini

tanimlamak igin de kullaniimaktadir [209, 210].

Bacillus turleri icin genom 0lgekli metabolik model olusturma c¢alismalari, hicre
metabolizmasinin buatinsel ve kapsaml bir sekilde tam olarak tanimlanmasi
yoninde biyokimya, genetik, biyoinformatik ve genom bilimindeki ilerlemelerle

birlikte gelismektedir. Bacillus turleri igin ilk genom 0Olgekli metabolik model B. subtilis
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168 susu igin 2007 yilinda Oh ve arkadaslari tarafindan olusturulmustur [211].
ilerleyen vyillarda, basta B. subtilis olmak izere, B. licheniformis WX02, B.

megaterium WSHO002 ve B. megaterium DSM319 suslarl igin genom oOlgekli

metabolik modeller gelistiriimigtir (Cizelge 2.10).

Cizelge 2.10. Bacillus turleri icin genom 6lgekli metabolik modeller

Model iJA1121 | iMZ1055 |iBsull47 |iBsul103 | Oh ve | iWX1009
ark,
2007
Sus trd B. meg. | B. meg.|B. subt.|B. subt.|B. subt. |B. lichen.
DSM319 | WSHO002 | 168 168 168 WX02
Reaksiyon 1709 1112 1742 1443 1020 1762
Metabolit 1349 993 1456 1145 088 1141
Gen 1121 1055 1147 1103 844 1009
Transport 190 196 290 205 232 176
Reaksiyonlar
Kaynak [212] [205] [213] [214] [211] [215]
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan bakteriler, gogalma ortami ve plazmidler

Klonlama g¢alismalarinda E. coli DH5a susu, biyopolimer dretim ¢alismalarinda ise
B. megaterium NRRL-B 14308, B. megaterium MS941 ve bunlarin rekombinant
suslari kullaniimistir (Cizelge 3.1). B. megaterium genomundan elde edilen phaC
genini klonlamak igin B. megaterium’da ticari pC-HIS1623hp plazmidi (EK-1)

kullaniimisgtir.

E. coli suslarini ¢cogaltmak icin Lysogeny Broth (LB: 10 g/L tripton, 10 g/L NaCl, 5
g/L maya ekstraktl) besi ortami kullaniimistir. 20 g/L agar kati ¢gogalma ortami
olusturmak igin LB ortamina eklenmigtir. Hazirlanan ortamlar, otoklav sterilizasyonu
sonrasi oda kosullarinda saklanmistir. Plazmidin stabilitesi i¢cin E. coli ¢ogalma
ortamlarina 100 uyg/mL ampisilin (Amp), B. megaterium ¢ogalma ortamlarina ise 10
pg/mL tetrasiklin (Tet) eklenmigstir. Mikroorganizmalarin uzun sire depolanmasi igin

%15 gliserol (v/v) igceren 1 mL LB ortaminda, -86°C’de saklanmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan suslar ve plazmidler

Suslar Genotip/Acgiklama Kaynak

B. megaterium NRRL B- | Dogal fenotip (wild type) sus Ulusal Kultar
14308 Koleksiyonu, ABD
E. coli DH5a F- (f80dlacZAM15) A(laclZYA -argF) Ticari firma, ABD

U169 deoR recAl endAl hsdR17 (rk;,
mk*) supE44, thi-1, gyrA96, relAl

B. megaterium MS941 Dogal fenotip (wild type) sus Dr. Dieter Jahn,
Almanya

B. megaterium MS941- | B. megaterium MS941 Bu caligsma

pCHIS1623hp-phaC- mikroorganizmasinda ekspresyon

6His vektoru ile phaC gen aktarimi
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B. megaterium MS941-
pCHIS1623hp-phaC-

B. megaterium MS941
mikroorganizmasinda GGS baglayici

Bu calisma

GGS-6His eklenmis ekspresyon vektoru ile phaC

gen aktarimi
B. megaterium MS941- | B. megaterium MS941 Bu calisma
pCHIS1623hp mikroorganizmasinda ekspresyon

vektoru
B. megaterium NRRL B- | B. megaterium NRRL B-14308 Bu calisma
14308-pCHIS1623hp- mikroorganizmasinda ekspresyon
phaC-6His vektorl ile phaC gen aktarimi
B. megaterium NRRL B- | B. megaterium NRRL B-14308 Bu calisma
14308-pCHIS1623hp- mikroorganizmasinda GGS baglayici
phaC-GGS-6His eklenmis ekspresyon vektoru ile phaC

gen aktarimi
B. megaterium NRRL B- | B. megaterium NRRL B-14308 Bu calisma
14308-pCHIS1623hp mikroorganizmasinda ekspresyon

vektoru
Plazmidler
pC-HIS1623hp Ekspresyon vektori AmpR Ticari firma,

Almanya

3.2. Genetik muhendisligi metotlari

Genetik muahendisligi

metotlari

standard protokoller [216]

dogrultusunda

uygulanmig, klonlama ile ilgili yapilan ¢alismalar Sekil 3.1’de 6zetlenmistir.
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Vektor Gen (Insert)

!

1 | Genomik DNA hazirlama |

| 16 sa gogaltma |

|

| Plazmid saflastirma | | Koloni PZR |
} |

| Miktar belirleme | | Jel saflastirma |
| l

| DNA'’ nin kesilmesi | | Miktar belirleme |
}

Defosforilasyon | DNA’ nin kesilmesi |

(CIAP)

| |

| Jel saflastirma | | PZR saflastirma |
| !

| Miktar belirleme | | Miktar belirleme |

N ~

| Ligasyon ( 50-100 ng vektor ve 1:3 vektdér gen molar orani) |

|

| Tuzdan arindirma |

|

E.coli DH5a kompetan hiicre, CaCl, metodu ile
transformasyonu

}

37 °C, 16 sa inkiibasyon

}

| DNA dizi analizlenmesi, RE ile kesme |

}

| Bacillus megaterium protoplast olusumu |

}

Rekombinant Bacillus megaterium suslarinin
eldesi ve saklanmasi

!

| Rekombinant phaC protein analizi (SDS-PAGE ve Western Blot) |

Sekil 3.1. Klonlama prosedurtunun sematik gosterimi
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3.2.1. Agaroz jel elektroforezi

DNA molekullerini tanimlamak ve ayirmak igin jel elektroforez yontemi kullaniimistir.
Bunun icin 6ncelikle, %1 lik agaroz jel 100 mL TBE tamponunda (89 mM Tris-Borat,
2 mM EDTA, pH 8.3) hazirlanmis, mikrodalga firinda agaroz karisimi homojen
gorunum alana kadar isitilmigtir. Karigim yeterli sicakliga kadar sogutulduktan
sonra, son derisimi 0,5 pyg/mL olacak sekilde etidyum bromur eklenmis ve ¢ozelti
kabarcik olusmamasina dikkat edilerek jel tepsisine dokulmustur. Yukleme
kuyularinin olusmasi igin uygun tarak yerlestirilmis, jelin katilasmasi beklenmis ve
jel tanki TBE tamponu ile doldurulmustur. Katilasan jel, tarak ¢ikarildiktan sonra,
elektroforez haznesine yerlestiriimigtir. YUkleme tamponuyla karistirilan DNA
ornekleri ve DNA standardi jele yuklenmistir. 100 V’da 45 dk kosturulan DNA,
transilliminatér cihazinin Gstlinde incelenmis ve jel gértnttleme kabininde fotografi

cekilmigtir.

3.2.2. DNA’nIn agaroz jelden ekstraksiyonu

Klonlama c¢alismalarinda kullanilacak gen DNA'sIni igceren bantlar UV 15131 altinda
jelden kesilmigtir. Jel ekstraksiyon kiti ile DNA’nin agaroz jelden geri kazanimi Uretici
firmanin protokoline gore gergeklestiriimistir. Bu protokole gore, dncelikle istenen
DNA molekulinu igeren jel pargasina QG tamponu (5.5 M guanidine thiocyanate, 20
mM Tris-HCI pH 6.6) eklenerek 65°C’de jelin ¢ézlinmesi sadlanmistir. Eriyen jel
uzerine PB tamponu (5 M Gu-HCI, 30% isopropanol) eklenerek, santriflij kolonuna
aktariimig ve 13000 devir/dk hizinda santrifijlenmigtir. Daha sonra kolona PE
tamponu (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 80% etanol) eklenerek yikanmig, santrifijlenmis,
elient uzaklastiriimis ve DNA, 35 pL elisyon tamponu EB tamponu (10 mM Tris-Cl,
pH 8.5) ile kolondan saflastiriimigtir. Saflastirlan DNA &6rnekleri daha sonraki

adimlar igin -20°C’de saklanmistir.
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3.2.3. Primer tasarimi

Polimeraz zincir reaksiyonlari (PZR) ile gen derisiminin arttirilabilmesi icin gerekli

olan primerlerin tasariminda dikkat edilmesi gereken noktalar asagida verilmistir:
1. ideal bir primer, 16-60 baz niikleotit uzunlugunda olmalidir.
2. Primerin toplam G ve C baz igerigi %40-60 arasinda olmalidir.

3. Primerin 3’ ucu, bir ya da iki G veya C bazlarini icermelidir ve tasarlanan

primerin 6zgul olabilmesi igin 3’ ucunda ugten fazla G veya C bulunmamalidir.

4. “Sag tokas!” (hairpin) olusturmamasi igin, primer kendi iginde karsilikli eslenik

baz dizileri icermemelidir (en fazla 8).

5. Primer ¢iftleri, dimer olusumuna neden olmayacak sekilde 8’den fazla birbirleri

ile eslenik baz icermemelidir.

6. Primer ciftlerinin erime sicaklik (Tm) degerleri birbirine denk veya aralarinda en
fazla 5°C’lik bir fark olmalidir.

Bu tez calismasinda kullanilan primerler ve dizileri Cizelge 3.2’de gOsterilmigtir.
Tercih edilmeyen primer dimerlerinin olusmasi, primerin kendini tamamlayici
sekanslari icerme olasiligi ve erime sicakhgi gibi parametreler, Gcretsiz web tabanl

bir yazilim ile kontrol edilmigtir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerler

Primer Dizi (5’-> 3’)

phaC-seg-F gatagttgatggataaacttgttcac

Spel-RBS-phaC-F | atgactactagtaaggaggtgaatatacaatggcaattccttacgtgcaag

Sphl-Stop-Histag- | atgatcgcatgcttagtgatggtgatggtgatgagaaccgcctttagagcgtttttct
GGS-phaC-R agc

phaC-seg-R cacagttctccgcaagaattg
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Sphl-Stop-Histag- | atgtcagcatgcttagtgatggtgatggtgatgtttagagcgtttttctagc
phaC-R

3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

DNA dizisinin PZR ile gogaltilmasi, termal dongu cihazinda gergeklestirilmistir. 50 uL

hacmindeki reaksiyon karisimi buz Uzerinde hazirlanmis olup, icerigi asagida

verilmigtir:
10X PZR reaksiyon tamponu :5 L
dNTP (10 mM stok) 1L
lleri primer (5uM stok) 1 uL
Geri primer (5uM stok) 1L
Sablon DNA : 1 yL (=100 ng)
Vent DNA polimeraz (1U uL?) 1L
Steril dH20 : 40uL

PZR isleminde gerekli dongu sayisi ve sicaklik de@erleri Cizelge 3.3’de verilmigtir.
Daha sonra, 10 yL PZR karisimi %1°lik agaroz jelde analiz edilmis, jelin goéruntisu

alinmistir.

3.2.5. PZR sonrasi DNA’nin saflagtiriimasi

PZR sonrasinda, PZR Saflastirma Kiti ile Uretici firmanin protokoliine goére
primerlerin, nukleotidlerin, polimerazin ve tuzlarin uzaklastiriimasi
gergeklestiriimistir. 50 pL’lik EB tampon ile saflagtirilan DNA 6rneklerinin elisyonu

gercgeklestiriimistir.
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Cizelge 3.3. PZR reaksiyon parametreleri

1 déngu T1=98°C 3 dakika
T1=98°C 30 saniye
35 dongu T2 =56°C-59.5°C 30 saniye
(Her donglide 0.1°C
artarak)
T3=72°C 70 saniye
1 déngu T3=72°C 10 dakika
1 dongu T4=8°C o0

3.2.6. DNA’niIn restriksiyon enzimleri ile kesimi

Restriksiyon enzimleri (Spel ve Sphl-HF) ile kesme reaksiyonu igin, mikrosantrifuj
tipunde hazirlanmis 6rnekler 37°C’de 1 sa isitici blokta tepkimeye birakiimis ve

ardindan agaroz jelde kosturulmustur.

3.2.7. Kesim sonrasinda DNA’nin saflastiriimasi

Restriksiyon enzimleriyle kesimden sonra, Jel Ekstraksiyon Kiti ile Uretici firmanin
protokoline gore primerlerin, enzimlerin, tuzlarin ve nukleotidlerin ayristiriimasi
islemi gerceklestiriimistir. Protokollin sonunda saflastiriimis DNA, 50 uL EB tamponu

ile santrifuj kolonundan ayriimistir.

3.2.8. Ekleme reaksiyonu (Ligasyon)

Ligasyon reaksiyonunda kullanilan bilesenler Cizelge 3.4’de verilmigtir.
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Cizelge 3.4. Ligasyon karisimi

L1 L2 L3 (Kontrol)
10x Ligasyon tamponu (NEB Inc, ABD) | 2 yL 2 uL 2 UL
Gen (insert) DNA (1145-1196 bg) 6,6 uL 3,3 uL -
iki kez kesilmis vektdr DNA (6547bg) 7,1 4L 7,1 uL 7,1 uL
T4 DNA ligaz 1 uL 1L 1yl
Steril dH20 3,3 uL 6,6 L 9,9 uL
genmiktari(ng) = 100 ng vektor x vfketzirz:% l;’:ll:lgf g;b((gg) X % (3.1)

Gen miktar1 yukarida verilen esitlige goére belirlenmistir (Esitlik 3.1). Kontrol
reaksiyonu ise gen (insert) DNA disinda yukarida verilen diger tim maddeleri
icerecek sekilde olusturulmustur. Ligasyon reaksiyonu 16 sa, 16°C’de
gergeklestiriimis, daha sonra 65°C’de 20 dk tutularak reaksiyon durdurulmustur.
Ligasyon Grand 0,45 um’lik membran Uzerinde damla-diyaliz yéntemiyle tuzdan
arindirildiktan sonra, 5 uL’si E. coli transformasyon reaksiyonunda kullaniimak tzere

-20°C’de saklanmistir.

3.3. E. coli’nin CaCl2metodu ile transformasyonu

E. coli DH5a hucreleri, kimyasal-kompetan hicre olarak, plazmidin ¢ogaltiimasi igin
kullaniimistir. Bunun icin LB agar plakalara -86°C’de saklanan E. coli DH5a
susundan ekim yapilarak 37°C’de 16 sa inkube edilmistir. 6 mL LB ortami igerisine
plakalardan segilen tekil bakteri kolonisi eklenerek c¢alkalayicili karigtiricida
37°C,150 devir/dk karistirma hizinda 16 sa inkibe edilmistir. Bu drnekten 5 mL LB
ortami igerisine 1:100 asilama oranina gére 50 pL alinarak optik yogunluk (ODseoo)
degeri 0,3-0,4 olana kadar c¢alkalayicili karistiricida inkube edilmistir. Daha sonra
hicreler 3000xg, 4°C’de 5 dk santrifuj edilerek supernatant uzaklastirilmistir.

Hucreler 0,1 M CacCl: ile restispanse edilmistir. Hlcrelerin igine 100 ng plazmid

51



eklenmis ve 30 dk buzda bekletilmigstir. Isil soklama ile, 42°C’de 90 sn, plazmid
DNA’nin hicrelerin igine alimi saglanmistir. Buz Uzerinde 5 dk bekletilen hicrelerin
uzerine 400 pL SOC ortami ilave edilmis ve 37°C’de 45 dk, 200 devir/dk’da
inkiibasyona birakilmisgtir. Inkilbasyondan sonra 100-150 pL transformasyon
karisimi, segici antibiyotik iceren kati ortama yayillmis ve 37°C’de 16 sa inklbe

edilmigtir.

3.4. DNA dizi analizi

Sentezlenen plazmid dizisi, DNA dizi analizi igin tasarlanmig primerler kullanilarak
dizinlenmigtir (PRZ Biotech, Ankara). Elde edilen veriler, Ucretsiz yazilimlar (ApE-

plasmid-editor ve BLAST vyazilimlari, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)

kullanilarak analizlenmistir.

3.5. B. megaterium protoplast transformasyonu

Hucreler 5 mL LB ortaminda 37°C, 200 devir/dk’da 1 gece cogaltiimistir. LB
ortaminda gogaltilan mikroorganizmalardan 250 uL’si 25 mL Hyp besi ortami iceren
yeni ortama aktarilarak (1:100 asilama orani) ODe00o=0,8-1 degerine ulasana kadar
inkiibe edilmistir. 2600xg, 4°C’de 15 dk santrifljlenerek ayrilmis hicreler 2,5 mL
Hyp besi ortami (Cizelge 3.5) igerisinde reslspanse hale getirilmistir. Santrifuj
isleminden sonra elde edilen hucre pelleti, Hyp besi ortami ile hazirlanmis ve filtre
sterilizasyonuna tabi tutulmus lizozim ¢dzeltisi (100 uL, 5 mg/mL) ile restispanse
edilerek, protoplast olusumu icin 37°C, 100 devir/dk karistirma hizinda 20 dk inkibe
edilmistir. Daha sonra protoplast hicreleri 30 dk buz i¢inde bekletilmistir. 1400xg,
4°C’de 10 dk santrifljlenerek toplanan protoplast hicreleri 2,5 mL Hyp besi ortami
ile yikanmistir. Yikama iglemi, fazla lizozimin uzaklastirilabilmesi igin t¢ defa tekrar
edilmistir. Yikama igleminden sonra 500 pL protoplast suspansiyonu yeni bir deney
tupune aktariimis ve igerisine 50 pL plazmid DNA (3-5 pg) eklenmistir. %35 PEG-P
(MA=8000) c¢ozeltisi (1,5 mL) eklenmis protoplast hiicreler 37°C’de 2-4 dk inklbe
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edilmis, 4°C’de bekletiimis 5 mL Hyp-besi ortami ile seyreltilen hicreler 1400xg,
4°C’de 4 dk santrifijlenmistir. Hucre pelleti 1 mL Hyp-besi ortami ile tekrar
resuspanse hale getirilerek 37°C, 100 devir/dk karigtirma hizinda 2 sa inkibe
edilmistir. 100 yL ve 900 pL olarak ayrilan hucre suspansiyonlari 7 mL %0,9 agar
iceren Hyp besi ortami-Agar c¢ozeltisi ile karistinlarak tetrasiklinli %1,7 agar igeren
Hyp besi ortami petri kabina dékilmus ve 37°C’de 24 sa inklbe edilmistir. Secilen

koloniler tekrar tetrasiklin antibiyotigi iceren LB agara ekilmistir [217].

Cizelge 3.5. Hyp besi ortami bilesenleri [217]

Hyp besi ortami (pH 7.5) Derisim (g/L)
NH4Cl 1,0
Tris bazi 12,0
KCI 0,035
NaCl 0,058
MgSO4.7H20 0,267
MgCl2.6H20 4,67
Maya ekstrakti 0,6
KH2PO4 0,136
Sukroz 68,46
Glikoz 2,0
MnSOa4 0,0002

3.6. Rekombinant B. megaterium hucrelerinde PHA retimi

DNA dizini dogrulanmis rekombinant plazmidler, saflastirilarak B. megaterium’a
protoplast transformasyonu yontemiyle aktariimis, elde edilen cesitli rekombinant B.

megaterium suslari uzun sure depolanabilmesi i¢in -86°C’de saklanmigtir.

PHA Uretimini arttiracak en uygun klonlar (Cizelge 3.1), LB ve uygun antibiyotik
iceren ortama inokule edilerek, 30°C, 200 devir/dk karistirma hizindaki calkalamali
karigtiricida bir gece bekletilerek c¢ogaltiimistir. 1:100 asilama oranina gore
cogaltilan bakteri kulturinden alinan 200 pL hicre, 20 mL LB ve uygun antibiyotikli
ortama eklenmistir. Pozitif kontrol olarak segilen dogal fenotip B. megaterium NRRL
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B-14308 ve MS941 mikroorganizmalarinda antibiyotik kullanilmamistir. ODe00=0,8’e
ulasan bakteri kiltarinden, 1:100 asilama orani ile 250 mL’lik erlenlerde bulunan
40 mL hacmindeki minimal besi ortamina asilanmig, 30°C, 200 devir/dk karistirma
hizindaki ¢alkalayicida 66 sa sureyle hucreler inklibe edilmigtir. Rekombinant phaC
gen ekspresyonunu gergeklestirmek icin ODes00=0,3-0,4’e geldiginde c¢ogalma
ortamina %0,5 ksiloz ¢ozeltisi eklenerek induksiyon gergeklestiriimistir. Hucre
derisimini incelemek igin ksiloz induksiyonundan sonra belirli zaman araliklarinda

ornekler alinarak optik yogunluk (ODsoo) Olgumleri gerceklestirilmigtir.

3.7. Rekombinant protein analizi

3.7.1. Bradford yontemi

Rekombinant B. megaterium suglarindan PHA UGretimi g¢alismalarinda ksiloz
indUksiyonundan sonra belirli saatlerde alinan o6rneklerdeki toplam protein ve
rekombinant protein miktarlarini belirlemek amaciyla kolorimetrik bir metot olan
Bradford Yéntemi kullanilmistir [218]. Bu ydntemde, protein konsantrasyonlari
standart olarak saf sigir serum albumin proteini (BSA) ve Bradford reaktifi
kullanilarak Uretici firmanin protokoline goére iki tekrar seklinde 595 nm dalga
boyunda spektrofotometrik okuyucu ile belirlenmistir. Calismada temel alinan BSA

protein standart egrisi EK-2’de verilmistir.

3.7.2. Sodyum dodesil sulfat poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve

western blotlama

Protein konsantrasyonu belirlenmis PhaC protein o6rneklerini  molekuler
blayuklUklerine gore ayirmak amaciyla sodyum dodesil suilfat poliakrilamit jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yapilmistir. Ayrim yapilacak proteinin  molekuler
blayukligline gére hazirlanmasi gereken jel yuzdesi ve formilasyonu degdiskenlik
gOstermektedir. B. megaterium PhaC proteini 42,5 kDa buyukligunde olmasi
sebebiyle %12’lik SDS-PAGE jeli hazirlanmistir. SDS-PAGE analizinde protein

merdiveni varliginda jel Uzerinde kosturulan her bir proteinin ve alt Unitelerinin jelde
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tek bant olusturacak sekilde molekller buyUkliklerine gbére ayrimi
gerceklestiriimektedir. Ayrilan proteinler, Coomassie Brilliant Blue boyasi ile
boyanmis ve GelDoc EZ gérintileme sisteminde gorsellestiriimistir. Orneklerin
SDS-PAGE jelinde yulrutulmesinden sonra, rekombinant proteinin yuritilen
orneklerdeki  varligini  belirleyebilmek icin  western Dblotlama  analizi
gerceklestiriimistir. Bu kapsamda, ydrutilen jeldeki PhaC proteinleri PVDF
membranlarina 50 V’'da 3 sa sureyle transfer edilmis, oda sicakliginda bloke edici
reaktif ile bloklanmis ve %1 BSA-PBST ¢ozeltisi icerisindeki anti-His (1:1000) ve
ardindan anti-rabbit-HRP (1:2500) antikorlari ile inkiibe edilmistir. Son olarak elde
edilen immunoreaktif bantlar, Uretici firmanin protokolliine uygun sekilde Opti-4CN

kolorimetrik kit kullanilarak goruntuleme sisteminde gorsellestirilmistir [182].

3.8. PHA uretiminde kullanilan mikroorganizma, besi ortami ve ¢ogalma
kosullari

-86°C’de stoklari saklanan B. megaterium susu, LB ortamina inokdle edilerek, 37°C,
200 devir/dk karistirma hizindaki galkalamali karistiricida 16 sa ¢ogaltilmistir. 1:100
asilama oranina gore ¢ogaltilan bakteri kultirinden alinan 400 uL htcre, 40 mL LB
ortamina eklenmistir. BUyuk oOlgekli uretimde kullanilacak hucrelerin ¢ogalma
evresinin logaritmik fazda olmasi icin belirli saatlerde optik yodunluk (ODsoo)
olcumleri alinmistir. ODe00=0,8’e ulasan bakteri kulturinden, 1:100 asilama orani ile
250 mL’lik erlenlerde bulunan 50 mL hacmindeki minimal besi ortamina asilanmis;
37°C, 200 devir/dk karnistirma hizindaki calkalayicida 48-66 sa slreyle htcreler
inklibe edilmistir. Minimal besi ortami (pH 7.0); 10 g/L glikoz, 1 g/L (NH4)2S0Oa4, 0,2
g/L MgS0a4.7H20, 3,6 g/L KH2POa4, 7,2 g/L Na2HPO4.2H20 ve 1 mL/L iz element
cozeltisinden olusmaktadir. iz element ¢ozeltisi; 5 g/L FeS04.7H20, 0,03 g/L
MnSOa4.5H20, 0,1 g/L ZnS0O4.7H20, 0,025 g/L CuS04.5H20, 0,015 g/L CaClz, 0,12
g/L HsBOs, 0,03 g/L Na2M004.2H20, 0,2 g/L CoCl2.6H20 ve 0,03 g/L NiSO4.6H20
icermektedir. Hucre derigimi, belirli saatlerde alinan érneklerin 1xPBS ¢dzeltisi ile
seyreltimesiyle 600 nm dalga boyundaki UV-gorunur spektrofotometrede optik

yogunlugunun (ODeoo) 6lgllmesiyle hesaplanmistir.
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3.8.1. PHA iiretiminde kullanilan minimal besi ortami optimizasyonu

Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 suslari ile orbital
calkalamali biyoreaktorlerde uretim ortaminin optimizasyonu gergeklestiriimistir.
Cizelge 3.6’ da verilen degisik minimal besi ortamlarinda ve verilen ¢ogalma
kosullarinda PHA Uretimi gerceklestiriimis ve hicre derigimini incelemek igin belirli
zaman araliklarinda oOrnekler alinarak, optik yogunluk (ODsoonm) Olgumleri

gercgeklestiriimistir.

Cizelge 3.6. Farkli minimal besi ortami bilesenleri

Derisim (g/L)

Bilesen MM- MM-1 | MM-2 | MM-3 | MM-4 | MM-5 | MM-6 | MM-7 | MM-8
PK
[136]
Glikoz 10 10 10 10 10 10 10 10 10
(NH4)2S04 1 1 1 1 1 1 1 1 1
MgS0Oa4.7H20 0,2 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,2
KH2PO4 3,6 3,6 3 3,6 3 3,6 3 3 3,6
Na2HPO4.2H20 | 7,2 7,2 6 7,2 6 7,2 6 6 7,2
Bilesen izelement Cozeltisindeki Derisim (g/L)
FeS04.7H20 5 5 5 10 5 10 10 10 5

MnS0O4.5H20 0,03 0,08 |003 (0,03 |0,03 |0,03 (0,03 |0,08 |0,03

ZnS04.7H20 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

CuS04.5H20 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025 | 0,025

CaClz 0,015 |0,015 |0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015 | 0,015

H3BOs 0,12 0,12 |0,12 |0,22 |0,12 (0,12 |0,22 |0,12 |0,12

Naz2Mo004.2H20 | 0,03 0,08 |003 (0,03 |003 |0,03 (0,03 |0,08 |0,03

CoCl2.6H20 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

NiSO4.6H20 0,03 0,08 |003 (0,03 |003 |0,03 (0,03 |0,08 |0,03

izelement 1 1 1 1 1 1 1 1 2
¢cOzeltisinden
eklenen miktar
(mL/L)
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3.8.2. C/N molar derigim oraninin PHA lretimine etkisi

B. megaterium NRRL B-14308 susu ile orbital calkalamali biyoreaktorde PHA
uretiminde, tanimlanmis minimal besi ortaminda farkli C/N molar derisim oranlarinin
etkisi glikoz derisimini sabit tutularak, farkli amonyum sulfat derisimlerinde (10, 20,
40, 60, 80 ve « (N-igermeyen)) incelenmistir. “N-icermeyen” durum igin besi
ortamina amonyum sulfat eklenmemistir. B. megaterium NRRL B-14308
mikroorganizmasi yukarida ifade edilen PHA Uretiminde kullanilan hicre ¢gogalma
kosullari ve ayni asilama oraninda 250 mL’lik erlenlerde bulunan 50 mL hacmindeki
farklh C/N molar derisim oranlarindaki minimal besi ortamina asilanmis; 37°C, 200
devir/dk karistirma hizindaki calkalayicida 66 sa sureyle inkibe edilmistir. Hicre
derigimini incelemek icin belirli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak optik yogunluk

(ODsoonm) 6lgumleri gergeklestirilmistir.

3.8.3. Biyoreaktorde ¢oziinmus oksijen derisiminin (% DO) PHA iiretimine

etkisi ve oksijen transfer parametrelerinin belirlenmesi

B. megaterium NRRL B-14308 susu ile PHA Uretiminde farkh ¢6zinmus oksijen
derisiminin (% DO) etkisini incelemek i¢in fermantasyon ¢alismalari, 300 mL galisma
hacmindeki 500 mL otoklavlanabilir tezgah Ustu laboratuvar olgekli biyoreaktérde
gerceklestirilmistir. PHA Gretim ortami ile birlikte pH ve DO problari 121°C’de 20 dk
sterilizasyona tabii tutulmustur. Sterilizasyon isleminden sonra sicaklik, pH ve DO
problari biyoreaktor kontrol Unitesine baglanmistir. ODe00o=0,8-1'e ulasan bakteri
kalturinden, %5 (hacim/hacim) asilama orani ile biyoreaktdrdeki minimal besi
ortamina asilanmig; 37°C, pH 7.0 ve 300 devir/dk karistirma hizindaki biyoreaktérde
farkli %DO (%10, %20 ve %30) degerlerinde 66 saat inklibe edilmigtir.

Farkli %DO degerlerinde oksijen transfer karakteristikleri dinamik yontem ile
belirlenmistir. ilk olarak laboratuvar 6lgekli biyoreaktdrde mikroorganizmanin tretim
ortamina asilanmasindan Once fiziksel kutle aktarim katsayisi (kLao) dinamik

yontemle [219] belirlenmigtir. Mikroorganizmanin uUretim ortamina agilanmasindan
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sonra belirli zaman araliklarinda dinamik yoéntemle oksijen transfer deneyleri
gerceklestirilmistir. Bu deneylerde ilk once hava girigsi tamamen kesilerek, yuzey
havalandirmasinin etkisini azaltmak igin de karistirma hizi 100 devir/dk’ya
dugurulmustur. Daha sonra tekrar hava girisi saglanarak, istenilen %DO degerinde

yatiskin duruma gelmesi saglanmigtir.

3.9. Biyoreaktorde yari kesikli besleme ile PHA liretimi

Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 suslan ile PHA
uretiminde yari kesikli fermantasyon ¢alismalari yine tezgah Ustu laboratuvar olgekli
biyoreaktorde gerceklestiriimistir. ODe00=0,8-1’e ulasan bakteri kilturinden, %5
(hacim/hacim) asilama orani ile biyoreaktdrdeki minimal besi ortamina asilanmis;
37°C, pH 7.0 ve 300 devir/dk karistirma hizindaki biyoreaktérde t=42 sa’dan sonra
3 farkli ¢ogalma hizinda (u=0,05; u=0,075 ve p=0,1 sa?) substrat beslemesi

gergeklestirilerek 66 saat inkiibe edilmigtir.

3.10. PHA tretim miktarinin Nile red floresan spektroskopisi ile tayini

B. megaterium NRRL B-14308 susu ile PHA Uretiminde inklbasyon suresince,
minimal besi ortamindan belirli zaman araliklarinda alinan hucrelerin PHA birikimleri;
Nile red ile boyama isleminden sonra floresan spektroskopisinde analiz edilmistir.
Fermantasyon sonucunda santrifij islemi ile g¢oktlralen hucreler -86°C’de
saklanmistir. Daha sonra bu hlcreler 1xPBS cozeltisi ile tekrar slispanse hale
getirilerek santrifljlenmis ve stpernatant atiimistir. 1 yg/mL derisiminde Nile red-
PBS ¢ozeltisi ile hicreler tekrar sispansiyon haline getirilmig, ¢dzeltinin hlcrelere
nufuz edebilmesi igin oda sicakliginda, karanlik ortamda 120 dk inkibe edilmistir.
12000xg’de 10 dk santrifij edilerek sUpernatant atilmig, fazla boyanin
uzaklastiriimasi igin hicreler 3 defa 1xPBS ¢ozeltisi ile yikanmistir. Distile su ile
hacmi 3 mL’ye tamamlanan hucreler, 535 nm eksitasyon ve 605 nm emisyon dalga

boyunda floresan spektrofotometrede analiz edilmistir.
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3.11. DNS yontemi ile artik glikoz miktar tayini

Laboratuvar élgekli biyoreaktdrde ve orbital galkalamali biyoreaktérde fermantasyon
suresince seker (glikoz) tuketimi 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) kullanilarak modifiye
DNS yontemi [220] ile belirlenmigtir. DNS yontemi, temel olarak 40 pyL 6rnek ya da
glikoz standardi igeren 96 kuyulu mikrotiter plakalarda gergeklestirilmistir.
Reaksiyon; 40 uL o6rnek Uzerine 80 uyL DNS reaktifi eklenerek PZR cihazinda
95°C’de 5 dk kaynatilarak gercgeklestiriimistir. Daha sonra 100 uL’lik karisim Gzerine
200 L distile su eklenerek spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda absorbans

degerleri dlgulmustar.

3.12. PHA ekstraksiyonu

PHA grandlleri ekstraksiyon isleminin etkinligi arttirmak igin liyofilizasyon, etanol/isil
islem, mikrodalga yardimi ile kurutma gibi dehidrasyon teknikleri [136] ve toz haline
getirme gibi 6n iglemlere tabii tutulmustur. Dehidrasyon teknikleri ile kurutulan ve toz
haline getirilen hucreler; kloroformun hucre igerisine daha iyi nufuz edebilmesini
saglamak icin %100 EtOH ¢ozeltisi ile yikanmistir. Daha sonra hicreler 10000xg’de
10 dk sureyle santrifij edilmis ve slpernatant ortamdan uzaklastiriimistir. Santrif(j
isleminden sonra elde edilen pelletler Gzerine 5 mL kloroform eklenerek 200 dev/dk,
30°C’'de 24 sa sureyle calkalamali inkUbatorde bekletilmistir. Hucre-kloroform
karisimi 0,22 um siringa ile filtre edilmis ve Gzerine 10 kat soguk metanol eklenmistir
(metanol: kloroform= 9:1). Cokturtlen PHA polimerleri filire edilerek c¢ozeltiden

uzaklastiriimis ve biyoplastik iceren érnek 55°C etuvde kurutulmustur.

3.13. PHA karakterizasyonu

3.13.1. Fourier dénusum kizilétesi spektroskopisi (FTIR)

Cozluclu ekstraksiyonu ile saflastirilan PHA o6rneklerinin yapisal 6zelliklerinin

belirlenmesi amaciyla Fourier ddnlisim kizilétesi spektroskopisi analizi H.U. Kimya
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Mihendisligi Bolimi Merkezi Arastirma Laboratuvari’'nda 4000-400 cm! spektral

araliginda gergeklestiriimistir.

3.13.2. Termogravimetrik analiz (TGA)

5-10 mg saflagtinimis PHA 6rneklerinin TGA analizi, H.U. Kimya Muhendisligi
Boliumu Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda inert azot gazi akisi altinda, 500°C
sicakhga kadar 10°C/dk 1sitma hizi ile gergeklestiriimistir. TGA analizi sonucunda
elde edilen termogramlar (termal bozunma egrileri) ile PHA 06rneklerinin termal

bozunma sicakliklari ve kitle kayiplar belirlenmigtir.

3.13.3. Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)

5-10 mg saflastirnlmis PHA 6rneklerinin DSC analizi, H.U. Kimya Mihendisligi
Bolumu Merkezi Arastirma Laboratuvari’nda inert azot gazi akisi altinda -30°C’den
200°C sicakliga kadar 10°C/dk ile 1sitma, 200°C’den -30°C sicakliga kadar 10°C/dk
ile sogutma ve daha sonra da 200°C sicakhiga kadar 10°C/dk isitma ile
gerceklestiriimistir. DSC analizi sonucunda elde edilen egriler ile PHA &rneklerinin
erime sicakhigi (Tm), kristallenme sicakligi (Tc) ve camsi gecis sicakligi (Tg)

degerleri belirlenmistir.

3.13.4. H-NMR

Cozuclu ekstraksiyonu ile saflastirlan PHA orneklerinin yapisal 6zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla 20 mg saflastirimis PHA 6rneklerinin *H-NMR analizi,
25°C'de Hacettepe Universitesi Kimya Bo6limi NMR Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.
3.13.5. Gaz kromatografisi analizi (GC-FID)

Liyofilize hucrelerin polyester yapisi ve polimer igeriginin belirlenmesi amaciyla
10-15 mg liyofilize hicre 6rnekleri, 2 mL kloroform ¢ozeltisi ve hacimce %3 H2SOa4
iceren 2 mL asitlestirilmis metanol, vida kapakli deney tupinde 100°C’de 4 sa

metanoliz reaksiyonuna girmigtir. PHA polimerleri oda sicakligina sogutulduktan
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sonra orneklere 1 mL distile su ilave edilerek reaksiyon karigsiminda faz ayrimi
gOzlenmigtir. 2 pL organik faz, Agilent Technologies 6890 N GC gaz
kromatografisinde analiz edilmistir. Gaz kromatografisi yonteminin dogrulugu ve
tekrarlanabilirligini arttirmak i¢in i¢ standart olarak metil benzoat c¢ozeltisi
kullaniimigtir. Gaz kromatografisi analizi 25 m x 0.32 mm x 0.25 ym olgulerindeki
HP-5 kapiler kolonda ve alev iyonizasyon dedektért (FID) ile donatiimis Agilent
Technologies 6890 N GC gaz kromatografisinde gergeklestirilmistir. Tasiyici gaz
olarak 1 mL/dk akis hizinda Helyum gazi kullaniimistir. Gaz kromatografisi enjektor
ve dedektor sicakliklart 300°C olup, firin sicakligi ilk olarak 50°C den 5°C/dk i1sitma
hiz1 100°C ye daha sonra da 20°C/dk 1sitma hizi ile 300°C ye 1sitilmig ve 300°C’de
5 dk bekletilmigtir.

3.13.6. Gaz kromatografisi-kutle spektroskopisi (GC-MS)

Liyofilize hucrelerin veya ¢ozucu ekstraksiyonu ile saflastirnlan PHA 6rneklerinin
polyester yapisi ve polimer igeriginin belirlenmesi amaciyla 10-15 mg liyofilize hlicre
veya saflastiriimis PHA ornekleri, 2 mL kloroform ¢oézeltisi ve hacimce %3 H2SO4
iceren 2 mL asitlestirilmis metanol, vida kapakli deney tupinde 100°C’de 4 sa
metanoliz reaksiyonuna girmistir. PHA polimerleri oda sicakligina sogutulduktan
sonra orneklere 1 mL distile su ilave edilerek reaksiyon karisiminda faz ayrimi
g6zlenmigtir. 2 uL organik faz, Agilent Technologies 6890 N GC gaz kromatografisi,
Agilent Technologies 5975B Inert XL EI-CI-MSD kitle spektroskopisinde analiz
edilmistir. Gaz kromatografisi-kltle spektroskopisi yonteminin dogrulugu ve
tekrarlanabilirligini arttirmak i¢in i¢ standart olarak metil benzoat c¢ozeltisi

kullaniimigtir.

3.14. B. megaterium genom ol¢ekli metabolik model rekonstriiksiyonu ve aki
denge analizi (FBA)

Bu c¢alismada, rekonstriksiyon sablonu olarak B. megaterium DSM 319 susu igin
olusturulmus iJA1121 modeli [212] temel alinmigtir. iJA1121 modeli, 1121 gen, 1709
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reaksiyon ve 1349 metabolitten olusmaktadir. B. megaterium NRRL B-14308 susu
icin taslak metabolik ag, temel alinan iIJA1121 modeli GUzerine KEGG, MetaCyc,
UniProt, BioCyc biyokimyasal veri tabanlari kapsamli ve detayl bir sekilde taranmis
ve B. megaterium genomunda bulunan ancak modelde yer almayan 7 gen, 7
reaksiyon ve 6 metabolit manuel bir sekilde eklenmis ve dizenlenmistir. Daha sonra,
olusturulan taslak metabolik ag, COBRA Toolbox kullanilarak hesaplamali forma
donusturalmustar [221]. Yari kesikli besleme sisteminde kullanilan glikoz ve oksijen
degerlerinde hicre gogalmasi gibi fizyolojik 6zellikler, olusturulan genom oOlgekli
metabolik model Uzerinde aki denge analizi algoritmasi kullanilarak incelenmistir
[201].

Olusturulan metabolik ag, oncelikle MATLAB R2020b’de stokiyometrik matris
formuna doéndstirilmads, tim model similasyonlart MATLAB R2020b’de
gerceklestiriimis ve FBA, Gurobi Solver 9.0 ile birlikte COBRA Toolbox kullanilarak
gergeklestirilmistir. Hicre ¢ogalmasi simulasyonu igin, biyokutle denklemi, PHA

uretimi icin PHA sentez reaksiyonu amag fonksiyon olarak belirlenmistir.

FBA, hlcre c¢ogalmasi sirasinda metabolit birikiminin olmadigini varsayarak
(dC/dt = 0), hucresel veya metabolitsel bir hedef belirleyerek ¢cogalma veya uretim
hizini optimize etmeyi amaglamaktadir. Amag fonksiyonu olarak kullanilan biyokutle
denklemi, huacre kuru agirhigindaki bilesenlerin agirlikli oranini temsil edecek sekilde
evrimsel varsayima dayanilarak olusturulmustur. Calismada biyokutle denklemi

olarak iIJA1121 metabolik modelinin biyokutle reaksiyonu kullaniimigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile phaC geninin ¢gogaltiimasi

Bacillus megaterium NRRL-B 14308 susundan phaC geninin g¢ogaltiimasi ve
plazmidlere (B. megaterium pC-HIS1623hp) klonlanmasi igin tasarlanan primerler
Cizelge 3.2’de verilmigtir. Primer tasarim kurallarina dikkat edilerek tasarlanan

primerlerin erime sicakliklari ve uzunluklar Cizelge 4.1'de verilmistir.

Cizelge 4.1. Primerlerin erime sicakliklari ve uzunluklar

Primer Adi Tm (°C) Uzunlugu (bg)
phaC-seq-F 52,2 26
Spel-RBS-phaC-F 64 51
Sphl-Stop-Histag-GGS-phaC-R 68,7 61
phaC-seq-R 54,3 21
Sphl-Stop-Histag-phaC-R 65,6 52

PhaC geni, yukarida ozellikleri belirtilen primerler ile, bilesenleri ve reaksiyon
parametreleri Cizelge 3.3'de verilen PZR reaksiyonlarinda cogaltiimistir. PZR
aranlerinin  uzunluklari agaroz jelde yurutuldukten sonra UV-transilluminatorde
kontrol edilmistir (Sekil 4.1). Dogrulanan bantlar jelden kesilip saflastiriimigtir. DNA
derigsimi mikro hacimli spektrofotometre ile belirlenmig, sonraki adimlara uygun

derisimde elde edilen PZR trini 4°C’de saklanmigtir.
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1517 bg-

1200 bg-
1000 bg-

Sekil 4.1. phaC gen kaseti (insert DNA)'nin Spel ve Sphl-HF restriksiyon enzimleri
ile kesildikten sonra agaroz jel elektroforezdeki goruntisu. M: 100 bg DNA
molekuler agirhk standardi; 1: GGS baglayici (linker) peptidi kodlayan
sekansi igceren gen kaseti (1145 bg).

4.2. Vektor ve gen kasetlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi

PZR ile gogaltilan gen kaseti ve vektorler, tasarima uygun kesme enzimleri ile (Spel
ve SpHI-HF) kesilmigtir. Vektdrin kesme reaksiyonuna, ligasyon sirasinda plazmid
DNA’nin kendi kendine kapanmasini onlemek icin 5’ ucundaki fosfat gruplari
uzaklastiran alkalin fosfataz enzimi (CIAP) eklenmistir. Elde edilen DNA pargalari
agaroz jelde yurutulerek, boyutlarinin dogrulugu kanitlanmistir (Sekil 4.2). Beklenen

DNA buyuklukleri Cizelge 4.2’de verilmistir.

Sekil 4.2, pC-HIS1623hp vektdrt ve phaC gen kasetlerinin restriksiyon enzimleri ile
kesimi sonrasi agaroz jel elektroforezi gorintisunu gostermektedir. Klonlamada
kullanilacak olan (Spel ve Sphl-HF ile) kesilmis pC-HIS1623hp vektdrinden
beklenilen boyutta (6547 bg) bant elde edilmistir. Klonlamada kullanilacak olan
bantlar jelden kesilerek, jel ekstraksiyon kiti ile klonlamada kullanilacak bantlar

saflastirimigtir. Nanodrop ile derisimleri belirlenmis ve vektor ile gen, yeterli
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derisimde elde edilmistir. Ayrica, vektor her iki enzimle teker teker de kesilerek

kontrol edilmistir.

Spel ve Sphl restriksiyon enzim konumlarindan sirasiyla kesilerek, yapiskan uclu
hale getirilen gen kasetleri, ayni restriksiyon enzimleri ile kesilmis pC-HIS1623hp
plazmid vektorine T4 DNA ligaz enzimi katalizorlugunde klonlanmigtir. Ligasyon
arinud tuzdan arindirildiktan sonra -20°C’de saklanmis ve 5 uL’si E. coli’nin CaClz
metodu ile transformasyonunda kullaniimigtir. Ligasyon urunleri Cizelge 4.3'te

verilmigtir.

M 1 2
10 kb

oo B - -
3 kb

1 kb -

0.5kb W

Sekil 4.2. pC-HIS1623hp vektdrunin Spel ve Sphl restriksiyon enzimleri ile teker
teker kesilmesinden sonra agaroz jel elektroforezi gorintisu. M: 1 kb
DNA ladder. 1: Spel ile kesilmis pC-HIS1623hp vektdr gorintisu. 2: Sphl
ile kesilmis pC-HIS1623hp vektdr goruntisa.
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Cizelge 4.2. Kesme reaksiyonu

ileri Geri
Reaksiyon No. | Vektor Kesme Kesme Boyut
Enzimi Enzimi
Spel-RBS-start-phaC-
D1 GGS-6xHistag-stop- Spel Sphl 1145 bg
Sphl
Spel-RBS-start-phaC-
D2 6xHistag-stop-Sphl Spel Sphl 1196 bg
D3 pC-HIS1623hp Spel Sphl 6547 bg
Cizelge 4.3. Ligasyon urUnleri
Ligasyon # L1 L2 L3
Ligasyonda
kullanilan D1-D3 D2-D3 D3
kesme
urunleri
pC-HIS1623hp- Spel- | pC-HIS1623hp- Spel-
Uriin RBS-start-phaC-GGS- | RBS-start-phaC- pC-HIS1623hp

6xHistag-stop-Sphl

6xHistag-stop-Sphl

Uriin boyutu

7692 b

7743 b

6547bc

4.3. Rekombinant plazmidlerin E. coli’ye aktariimasi

Tuzlarindan arindirilan ligasyon urunleri, E. coli DH5a susuna CaClz yontemi ile

aktarilmig, E. coli htcreleri, pC-HIS1623hp plazmidi igin ampisilin antibiyotigi iceren

kati LB agar ortaminda c¢ogaltiimistir. Ertesi gun beliren kolonilerden, antibiyotik

iceren kultirlerin inokule edilmesinden sonra rekombinant plazmidler saflastiriimis,

restriksiyon enzimleri ile kesim iglemi

klonlamanin basarili

olup olmadigini

belirlemek amaciyla uygulanmistir. Restriksiyon enzimleri ile kesilmis plazmidlerin

agaroz jel elektroforez goruntusu alinmis olup beklenen buyukliklerde DNA
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molekull goézlenmesi (Sekil 4.3) ve DNA dizi analiziyle (Ek 3-6) klonlamanin
basariyla gergeklestigi kanittanmistir. Ayrica ligasyon sonucunda, yalnizca vektori
iceren kontrole kiyasla, rekombinant vektoru iceren ornekler 5-kat daha fazla koloni
icermektedir.

8 kb
6 kb

1 kb-

0.5 kb-

Sekil 4.3. Restriksiyon enzimleri ile kesilmis rekombinant pC-HIS1623hp
plazmidlerinin agaroz jel elektroforezi goérintist. 1: 1 kb DNA
molekuler agirlik standardi. 4: Segilen L1 plazmidi 6: Segilen L2
plazmidi.

4.4. Rekombinant B. megaterium huicrelerinde PHA Uretimi

PHA-sentaz (PhaC) enzimini Uretmek Uzere tasarlanan ve sentezlenen DNA dizini
dogrulanmis rekombinant plazmidler, saflastirilarak B. megaterium’a protoplast
transformasyonu yontemiyle aktariimig, elde edilen g¢esitli rekombinant B.

megaterium suslari uzun sire depolanabilmesi icin -86°C’de saklanmistir. Kontrol
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grubu olarak kullaniimak Gzere, bos plazmidi tasiyan B. megaterium susu da ayni

sekilde elde edilmig ve depolanmistir.

PHA Uretimini arttiracak en uygun klonun segimi igin, suslarin ¢gogalma hizlari ve
PHA Uretim kapasiteleri kiyaslanmigtir. DNA dizisi dogrulanmis rekombinant klonlar
(Cizelge 4.4) ile PHA dretimini arttiracak en uygun klonun secimi galismalari

gergeklestirilmistir.

Bu kapsamda, rekombinant mikroorganizmalar, orbital galkalamali biyoreaktorlerde
ve tanimlanmig besi ortaminda ¢ogaltilmis ve PHA Uretim kapasiteleri Nile red ile
boyama sonrasi floresan spektroskopisinde kiyaslanmistir (Sekil 4.4). B.
megaterium NRRL B-14308 (dogal fenotip), B. megaterium MS941 (dogal fenotip),
B. megaterium NRRL B-L1 ve MS941-L1 suglar tanimlanmig minimal besi
ortaminda PHA Uretim c¢aligmalarinda kullanilacak en uygun klonlar olarak
belirlenmistir. L1 grubu suslarin secilmis olmasi, tasarim asamasinda GGS amino
asitlerinden olusan ve 6xHis peptidini PhaC proteinine baglayan serbest
konformasyondaki peptidin, rekombinant proteinin yapisina eklenmesi ile PhaC
enziminin aktivitesini olumsuz yonde etkilemedigini gostermektedir. Bu iki peptidin

eklenmesi ile enzim aktivitesinde bir artis beklenmemektedir.

Cizelge 4.4. DNA dizini dogrulanmig rekombinant klonlar

DNA dizini dogrulanmis rekombinant klonlar

. megaterium NRRL B-14308-pCHIS-phaC-GGS-6His (NRRL B-L1)
. megaterium NRRL B-14308-pCHIS-phaC-6His (NRRL B-L2)

. megaterium MS941-pCHIS-phaC-GGS-6His (MS941-L1)

. megaterium MS941-pCHIS-phaC-6His (MS941-L2)

. megaterium MS941-pCHIS

. megaterium NRRL B-pCHIS

. megaterium NRRL B-14308 (dogal fenotip)

. megaterium MS941 (dogal fenotip)

o N o o~ WON P
0 00 0 0 W W W W
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Sekil 4.4. DNA dizini dogrulanmis rekombinant B. megaterium suslarinin Nile red
ile boyama sonrasi floresan spektroskopisi deney verileri. Nile red boyasi
spesifik olarak hucre ic¢i lipidleri boyamakta olup, floresan yogunlugu

uretilen PHA ile dogru orantilidir.

indiikleyici derisimi, rekombinant protein (retiminde en ®nemli parametrelerden
birisidir. Rekombinant gen ekspresyonunda kullanilan pC-HIS1623hp plazmidi ksiloz
indUksiyon bolgesine sahiptir. Bu ¢alismada, PHA Uretimini arttiracak rekombinant
phaC gen ekspresyonunu gergeklestirmek i¢cin ODe00=0,3-0,4’e geldiginde ¢ogdalma
ortamina %0,25, %0,5 ve %1 ksiloz ¢ozeltisi (agirlik/hacim) eklenerek indiksiyon
gerceklestirilmistir. indikleyici derisiminin PHA (retimine olan etkisini incelemek
amaciyla orbital calkalamali biyoreaktorlerde fermantasyon islemi sonucunda
cOkturulen hucreler, Nile red ile boyama sonrasi floresan spektroskopisi ile
kiyaslanmigtir. PHA Uretiminde kullanilmak tzere B. megaterium NRRL B-14308 ve
MS941 dogal fenotip suslarinin yani sira gen klonlama sonucunda elde edilen B.

megaterium NRRL B-L1 ve B. megaterium MS941-L1 suslarr PHA Uretim
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kapasiteleri agisindan kiyaslanmistir (Sekil 4.5). B. megaterium MS941 suslari
indUkleme ile PHA Uretiminde %9 luk bir artis gdsterirken, NRRL B suslar ise
%12,5’lik bir artis gostermigtir. Aktarilan gen sayesinde gozlemlenen bu anlamli artis

sonucunda NRRL B suglari ile Uretimlere devam edilmesine karar verilmigtir.
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Sekil 4.5. Cesitli ksiloz induksiyon derigsimlerinde Nile red ile boyama sonrasi

floresan spektrofotometre dlgim degerleri.

Rekombinant B. megaterium hucrelerinde ksiloz indiksiyonundan sonra belirli
zaman araliklarinda érnekler alinarak hucre derisimleri belirlenmistir (Sekil 4.6). Ayni
derisimde induklenen suslar kiyaslandiginda, NRRL B suslarinda yaklasik %20
daha fazla hicre elde edilmig, ksilozun PHA Uretimi ve hicre cogalmasina etkileri
birlikte degerlendirildiginde, %0,5 ksiloz ile indiklemenin en uygun kosul oldugu
tespit edilmigtir.
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Sekil 4.6. Rekombinant B. megaterium bakteriyel hicrelerinin tretim ortamindaki

hlcre derigimi degerleri

4.5. Bacillus megaterium’da rekombinant PhaC protein ekspresyonu

Rekombinant B. megaterium hicrelerinde %0,5 ksiloz indiksiyonundan sonra belirli
zaman araliklarinda 6rnekler alinmis, santrifijlenmis, hicre pelleti ve stpernatant
birbirinden ayriimistir. Hicre pelleti ile sonikasyon isleminden sonra SDS-PAGE ve
Western Blotlama analizleri gergeklestiriimigtir (Sekil 4.7). Yaklasik 42.5 kDa’'da
gorilen protein bandi, phaC geninin rekombinant B. megaterium hicrelerinde

ekspres edildigini gostermektedir.
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Sekil 4.7. Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium hucrelerinde rekombinant
PhaC proteini analizi. Sol panel: SDS-PAGE; sag panel: anti-His antikoru
ile Western Blot.

4.6. PHA ekstraksiyonu ve gesitli dehidrasyon tekniklerinin PHA lretimine
etkisi

Orbital calkalamali biyoreaktoérlerde Uretilen PHA grandllerinin  biyokutleden
saflagtirilmasinda kloroform ile ¢dzlicu ekstraksiyonu uygulanmigtir. Bu amagla PHA
granulleri ekstraksiyon isleminin etkinligini arttirmak icin liyofilizasyon, etanol/isil
islem, mikrodalga yardimi ile kurutma gibi dehidrasyon teknikleri ve toz haline
getirme gibi Oon iglemlere tabi tutulmustur. Hicrelerin dondurularak vakum altinda
kurutuldugu liyofilizasyon iglemi, fiziksel ve kimyasal stabiliteyi korumak icin biyo
tabanli malzemelerin kurutulmasinda en sik kullanilan dehidrasyon teknigidir.
Ancak, liyofilizasyon dusuk enerji verimliligi, yuksek igletme maliyetleri ve uzun iglem
sureleri gibi dezavantajlara sahiptir [222, 223]. Sicak hava ile kurutma, buyuk 6lgekli
proseslerde alternatif bir ydntem olarak kullanilirken ylksek sicakliklarda birkag saat

kurutma, son Urinun kalitesini dusurebilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada PHA
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iceren hucrelerden su molekullerini uzaklastirmak icin etanol sicak hava ile birlikte
alternatif bir kurutma yéntemi olarak uygulanmistir. Ayrica, yuksek isitma hizi, segici
ve homojen i1sitma gibi avantajlari ile mikrodalga yardimi ile kurutma teknigi de ayri
bir alternatif yontem olarak uygulanmistir. Mikrodalga yardimi ile kurutma islemi
hacimsel 1sitma yolu ile gerceklestigi ve islem slresi liyofilizasyon ve etanol/isil igslem
ile kurutma tekniklerine gore daha kisa oldugundan PHA veriminde azalma

olmaksizin enerji tuketimi agisindan da oldukga verimli bir ydontemdir [224].

Burada; orbital calkalamali biyoreaktorlerde PHA Uretiminin yaklasik 66 sa
inkiibasyon sonucunda yatigkin duruma geldigi; minimal besi ortamindaki glikozun
PHA dretimi icin besi ortamindaki sinirlayici bir bilesen olmadigi, ayrica hicre

cogalmasinin PHA birikimi ile paralellik gosterdigi belirlenmigtir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Dogal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hicrelerinden
orbital galkalamal biyoreaktorde PHA Uretiminde zamana bagh glikoz
tuketimi (Cs, kesikli ¢izgi), hicre derisimi (Cx, gri ¢izgi) ve PHA birikimi
(koyu gizgi).
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Orbital gcalkalamali biyoreaktdérde 66 sa inklibasyon sonucunda en yuksek PHA
birikimi mikrodalga yardimi ile dehidrasyon isleminde elde edilmistir (PHA-M:
2,08 g/L). Maksimum dehidre edilmis biyokutle miktari, maksimum PHA birikimi,
kurutulmus biyokutlenin PHA igerigi (%CDW) ve hacimsel verimlilik degerleri Cizelge
4.5’de gosterilmistir. Hlicre basina PHA igerigi literatlirdeki ¢alismalara [132, 225,
226] benzer miktarlarda olup en yuksek PHA birikimi, hacimsel verimlilik degerleri

mikrodalga yardimi ile kurutma isleminde elde edilmigtir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Maksimum dehidre edilmis biyokutle miktari, maksimum PHA birikimi,

kurutulmug biyokutlenin PHA igerigi (%CDW) ve hacimsel verimlilik

degerleri
Biyopolimer | Dehidre Biyokiitlemax | PHAmax PHA gPHA
(9) (gL (%CDW) | (gpra Lt h™)
PHA-L 0,52+0,03 1,36+0,05 74,3+4,6 0,15+0,01
PHA-E 0,61+0,05 1,55+0,05 71,2+3,8 0,17+0,01
PHA-M 0,79+0,05 2,08+0,07 73,53,7 0,23+0,01

4.7. Cesitli dehidrasyon teknikleri ve ¢oéziclui ekstraksiyonu ile saflagtirilan
PHA polimerlerinin karakterizasyonu

Cozucu ekstraksiyonundan once farkh biyokitle dehidrasyon teknikleri kullanilarak
B. megaterium NRRL B-14308 susundan saflastirilan PHA’larin yapisal ve termal
ozellikleri, Fourier dontsimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR), *H-NMR, TGA ve

DSC analizleri ile karakterize edilmistir.

ik olarak, B. megaterium NRRL B-14308 susundan sentezlenen PHA polimerleri ile
ticari PHB’nin kimyasal yapisi FTIR analizi ile incelenmigtir. FTIR spektrumunda
(Sekil 4.9), 2846-2976 cm'deki absorpsiyon tepe degerleri, PHB polimerlerinde C-
H metil (CH3) ve metilen (CH2) gruplarinin gerilme titresimine karsilik gelmektedir.

1722 cm ve 1261 cm'deki belirgin emme tepe noktalari, sirasiyla karbonil (C = O)
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ve asimetrik germe C-O-C gruplarini gostermektedir. 1456 cm™ ve 1379 cm™'deki
emme zirveleri, sirasiyla metil (CHs) grubunun gerilme ve asimetrik deformasyonuna
karsilik gelmektedir. 1450-1000 cm™ araliinda absorpsiyon tepe dederleri, CHs
biukme, CHz salgilamasi, CO, CC ve COC germe bantlarina karsilik gelmektedir
[227-230]. Bu ayni zamanda, Uretilen PHA polimerlerinde hidroksivalerat birimlerinin
varligini géstermektedir [227]. Ayrica dehidrasyon tekniklerinin FTIR spektrumunda

benzer ana fonksiyonel gruplara sahip oldugu gortulmektedir.
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Sekil 4.9. Cesitli dehidrasyon teknikleri kullanilarak kloroform ekstraksiyonu ile elde
edilen PHA 6rneklerinin ve ticari PHB’nin (PHB-C) FTIR analizi

B. megaterium NRRL B-14308'de sentezlenen PHA polimerlerinin yapisal
kompozisyonunu belirlemek igin, *H-NMR analizi gerceklestiriimistir (Sekil 4.10).
Ticari PHB polimerlerinin *H-NMR spektrumu, PHB homopolimerinin (¢ karakteristik

sinyal grubundan olustugunu gostermistir. Bu gruplar; bir protona baglanmis metil
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grubu icin 1.25 ppm'de bir pik, bir proton ile asimetrik karbon atomu ile komsgu olan
metilen grubu igin 2.58 ppm'de dortli ¢ift, metilen grubunun 6zelligi 5.27 ppm'de
¢coklu piklerdir. 7.29 ppm'de elde edilen pik noktasi da kloroforma (CDCls)
baglanmaktadir (Sekil 4.10a) [231].

B. megaterium NRRL B-14308 susundan elde edilen PHA polimerlerinin H-NMR
spektrumu (PHA-L, PHA-M, PHA-E), PHB-C'nin 'H-NMR spektrumu ile
karsilastinldiginda, 0.9 ppm, 1.55 ppm ve 3.45-3.5 ppm’de 3 tane ekstra pik
g6zlenmigtir [132, 232]. Bu sinyaller, sirasiyla terminal metil gruplarinin, i¢ metilen
gruplarinin ve zincirin sonundaki bir metilen grubunun, diger pozisyonlarina karsilik
gelmektedir. Dolayisiyla, B. megaterium NRRL B-14308 susundan elde edilen PHA
biyopolimerlerinin  *H-NMR spektrumu, PHA biyopolimerlerinin 3HB ve 3HV

Unitelerinden olustugunu goéstermektedir [233].

B. megaterium NRRL B-14308 susundan sentezlenen PHA polimerlerinin termal
Ozelliklerini belirlemek icin, érnekler termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansiyel
taramali kalorimetre (DSC) ile analiz edilmistir. Polimerlerin termal stabilitesi,
Ozellikle, polimerlerin termal bozulmadan 6nce dayanabilecekleri maksimum sicaklik
degerleri, polimer iglemesi icin en onemli faktorlerden biridir [234]. PHA
polimerlerinin bozunma sicakliklari (Td), TGA analizi ile belirlenmistir. Farkh
dehidrasyon tekniklerinden sonra elde edilen PHA numunelerinin isil bozulmasi,
esas olarak 250-261°C ila 452-457°C arasinda deg@isen ayrisma sicakliklari olan iki
asamall bir islemden meydana gelmektedir (Sekil 4.11). iki ayrisma sicakligi, PHA
numunelerine 3HV gibi farkli monomerlerin dahil edilmesinden kaynaklanmaktadir.
Farkli monomerlerin varliginin polimerin termal stabilitesine katkida bulundugu
bilinmektedir. PHB-C'nin termal degradasyonu, 287°C'de tek adimli bir degradasyon
ile olup sadece ana degradasyon olarak 3-elimine edilerek rastgele bir zincir kesimi
yoluyla gergceklesmektedir [235].
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Sekil 4.10. Dogal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hucrelerinden
sentezlenen ve cesitli dehidrasyon teknikleri kullanilarak kloroform
ekstraksiyonu ile elde edilen PHA 6rneklerinin ve ticari PHB’nin *H-NMR
spektrumu a) PHB-C, b) PHA-L, c) PHA-E, d) PHA-M.
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Sekil 4.11. Dogal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hucrelerinden
sentezlenen ve cesitli dehidrasyon teknikleri kullanilarak kloroform
ekstraksiyonu ile elde edilen PHA &rneklerinin ve ticari PHB’nin TGA

analizi.

B. megaterium NRRL B-14308 susundan sentezlenen PHA polimerlerinin termal
Ozellikleri Cizelge 4.6'da 0Ozetlenmigtir. Saflastirlan PHA polimerlerinin erime
sicakhklarini (Tm) karakterize etmek icin diferansiyel taramali kalorimetri (DSC)
analizi kullaniimistir. B. megaterium’dan sentezlenen PHA polimerlerinin erime
sicakliklari 168°C'de goézlenmistir. PHB-C'nin erime sicakhgi ise 175°C olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.6). Farkli dehidrasyon teknikleriyle saflagtirlan PHA
polimerleri, PHB-C'ye kiyasla daha diisik Tm degerlerine sahip olup, bu durum, 3HV
monomer  birimlerinin  polimer zincirine dahil oldugunu gostermektedir.
Biyopolimerde 3HV Unitesinin orani arttikga, polimerin erime sicakligi azalmakta, ote
yandan kopolimer olusumu darbe dayanimini ve polimer esnekligini arttirmaktadir
[227].
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Cizelge 4.6. Dogal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hiicrelerinden
sentezlenen ve liyofilizasyon (-L), etanol/isil islem (-E) ve mikrodalga
yardimi ile kurutma (-M) dehidrasyon teknikleri kullanilarak kloroform
ekstraksiyonu ile elde edilen PHA 6rneklerinin ve ticari PHB'nin (PHB-

C) termal dzellikleri

Biyopolimer Ta1 (°C) Ta2 (°C) Tm (°C)

PHB-C 287+2,1 - 175+2,1
PHA-L 259+7,1 40047,1 166+2,1
PHA-E 25016,4 455+3,5 168+3,5
PHA-M 26145,7 45243,5 168+3,5

Bakteri hucreleri igindeki PHA igerigini ve monomer bilesimini belirlemek igin,
liyofilize hucrelerin metanolizinden sonra gaz kromatografisi-kutle spektrometrisi
(GC-MS) analizi gergeklestirilmistir. 4.3 ve 5.5 dakikalik alikkonma suresinde iki farkh
pik degeri, sirasiyla PHA numunesindeki 3HB ve 3HV metil esterleri gOsterirken
beklendigi gibi, PHB-C icin sadece 3HB metil ester piki gdzlenmistir. 3HB metil
esterin (Sekil 4.12) kutle spektrumunda, m/z 43'teki pikler, molekulin C3 ve C4
arasindaki  baglarinin  parcalanmasindan  kaynaklanan  hidroksil  ucunu
gOstermektedir. m/z 74'teki pik, molekuliin karbonil ucunu gdéstermektedir. Bu pik,
hem 3HB hem de 3HV metil esterlerinin C3 ve C4 arasindaki bag bolinmesinden
sonra McLafferty yeniden duzenlemesinden kaynaklanmaktadir. m/z 59'daki pik ise
3HV metil esterin kiitle spektrumunda C3 ve C4 bag klevajini temsil eden molekilin
hidroksil ucunu goéstermektedir [236, 237].
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Sekil 4.12. GC-MS kromatogrami a) 3HB metil ester b) 3HV metil ester
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4.8. PHA uretiminde kullanilan minimal besi ortami optimizasyonu

Polihidroksialkanoatlar (PHA), sinirlandiriimis ¢odalma kosullarinda birgok bakteri
tarafindan hicre i¢i karbon ve enerji kaynagi olarak sentezlenen ve sitoplazmada
lipid granulleri halinde depolanan biyopolimerlerdir. Etkin bir PHA Gretimi igin proses
kontroll ve optimizasyonu oldukga 6nemlidir. PHA Uretim prosesinin optimizasyonu
icin Uretim ortami bilesenlerinin ve fermantasyon kosullarinin etkisi incelenmelidir.
Uretim prosesinin kontrol(i ve optimizasyonu sayesinde yiksek hicre yogunlugu ve

yuksek Urun verimi elde edilebilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda, minimal besi ortamini optimize edebilmek icin farkh
bilesimlerde hazirlanan besi ortamlarinda B. megaterium NRRL B-14308 susu ile
PHA Uretimi gergeklestirilmis ve farkli karbon/azot derigimlerinin PHA Uretimine olan
etkisi incelenmigtir. Bu amacla Cizelge 3.6’da verilen Uretim ortamlarinda PHA
uretimi gergeklestirilerek, hucre derisimi ve PHA Uretimi belirli zaman araliklarinda

ornekler alinarak incelenmistir.

B. megaterium NRRL B-14308 susu ile PHA Uretimi, hiicre ¢gogalmasi ile baglantih
(“growth-associated”)  bir proses olmasi  sebebiyle orbital-galkalamali
biyoreaktorlerde 66 saatlik inkibasyon suresince elde edilen hiicre derigim egrilerine
gore iz element ¢ozeltisinde yer alan Fe*? miktari iki katina ¢ikarildiginda (MM-3)

hicre derisiminin ve hicre ici PHA UGretiminin arttigi belirlenmistir (Sekil 4.13).

Farkli bilesimlere sahip minimal besi ortamlarinda, B. megaterium NRRL B-14308
bakteriyel hucreleri ile PHA Uretimi sonucunda elde edilen kinetik parametreler
Cizelge 4.7°'de 6zetlenmigtir. En ylksek PHA birikim miktar (g/L), %PHA birikimi,
spesifik cogalma hizi (u, sa) ve hacimsel verimlilik (g, g/L/sa) Fe*? miktarinin iki
katina cikarildigi MM-3 besi ortaminda elde edilirken, en yuksek kuru hucre agirligi
ise uretim galigmalarinda kullandigimiz ve tasarladigimiz MM-PK [136] ortaminda
elde edilmistir (Cizelge 4.7).
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Sekil 4.13. B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hicrelerin farkli minimal besi

ortamlarinda hucre derigimi degerleri

Cizelge 4.7. Farkli minimal besi ortamlarinda PHA Uretimi sonucunda elde edilen

kinetik parametreler

Besi M Hicre kuru | PHA agirhgi | PHA q Yris | Yxis
ortami | (sal) | agirhg: (gL (%) (g Ltsa?)
(gL

MM-PK | 0,205 | 2,86 2,06 72,3 |0,423 0,26 | 0,36
MM-1 0,278 | 2,85 2,01 69,9 | 0,556 0,25 |0,36
MM-2 0,268 | 2,72 1,92 70,6 |0,515 0,24 10,34
MM-3 0,298 | 2,62 2,22 84,7 | 0,662 0,28 |0,33
MM-4 0,236 | 2,56 1,88 73,4 10,444 0,24 |0,32
MM-5 0,274 | 2,4 1,88 78,3 |0,515 0,23 |0,29
MM-6 0,295 | 2,26 1,76 77,9 |0,519 0,22 |0,28
MM-7 0,276 | 2,41 1,66 68,9 |0,459 0,21 |0,30
MM-8 0,260 | 1,71 1,15 67,3 |0,303 0,14 |0,21
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4.8.1. C/N molar derigim oraninin PHA uretimine etkisi

Bu galismada, yuksek hicre yogunlugu ve yuksek PHA Urin verimi elde edebilmek
icin, c¢esitli C/N molar derigsim oranlarinin PHA Uretimine etkisi belirli zaman
araliklarinda o6rnekler alinarak hucre derisimleri UV-Vis spektrofotometrede

incelenmigtir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hiucrelerinin farkli C/N molar

derisim oranlarindaki minimal besi ortamlarinda hucre derisimi degerleri

Farkli C/N molar derisim oranlarinin hticre kuru agirhdi ve htcre i¢ci PHA birikimine
olan etkisi incelenmis ve sonugclar Sekil 4.15’de verilmistir. inkiibasyon sonrasinda
hacre kuru agirliklari, C/N 10, 20, 40, 60, 80 ve N-icermeyen kosullarda sirasiyla
4,88, 4,0,2,52,1,81, 1,37 ve 0,59 g/L olarak elde edilmistir. Elde edilen bu sonuglara
gore C/N orani arttikga, hicre kuru agirliklarinin 6nemli Olgide azaldigi
belirlenmistir. Yiksek C/N molar derisim oranlari, ¢odalma ortaminda azot
yoksunlugu meydana getirmis ve karbon/azot dagilimindaki dengesizlik htcre kuru

agirhigindaki  belirgin  duguse neden olmustur. Hucre i¢ci PHA birikimleri
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incelendiginde C/N =10, 20, 40, 60, 80 ve N-igcermeyen kosullarda sirasiyla %25,1,
60,3, 64,9, 70,3, 80 ve 29,8 olarak elde edilmistir (Cizelge 4.8). PHA birikimi
C/N=10’dan 80’e dogru 6nemli dlgude artig gosterirken, PHA birikimi azot icermeyen
(N-free) ortamda ciddi bicimde azalmigtir. Buna gore yuksek C/N molar derigiminin

hicre gogalmasi igin uygun olmadigi, fakat PHA birikimi icin elverigli bir kosul oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.15. Orbital ¢alkalamali biyoreaktérde cesitli C/N molar derisim oranlarinin

hicre ici PHA birikimi ve hlicre kuru agirlhigina etkisi

B. megaterium NRRL-B-14308 bakteriyel hucrelerinin farkli C/N molar derisim
oranlarindaki PHA Uretim kinetigi incelenmis ve elde edilen kinetik parametreler
Cizelge 4.8’ de 6zetlenmistir. Hlcre kuru agirligi, PHA birikim miktari ile hacimsel
verimlilik birlikte dusunuldugunde, PHA Gretimi igin en uygun C/N molar derisim

oraninin 20 oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. Farkli C/N molar derisim oranlarinda elde edilen kinetik parametreler

C/N M Hiicre PHA PHA q Yeis | Yxis
orani | (sal) | kuru agirhg derisimi (%) (g Ltsal)
(gL (gL
10 0,398 4,88 1,23 25,1 0,488 0,16 | 0,63
20 0,4 4,0 2,41 60,3 0,965 0,31 | 0,51
40 0,362 2,52 1,63 64,9 0,593 0,21 | 0,32
60 0,349 1,81 1,28 70,3 0,445 0,16 | 0,22
80 0,346 1,37 11 80,0 0,381 0,14 | 0,17
°0 0,327 0,59 0,18 29,8 0,057 0,02 | 0,07

4.9. Dogal fenotip B. megaterium ve rekombinant B. megaterium suslan ile

biyoreaktorde PHA uretimi ve karakterizasyonu

PHA Uretimi icin en uygun minimal besi ortami ve C/N molar derigsim orani

belirlendikten sonra, dogal fenotip B. megaterium NRRL-B-14308 ve phaC gen

overekspresyonu ile Uretilen rekombinant B. megaterium NRRL-B-14308 suslarinin

hem orbital galkalamali biyoreaktérde hem de laboratuvar Olgekli biyoreaktérde

inkibasyon deneyleri gerceklestiriimis, belirli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak

hicre derisimleri incelenmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 ve dogal fenotip NRRL B-
14308 bakteriyel hucrelerinin  orbital c¢alkalamali biyoreaktor ve
laboratuvar Olgekli biyoreaktordeki inkUbasyonu slresince hicre

derigimleri

Aktarilan gen sayesinde rekombinant hicrelerin dogal fenotip hicrelere gére hem
orbital galkalamali biyoreaktérde hem de laboratuvar Olgekli biyoreaktorde daha
yuksek bir hucre derigsimine sahip oldugu belirlenmigtir. PHA’nin hucre igi yag
granulleri seklinde uretilen bir biyopolimer olmasi sebebiyle, hiicre derigimi egrisi ile

PHA birikimi paralellik gostermektedir.

Rekombinant ve dogal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hicrelerinin
orbital calkalamali biyoreaktorlerde ve laboratuvar odlgekli biyoreaktorlerde PHA
uretimi calismalarinda elde edilen kinetik parametreler Cizelge 4.9’da gosterilmigtir.
Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hicrelerinin, dogal fenotip
bakteriyel hlcrelere gore daha yuksek kuru hucre agirhgi, PHA birikim miktari,
hacimsel verimlilik dederlerine sahip oldugu goérulmektedir. Hucrede PHA

sentezinden sorumlu phaC gen overekspresyonu ile elde edilen rekombinant
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bakteriyel hiicrelerin dogal fenotip bakteriyel hicrelere gére her iki tlr biyoreaktérde

de yaklasik %13 daha fazla PHA Urettigi belirlenmistir.

Ayrica, laboratuvar Olgekli biyoreaktdrlerde, orbital galkalamali reaktorlere goére

biyokimyasal proseslerin daha kontrolli ortamlarda ve galisma kosullarinda (pH,

sicaklik, DO ve besi ortami vb.) gerceklestirimesini saglamasi sebebiyle, daha

yuksek bir PHA Uretim miktari, kuru hticre agirligi, %PHA birikimi, hacimsel verimlilik

ve spesifik gogalma hizi degerleri elde edilmigtir.

Cizelge 4.9. Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 (-rec) ve dogal fenotip

NRRL B-14308 (-w.t.) bakteriyel hucrelerinin orbital c¢alkalamali
biyoreaktor (O-) ve laboratuvar olgekli biyoreaktorde (B-) PHA Uretimi

kinetik parametreleri

Kosul M Hucre kuru PHA PHA q Ypris | Yxis
(sa?) agirhgi derigimi (%) (g Ltsal)
(gL (gL
B-w.t | 0,354 3,06 2,43 79,4 0,861 0,31 | 0,38
O-w.t | 0,299 2,79 2,12 75,9 0,633 0,27 | 0,35
B-rec | 0,371 3,51 2,75 78,4 1,022 0,35 | 0,44
O-rec | 0,368 2,94 2,29 77,9 0,865 0,29 | 0,37

Hem orbital galkalamali biyoreaktorlerde hem de laboratuvar dlgekli biyoreaktérde

PHA dretiminin yaklagik 66 sa inkibasyon sonucunda yatiskin duruma geldigi,

minimal besi ortamindaki glikoz derigsiminin PHA Uretimi igin besi ortamindaki

sinirlayici bir bilesen olmadigi, ayrica hucre gogalmasinin PHA birikimi ile paralellik

gOsterdigi belirlenmigtir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Rekombinant ve dogal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel

hdcrelerinden orbital calkalamali biyoreaktorlerde ve laboratuvar olgekli
biyoreaktorde PHA Uretiminde zamana bagh glikoz tuketimi (Cs, kesikli
cizgi), hicre gogalmasi (Cx, gri ¢izgi) ve PHA birikimi (koyu ¢izgi) a) B-
w.t b) O-w.t ¢) B-rec d) O-rec.
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4.9.1. Gaz kromatografisi (GC-FID) ve *H-NMR analizleri

Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 ve dogal fenotip B. megaterium NRRL
B-14308 susundan orbital calkalamali  biyoreaktorlerde Uretilen PHA
biyopolimerlerinin icerigi ve monomer bilesimini belirlemek icin GC-FID
kromatogramlari incelenmigtir. 0.97 ve 1.74 dk alikonma surelerinde elde edilen iki
farkli pik, sirasiyla PHA 0Ornegindeki 3-hidroksibutiril metil ester (3-HBME) ve 3-
hidroksivalerat metil esterleri (3-HVME) gostermektedir (Sekil 4.18) [238]. PHA
standart kalibrasyon egrisini (Sekil 4.19) kullanarak bakteriyel hicrelerden elde

edilen PHA polimerlerinin miktari ve igerigi belirlenmistir.
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Sekil 4.18. GC-FID kromatogramlari a) Dogal fenotip hlcrelerden elde edilen PHA
b) Rekombinant hicrelerden elde edilen PHA
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Sekil 4.19. GC-FID analizi i¢cin PHA kalibrasyon egrisi
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Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 ve dogal fenotip B. megaterium NRRL
B-14308 susundan kontrolli ve kontrolsiz biyoreaktorlerde elde edilen
biyopolimerlerin yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla *H-NMR analizi
gercgeklestirilmigtir. PHA biyopolimerlerinin *H-NMR spektrumunda goriilen sinyal
gruplari; 0.9 ppm de HV polyester yapisina ait terminal metil grubu (CHs, HV), 1.25
ppm de HB polyester yapisina ait bir protona baglanmis metil grubu (CHs, HB), 1.55
ppm de internal metilen gruplari, 2.58 ppm de bir protona asimetrik karbon atomu ile
komsu metilen grubu ile 5.27 ppm deki karakteristik metilen grubudur. *H-NMR
spektrumunda, ¢dzicu kloroform piki 7.29 ppm de gértlmastir [231]. Laboratuvar
Olcekli biyoreaktorde ve orbital calkalamali biyoreaktorlerde, rekombinat ve dogal
fenotip B. megaterium suslarindan elde edilen PHA biyopolimerleri *H-NMR
analizine gore kisa zincir uzunluklu PHA polimerleri olup PHB-co-PHV kopolimerleri
yapisindadir (Sekil 4.20). Elde edilen PHB-co-PHV kopolimerlerinin % HV ve % HB
icerigi, esitlik 4.1 ve 4.2 ile bulunmustur (Cizelge 4.10) [239].

0 — CH3(HV)pik alani
7%HV CH3(HV)pik alan1 + CH; (HB)pik alani * 100 (4.1)
%HB = CH3(HB)pik alani 100 “2)

%
CH; (HB)pik alan1+CH3 (HV)pik alani

Cizelge 4.10. Biyoreaktorde uretilen PHA'larin PHB-co-PHYV icerigi

Kaynak Biyopolimer 3HB % 3HV %
B-w.t PHB-co-HV 57,3 42,6
O-w.t PHB-co-HV 52,2 47,8
B-rec PHB-co-HV 42,6 57,3
O-rec PHB-co-HV 42,3 57,6
Ticari PHB PHB 98 2
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Sekil 4.20. Dogal fenotip (-w.t) ve rekombinant (-rec) B. megaterium NRRL B-14308
suslarindan orbital calkalamal biyoreaktorlerde (O-) ve laboratuvar
Olcekli biyoreaktorde (B-) ve elde edilen PHA polimerlerinin *H-NMR
spektrumu a) B-w.t b) B-rec c) O-w.t d) O-rec.
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Elde edilen sonuclara gore, dogal fenotip B. megaterium hticreleri ile 3HB ydéninden
zengin PHB-co-PHV kopolimerleri Uretilirken; rekombinant B. megaterium bakteriyel
hdcrelerinden ise 3HV yonunden zengin PHB-co-PHV kopolimerleri Uretilmigtir.
Kopolimer yapisinda 3HV igerigi arttik¢a, biyopolimerin erime sicakligi azalmakta ve
elastikiyeti artmaktadir. Ticari PHB’nin *H-NMR spektrumu incelendiginde ise %98
HB, %2 HV yapisinda oldugu belirlenmigtir.

4.10. Biyoreaktorde ¢oziinmiis oksijen derigiminin (%DO) PHA uretimine etkisi

Hucreler, solunum ve diger yasamsal faaliyetleri igin oksijene ihtiya¢ duymaktadir ve
¢6zinmus oksijen (DO) derisimi, biyoreaktorlerde aerobik prosesler icin en énemli
parametrelerden birisidir. Bakteriler icin kritik oksijen degeri D0O=%10-50
seviyesindedir [240]. B. megaterium mikroorganizmasindan PHA Uretimini arttiracak
calismalardan birisi de biyoreaktor ¢calisma kosullarinin optimizasyonudur. Oksijen
transfer hizinin belirlenmesi, PHA Uretimi optimizasyonu g¢alismalarinda oldukga
onemlidir; ¢unkd oksijenin sinirh tutuldugu ortamlar hicrede PHA aretimini arttirici
bir etki gostermektedir [225]. Bu ¢alismada da 3 farkli %DO seviyesinde dogal
fenotip B. megaterium mikroorganizmasindan laboratuvar élgekli biyoreaktérde PHA
uretimi gercgeklestirilmistir. Biyoreaktdrde inkibasyon suresince %DO seviyesinin

hicre gogalmasina, PHA Uretimine ve PHA Uretim kinetigine etkisi incelenmisgtir.

Hicre c¢ogalmasi, belirli zaman araliklarinda o6rnekler alnarak UV-Vis
spektrofotometrede incelenmistir (Sekil 4.21). ilk 24 saatte hiicre gogalmasinin her
uc %DO degeri icin benzer duzeylerde oldugu, hucre igcinde PHA birikiminin artig
gOsterdigi saatlerde (24 saat sonrasi) ise disuk %DO degerlerinde hicre
¢ogalmasinin daha yuksek oldugu belirlenmistir. Dogal fenotip B. megaterium
bakteriyel hucrelerinin laboratuvar Olgekli biyoreaktorde farkli %DO degerlerinde
PHA Uretimi calismalarinda elde edilen kinetik parametreler Cizelge 4.11°de,
zamana bagh glikoz tlketimi, hicre ¢ogalmasi ve PHA birikimi Sekil 4.22’de

verilmigtir.
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Cizelge 4.11. Farkh %DO degerlerinde dogal fenotip B. megaterium bakteriyel

hlcrelerinin laboratuvar Olgekli biyoreaktorde PHA Uretimi kinetik

parametreleri

u Hiicre kuru PHA PHA q
% DO agirhgi derigimi Yeis | Yxis
sal % Llsal
Gah | TGl | oLy | @ | @ )
10 0,282 2,54 2,12 82,9 0,598 0,25 | 0,30
20 0,292 2,84 2,44 86,1 0,712 0,32 | 0,36
30 0,289 2,78 2,23 80,3 0,644 0,28 | 0,32
3 -
2 % 20 DO
=
o % 30 DO
>
(&
1 -
% 10 DO
04 . . . . . . . .
0 10 20 30 40 50 60 70
Zaman (sa)

Sekil 4.21. Farkh %DO degerlerinde dogal fenotip B. megaterium bakteriyel

hdcrelerinin laboratuvar 6lgekli biyoreaktorde inkUbasyon suresince

zamana bagl hlcre derisimi degerleri
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Sekil 4.22. Farkh %DO degerlerinde dogal fenotip B. megaterium NRRL B-14308
bakteriyel hucrelerinden laboratuvar olgekli biyoreaktorde PHA
uretiminde zamana bagh glikoz tuketimi (Cs, kesikli ¢izgi), hicre
cogalmasi (Cx, gri ¢izgi) ve PHA birikimi (koyu ¢izgi). a) %10 DO b) %20
DO c) %30 DO.

Farkli %DO dederlerinde laboratuvar dlgekli biyoreaktorde PHA Uretiminin yaklasik
66 sa inkibasyon sonucunda yatigkin duruma geldigi, minimal besi ortamindaki
glikoz derisiminin PHA Uretimi icin besi ortamindaki sinirlayici bir bilegsen olmadigt,
ayrica hucre c¢ogalmasinin PHA birikimi ile paralellik gosterdigi, boylelikle PHA
uretiminin hicre gogalmasi ile iliskili oldugu (growth-associated) belirlenmistir (Sekil
4.22).

Dogal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hicrelerinden farkh %DO
degerlerinde laboratuvar Olgekli biyoreaktorde PHA Uretim deneyi ¢aligmalarinda
literatir taramasi sonucunda belirlenen diger biyoreaktor isletim parametreleri
(37°C, 300 devir/dk ve pH 7.0) sabit tutularak degisen %DO degerlerinin etkisi

incelenmigtir. Bu amagla biyoreaktdrde inkubasyon suresince %DO degisimleri
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siirekli kaydedilmistir (Sekil 4.23). Uretim boyunca pH=7.0 degerinde tutabilmek icin
1 M HCI ve 1 M NaOH c¢ozeltileri kullaniimistir. CézUnmus oksijen derisimini verilen
set degerinde (%10, %20 ve %30) tutabilmek icin de besi ortamina belirli zamanlarda
kontrol sistemi tarafindan hava veya oksijen, PID kontrol parametrelerine gore
otomatik olarak ilave edilmistir. Boylece kontrolli ortamda hicre ¢gogalmasi ve PHA
birikimi; kontrolstiz ortam olan orbital galkalamali biyoreaktdrlere gére %40-80 daha

fazla hucre gcogalmasi ve yaklasik %50 daha fazla PHA birikimi elde edilmistir.

40 -
30 SWW
! o
¢ o
I \o\
1
o} / "o,
i ~
Q 20 ¢ 0--0-"970-0-0-0-0-0--0-0-0-0-0-0--0--00
RS

0 10 20 30 40 50 60 70

Zaman (sa)

2% 10DO -0-%20DO ——% 30DO

Sekil 4.23. Dogal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hicrelerinin

laboratuvar olcgekli biyoreaktorde PHA Uretimi stresince %DO profilleri
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4.11. Biyoreaktorde farkli %DO degerlerinde oksijen transfer parametrelerinin
belirlenmesi

Dogal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 susu ile laboratuvar Olgekli
biyoreaktorde PHA uretimi calismalarinda, farkli %DO degerleri i¢in oksijen transfer
parametreleri belirlenmigtir. Bu amagla belirli zaman araliklarinda dinamik yontem
ile volumetrik oksijen kutle transfer katsayisi (kLa), oksijen transfer hizi, oksijen alim
hizi gibi parametreler belirlenmistir. ilk olarak; PHA (iretim ortamina mikroorganizma
asilanmadan once fiziksel oksijen kutle transfer katsayisi (kLao) Ol¢cuimustur. B.
megaterium NRRL B-14308 mikroorganizmasindan laboratuvar  dlgekli
biyoreaktorde farkli %DO degerlerinde PHA Uretimi sudresince belirli zaman
araliklarinda elde edilen kLa, oksijen transfer hizi (OTH), oksijen alim hizi (OAH) ve
gelisme faktorl (E=kLa/kLao) degisimleri Cizelge 4.12°de verilmistir. Cizelge 4.12’de
goruldagu gibi Gg farklh %DO degerlerinde kra, inkibasyon slresince azalmigtir.

Ayrica, E degerinin her zaman 1,0’den blyuk oldugu belirlenmistir.

Biyoreaktorlerde kia degeri; sicaklik, karistirma hizi, Uretim ortami, gaz akis hizi,
kopuk olusumu, koépuk giderici, viskozite ve mikroorganizma morfolojisi gibi
parametrelere bagll olarak degismektedir. Bu calismada, sicaklik, karistirma hizi,
gaz akis hizi sabit tutulmus, kopuk giderici kullanilmamistir. Bu durumda kia
deg@erindeki disusun nedeni, Uretim suresince olusan metabolitler nedeniyle ortam
viskozitesindeki artis olarak dusundlmastir. Cunkli artan ortam viskozitesi,
hicrelerin ylzeyinde difizyon bariyeri gibi gérev yapan katman olusturmus, bdylece

oksijenin hicreye aktariimasi zaman gegctikge zorlagsmistir [241-243].

PHA Uretiminde ilk 24 saatte oksijen alim hizi, hicrelerin oksijen ihtiyaci nedeniyle
ortamda oksijen birikmemesinden dolayi, neredeyse oksijen transfer hizina esit
olmustur. ilk 4 saatten sonra (t=18 sa) hiicre gogalmasi logaritmik fazda oldugundan
oksijen alim hizi, hicre gogalma hizi ve fermantasyon ortamindaki substrat tuketim
hizi artisina bagh olarak artis egilimindedir. %DO degerlerine gore kiyasladigimizda,
%DO degeri arttikca, kLa, oksijen transfer hizi ve oksijen alim hizinin arttigi

gorulmustuar.
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Cizelge 4.12. Farkh %DO degerlerinde zamana bagli oksijen transfer parametreleri

Zaman kla E OTH*10° OTHmax*103 OAH*10°
(sa) (s?) (kca/krao) | (mol m3s?t) | (molm3s?t) | (molm3s?)
%10 DO
0 0,009 1,11 - - -
2 0,024 3,0 1,3 2,4 1,3
4 0,024 3,0 1,8 2,4 1,8
18 0,021 2,63 2,1 2,1 2,1
24 0,018 2,13 1,8 1,8 1,8
%20 DO
0 0,009 1,0 - - -
2 0,027 3,0 3,4 54 3,4
4 0,026 2,89 4,2 52 4,2
18 0,024 2,67 4.8 4,8 4,8
24 0,020 2,22 4,0 4,0 4,0
%30 DO
0 0,010 1,11 - - -
2 0,031 3,44 54 9,3 54
4 0,029 3,22 6,7 8,7 6,7
18 0,026 2,88 7,8 7,8 7,8
24 0,021 2,33 6,3 6,3 6,3

4.12. Dogal fenotip B. megaterium ve rekombinant B. megaterium suslari ile
yari kesikli biyoreaktorde PHA uretimi

PHA Uretimi icin en uygun minimal besi ortami ve C/N molar derigim orani
belirlendikten sonra, dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308
suglari  kullanilarak, laboratuvar olgekli biyoreaktorde yari kesikli besleme

kosullarinda inkibasyon deneyleri gergeklestiriimistir.

Yari kesikli besleme sistemleri, yuksek hicre yogunluguna sahip kultarleri elde
etmenin en etkili yollarindan biri olup, ayni zamanda yuzdesel PHA verimi ile birlikte

hacimsel verimliligi de maksimize etmeyi amacglamaktadir [244]. Bu tip sistemlerde
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besleme, genellikle derigsimi kontrol edilen substratin dogrudan olgllmesine
dayanmaktadir. Fakat temel substratlarin otomatik analizi 6nemli bir zaman kaybi
yaratmakta, maliyeti arttirmakta ve 0zel analitik cihazlar gerektirmektedir. Bu
nedenle, yari kesikli sistemlerde substrat beslemesi genellikle mikroorganizmanin
onceden belirlenmis ¢ogalma hizina gore gerceklestiriimektedir. Bu yaklasimda,
maksimum spesifik gogalma hizina (umax) yakin bir cogalma hizi elde etmek igin
onceden belirlenmis Ustel besleme hizi yari kesikli sistemlerde ve PHA uretiminde
siklikla kullaniimaktadir [245].

ik olarak, laboratuvar dlgekli biyoreaktérde, dogal fenotip B. megaterium NRRL B-
14308 susu ile, t=42 sa’dan sonra yari kesikli besleme kosullarinda PHA
inkiibasyonu gergeklesmis olup; 3 farkli Ustel cogalma hizinda (u=0,05; p=0,075 ve
pu=0,1 sal), esitik 2.15’e goére besleme slresince substrat besleme hizlari

belirlenmistir.

Kesikli sistemde calistirilan ilk 42 saatte hicre ¢ogalmasinin her d¢ durum igin de
benzer dizeylerde oldugu, yari kesikli sisteme gegilerek dnceden belirlenmis Ustel
cogalma hizlarinda (42-66 sa) ise beklenildigi gibi besleme hizi arttikga, hlicre
¢ogalmasinin daha yuksek oldugu belirlenmistir. Ayrica, Ustel cogalma hizi arttikga,
biyoreaktore beslenen substrat besleme hizi da artmaktadir. Rekombinant B.
megaterium NRRL B-14308 suslari ile yari kesikli besleme kosullarinda PHA
inkibasyonu suresince belirli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak hicre derigimleri
incelenmistir (Sekil 4.24). Aktarilan PHA sentaz geni sayesinde rekombinant
mikroorganizmalar, dogal fenotip hicrelere gore yari kesikli sistemlerde 3 farkl tstel
besleme hizlarinda yaklasik %12,5 daha yuUksek bir hicre derigsimine sahip oldugu
belirlenmistir. Daha yUksek bir hiicre derisimi elde edildiginden Ustel ¢odalma hizi

arttikca, paralel olarak biyoreaktdre beslenen subtrat besleme hizi da artmistir.
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Sekil 4.24. Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel
hicrelerinin laboratuvar o6lgekli biyoreaktordeki 3 farkh yari kesikli

besleme kosulunda, PHA Uretimi suresince hucre derigimi degerleri

Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hiicrelerinin
yarl kesikli biyoreaktorde U¢ farkh Ustel besleme hizindaki PHA Gretimi
¢alismalarinda inkiibasyon suresince belirli zamanlarda drnekler alinarak hicrelerin
PHA birikimleri incelenmistir (Sekil 4.25). Hlcre ¢ogalmasi profilleri ile PHA Gretim
profilleri kesikli fazda birbirlerine paralellik gosterirken, Ustel glikoz beslemesi ve azot
sinirlandiriilmasinin sonucu olarak hucre igi PHA birikiminin artmasi ve biyokutle
olusumunun azalmasi nedeniyle yari kesikli besleme fazinda fermantasyon

profillerinin birbirinden ayrildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.25. Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel
hicrelerinin laboratuvar o6lgekli biyoreaktordeki 3 farkh yari kesikli

besleme kosulunda PHA birikimi

Yari kesikli besleme kosullarinda rekombinant B. megaterium susunda PHA
derigiminin fermentasyon sonunda 6,15 g L seviyelerine ulastigi belirlenmistir.
Rekombinant B. megaterium susunda daha ylUksek spesifik ¢ogalma hizinda
(u=0,1 sal) gozlenen yiiksek PHA birikimi, gogalma ortamindaki sinirli azot derigimi
ve Ustel glikoz beslemesi nedeniyle elde edilmigtir.

Yari kesikli biyoreaktorde Ug¢ farkh Ustel besleme hizindaki PHA dretimi
calismalarinda elde edilen kinetik ve stokiyometrik parametreler Sekil 4.26'da
gosterilmistir. Ustel yari kesikli besleme stratejisi ile kesikli sisteme gore 2,2 kat daha
fazla PHA dretilmistir. Rekombinant B. megaterium hicrelerinde u=0,1 sa Ustel
spesifik gogalma hizinda en yiksek nihai hiicre derisimi (7,7 g L), hlcrelerin PHA
icerigi (%80), hacimsel PHA verimliligi (0,54 g L sal), hiicre ve iriin verimi (0,74
gg?ve 0,62 gg?) elde edilmistir. Bu sonug, gerceklestirilen genetik modifikasyonun
PHA biyosentezini pozitif ydonde etkiledigini gdéstermektedir.
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Sekil 4.26. Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel
hdcreleriyle laboratuvar olgekli biyoreaktordeki 3 farkli yari kesikli

besleme kosulunda elde edilen kinetik ve stokiyometrik parametreler.

Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hicrelerinin, dogal fenotip
bakteriyel hucrelere gore daha yuksek kuru hucre agirhigi, PHA birikim miktari,
hacimsel verimlilik degerlerine sahip oldugu belirlenmigtir. Elde edilen sonuglara
gore, hicre basina PHA miktari ve %PHA icerigi, literatirdeki birgcok ¢alisma ile
benzer degerlerde oldugu gorulmustar [246-249].

4.13. Dogal fenotip B. megaterium ve rekombinant B. megaterium suslari ile
yari kesikli biyoreaktorde PHA lretiminde oksijen transfer
parametrelerinin belirlenmesi

Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium bakteriyel hucrelerinden yari kesikli
biyoreaktorde PHA Uretimi calismalarinda, oksijen transfer parametreleri
belirlenmistir. Bu amacla belirli zaman araliklarinda dinamik yontem ile kLa, OTH ve
OAH gibi parametreler belirlenmistir. Elde edilen oksijen transfer parametreleri
Cizelge 4.13’de verilmis; kLa degerleri ilk dnce artmig, sonra azalmistir. Daha 6nce
de belirtildigi gibi bu galigmada sicaklik, karistirma hizi, gaz akis hizi sabit tutulup,
kopuk giderici kullanilmadigindan, Uretim suresince olugan metabolitler nedeniyle
ortam viskozitesindeki artisin  kia dederindeki duasusin nedeni oldugu

dusiniimistir.
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Oksijen alim hizi (OAH), fermentasyon sureglerindeki en temel parametrelerden biri
olup hucrelerin metabolik aktivitesine bagl olarak degismektedir. Oksijen alim hizi
ilk saatlerde Ustel ¢ogalma asamasinda ylUksek substrat tuketimi nedeniyle
artmaktadir. Hucre canlihigi igin yuksek spesifik oksijen ihtiyaci nedeniyle oksijen
alim hizi fermentasyonun 18. saatinde maksimum degerine ulasmistir. Ustel
¢ogalma asamasindan sonra, hucrelerin metabolik aktivitesinin azalmasiyla oksijen

alim hizi da azalmistir [250].

Fermentasyon sureglerinde OTH, kLa ve mikroorganizmanin oksijen tuketimine bagh
olarak degismektedir. OTH, PHA biyosentezi icin kritik bir faktdrdir; ¢lnkd oksijen
kisittamasi altinda oksijen transfer hizi, oksijen alim hizina esittir. Bdylece, hlicresel
solunumdaki varyasyon, PHA biyosentezi ve regulasyonunda 6nemli bir kofaktor
olan NADPH/NADP+ oranini arttirmaktadir [251].

Cizelge 4.13. Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308
suslarinin laboratuvar olgekli biyoreaktordeki 3 farkli yari kesikli

besleme kosulunda zamana bagli oksijen transfer parametreleri

Yari Kesikli t kLa E OTH*10° OTHmax *103 OAH*103
Besleme (sa) | (s (kca/ kLag) | (molm=s?) | (molm=3s?) | (molm3s?)
Dogal fenotip B. megaterium
0 0,009 1,0 - - -
2 0,027 3,0 3,40 5,40 3,40
4 0,026 2,89 4,20 5,20 4,20
1o=0,05 sa! 18 | 0,024 2,67 4,80 4,80 4,80
24 | 0,024 2,67 4,60 4,70 4,60
42 | 0,021 2,33 4,20 4,20 4,20
49 | 0,020 2,22 4,00 4,00 4,00
0 0,010 1,11 - - -
2 0,031 3,44 4,30 6,30 4,30
4 0,029 3,22 5,20 6,00 5,20
1o=0,075 sa! 18 | 0,026 2,88 5,80 5,80 5,80
24 | 0,025 2,77 5,40 5,40 5,40
42 | 0,023 2,56 4,80 4,90 4,80
49 | 0,021 2,33 4,50 4,50 4,50
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0 0,010 1,0 - -
2 0,036 3,60 5,40 8,80 5,40
4 0,032 3,20 6,70 8,10 6,70
1o=0,1 sa? 18 | 0,027 2,70 7,80 7,80 7,80
24 | 0,027 2,70 7,20 7,20 7,20
42 | 0,024 2,40 6,50 6,60 6,50
49 | 0,021 2,10 5,90 5,90 5,90

Rekombinant B. megaterium

0 0,010 1,00 - - -
2 0,030 3,00 3,80 6,20 3,80
4 0,027 2,70 4,40 5,60 4,40
1o=0,05 sat 18 | 0,026 2,60 4,90 4,90 4,90
24 | 0,026 2,60 4,60 4,60 4,60
42 | 0,023 2,30 4,20 4,20 4,20
49 | 0,021 2,10 3,90 3,90 3,90

0 0,011 1,10 - - -
2 0,036 3,60 4,56 6,70 4,56
4 0,030 3,00 5,40 6,20 5,40
M0:0,075 Sa—l 18 0,027 2,70 6,08 6,0 6,10
24 | 0,025 2,50 5,75 5,80 5,75
42 | 0,022 2,20 5,20 5,20 5,20
49 | 0,020 2,00 4,80 4,80 4,80

0 0,011 1,00 - - -
2 0,039 3,54 5,90 9,54 5,90
4 0,034 3,09 7,10 8,70 7,10
1o=0,1 sa! 18 | 0,029 2,64 8,30 8,30 8,30
24 | 0,027 2,45 7,70 7,72 7,70
42 | 0,024 2,18 6,54 6,54 6,54
49 | 0,020 1,82 5,90 5,90 5,90

Ayrica, rekombinant hlicrelerde dogal fenotip hlicrelere goére daha yuksek kiLa, OTH
ve OAH degerleri elde edilmistir. Bu durum rekombinant hucrelerin 6zellikle
biyopolimer sentezinde daha yuksek bir metabolik aktiviteye sahip olmasiyla
aciklanabilir. Ayrica, Cizelge 4.13’de goruldugu gibi artan glikoz besleme hizlari ile

hicrelerin artan oksijen ihtiyaglari nedeniyle oksijen transfer parametrelerinde daha

yuksek degerlere ulagiimistir.
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4.14. Dogal fenotip B. megaterium ve rekombinant B. megaterium suslari ile
yari kesikli biyoreaktorde liretilen PHA karakterizasyonu

Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 suslarindan
laboratuvar Olgekli biyoreaktorlerde kesikli ve yari kesikli fermentasyonlarla elde
edilen PHA biyopolimerlerinin yapisal 6zellikleri *H-NMR analiziyle belirlenmistir
(Sekil 4.27). *H-NMR analizine gore, rekombinant ve dogal fenotip B. megaterium
suslarindan kesikli ve yari kesikli biyoreaktorlerde elde edilen PHA biyopolimerleri
kisa zincir uzunluklu PHA polimerleri olup, PHB-co-PHV kopolimerleri yapisindadir.
Esitik 4.1 ve 4.2’de verilen denklemlere gbre elde edilen PHB-co-PHV
kopolimerlerinin  mol bazinda %58 3HV monomer birimlerinden olustugu
belirlenmistir. PHB-co-PHV kopolimerlerindeki 3HV igerigi endustriyel uygulamalar
icin oldukga dnemli olup, mol bazinda %20’den fazla 3HV monomeri igeren PHB-co-
PHV kopolimerleri, film ve fiber Uretimi icin uygun darbe dayanimi ve polimer
esnekligi gibi Ustin malzeme 6zellikleri sergilemektedir [227, 252]. Ayrica, propionik
asit, valerik asit, valerat gibi 6ncul substratlar kullanmadan B. megaterium NRRL B-
14308 susundan karbon kaynagi olarak sadece glikoz kullanarak Bacillus suslari

arasinda en yuksek 3HV icerigine sahip PHB-co-PHV kopolimerleri elde edilmistir.

PhaC gen overekspresyonu ile elde edilen rekombinant B. megaterium hicrelerinde
3HV igeriginin artisina iliskin metabolik yolak Uzerinde net bir kanit bulunamamistir.
Ancak rekombinant hucrelerde artan hlcre ¢odalmasiyla birlikte organik asitlerin
sindirilmesi sonucu 3HV dretimi igin 6ncll metabolitler olarak kullanilan yag
asitlerinin salinmasi ile agiklanabilmektedir. Ayrica, rekombinant hiicrelerden elde
edilen PHB-co-PHV kopolimerlerindeki 3HV iceriginde gézlemlenen artig, phaC gen
overekspresyonu ile daha yuksek bir PHA sentaz aktivitesinden kaynaklandigi da
dusunulmektedir. Kisaca, rekombinant B. megaterium hucrelerinde daha yuksek
PhaC aktivitesi ortamdan daha kisa C4 ara maddelerine goére daha fazla C5 ara
maddelerini polimerlestirerek dogal fenotip sustan daha fazla 3HV igerigine sahip
PHB-co-PHYV kopolimerlerini olugturmustur [253, 254].
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Sekil 4.27. Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 suslarindan
laboratuvar o6lgekli biyoreaktorlerde kesikli (B) ve yari kesikli (FB)
fermentasyonlarla elde edilen PHA polimerlerinin *H-NMR spektrumu
a) PHA-B-wt b) PHA-B-rec ¢c) PHA-FB-wt d) PHA-FB-rec.
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Ayrica, saflastirilan PHA biyopolimerlerinin termal 6zellikleri TGA ve DSC analizleri
ile incelenmistir (Cizelge 4.14). Elde edilen PHA polimerlerinin literatlirdeki onceki
calismalarla [255, 256] uyumlu sekilde iki ana degradasyon sicakligina (260°C ve
455°C) sahip oldugu belirlenmigtir. 3HV gibi farkli monomerlere sahip kopolimer
yapisinda uretiien PHA polimerlerinde iki asamali bozunma sicakliklar
gorulmektedir. Birinci asama bozunma, ¢arpraz bagl polimer zincirinin ayrismasi,
ikinci asama bozunma ise PHB-co-PHV kopolimer zincirinin ana blogunun

ayrismasindan kaynaklanmigstir [257].

PHB-co-PHV kopolimerlerinin erime sicakliklari DSC analizi ile belirlenmistir. DSC
analizi ile PHB-co-PHV kopolimerlerinin iki erime sicakligina sahip oldugu
goriimustlr. Bu iki degerin de, erime sicakhgdi yaklasik 170°C olan ticari PHB’den
dusuk oldugu belirlenmistir. PHB-co-PHYV kopolimer zincirindeki 3HV igerigi arttikga,
polimerin erime sicakligi azalmakta, bdylece elde edilen polimerin darbe dayanimi
ve esnekligi artarak endustride daha genis uygulamalarda kullanilabilmektedir. PHB-
co-PHV kopolimerlerinde iki erime sicakliginin olusmasi, PHB-co-PHV
kopolimerlerinin ~ “erime-yeniden  kristallesme-yeniden erime” suregleri ile
aciklanabilir [258].

Cizelge 4.14. Dogal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 ve rekombinant B.
megaterium NRRL B-14308 susundan laboratuvar Olgekli
biyoreaktorlerde kesikli ve yari kesikli fermentasyonlarla elde edilen

PHA polimerlerinin termal 6zellikleri

Polimer Ta1 (°C) Ta2 (°C) Tm1 (°C) Tm2 (°C)
PHA-FB-wt 274 452 124 156
PHA-B-wt 266 449 129 163
PHA-FB-rec 279 455 122 152
PHA-B-rec 261 441 126 159
Ticari PHB 287 - - 170
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4.15. B. megaterium genom ol¢ekli metabolik model rekonstriiksiyonu ve aki

denge analizi (FBA)

B. megaterium NRRL B-14308 susu icin gelistirilmis yeni bir metabolik model
olusturabilmek igin, iJA1121 modeli [212] temel alinmis olup, iBM1128 metabolik
modeli 1128 gen, 1355 metabolit ve 1716 reaksiyondan olusacak sekilde
geligtiriimigtir. iIJA1121 metabolik modeli ise 1121 gen, 1349 metabolit ve 1709
reaksiyondan olusmaktadir. KEGG, MetaCyc, UniProt ve BioCyc biyokimyasal
veritabanlari kapsamli ve detayli bir sekilde taranarak, B. megaterium’un
genomunda bulunan ancak iJA1121 modelinde yer almayan 7 gen, 6 metabolit ve 7
reaksiyon, manuel olarak olusturulan iBM1128 modeline eklenmigtir. iBM1128

metabolik modelinde eklenen yeni reaksiyonlar ve metabolitler EK-7'de verilmistir.

Ayrica, iBM1128 metabolik modeli, B. megaterium’un ¢ogalmasini nicel olarak
simule etmek igin kullanimistir. Bu kapsamda, iBM1128 modeli COBRA Toolbox ve
MATLAB R2020b ile stokiyometrik matrise donusturilmustur. Aki denge analizi
(FBA) algoritmasini  kullanarak, lineer diferansiyel denklemlerden olusan

stokiyometrik matris Gurobi Solver 9.0 ¢dzucusu ile ¢ozUlmastur.

ilk olarak, kesikli fermantasyon deneylerinde karbon kaynagi olarak 10 g L*
derigsiminde glikoz kullaniimistir. Karbon kaynagi olarak sadece glikoz iceren
minimal medium (MM) besi ortamindaki hicre ¢ogalma hizlari, FBA ile tahmin
edilmis ve sonuclar hem dogal fenotip hem de rekombinant B. megaterium
mikroorganizmalari ile kesikli fermantasyon calismalarindan elde edilen deneysel

verilerle karsilastinimistir (Cizelge 4.15).
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Cizelge 4.15. Dogal fenotip (w.t) ve rekombinant (rec) B. megaterium
mikroorganizmalarindan laboratuvar olgekli biyoreaktorde kesikli
fermantasyon (-B) calismalarindaki ¢ogalma hizlarinin deneysel

ve in silico (FBA) analiz sonuglari.

Fermantasyon Glikoz Akisi M (sa?d)
(mmol gCDW-! sa?) In silico Deneysel
B-w.t 7,5 0,357 0,354
B-rec 8 0,381 0,371

Cizelge 4.15°de gosterildigi gibi, aki denge analizi kullanilarak simulasyonlardan elde
edilen cogalma hizlari ile deneysel sonuglardan elde edilen gogalma hizlari birbiri ile

uyumludur.

Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium hucreleri ile ¢ farkh Ustel besleme
hizinda (u=0,05 sal, u=0,075 sat, u=0,1 sa!) gergeklestirilen yari kesikli beslemeli
fermantasyon calismalarinda elde edilen deneysel verilerle, FBA ile elde edilen
simulasyon sonuglari karsilastiriimistir (Cizelge 4.16). FBA simulasyon sonuglarina
gore, in silico ¢cogalma hizlarinin deneysel verilerle uyumlu oldugu goérulmektedir.
Buna gore, B. megaterium NRRL B-14308 susu igin olusturulan iBM1128 metabolik

modelinin hicre ¢cogalmasi simulasyonu igin oldukg¢a basaril oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.16. Dogal fenotip (w.t) ve rekombinant (rec) B. megaterium
mikroorganizmalarindan laboratuvar olgekli biyoreaktorde yari
kesikli fermantasyon (-FB) calismalarindaki ¢ogalma hizlarinin

deneysel ve in silico (FBA) analiz sonuglari

Fermantasyon Glikoz Akisi M (sa?d)
(mmol gCDW-! sa?) In silico Deneysel

FB-w.t- u=0,05 1,66 0,075 0,05
FB-w.t- u=0,075 1,74 0,083 0,075
FB-w.t- u=0,1 2,22 0,109 0,1
FB-rec- y=0,05 1,62 0,072 0,05
FB-rec- y=0,075 1,85 0,088 0,075
FB-rec- y=0,1 2,40 0,114 0,1

iBM1128 modeli ile PHA UGretimini optimizasyon calismalarinda, PHA sentez
reaksiyonu amag fonksiyon olarak secilmistir. Ancak, model Gzerinde farkl glikoz ve
oksijen alim deg@erlerine ve PHA metabolik yolak tGzerinde PHA Uretimine zorlayici
degisikliklere ragmen olumlu sonug elde edilememistir. Bu olumsuz durumun nedeni
olarak, temel alinan iIJA1121 metabolik modeli calismasinda, sekonder bir metabolit
olan ve influenza A ve influenza B tedavisinde kullanilan antiviral bir ila¢c olan
oseltamivir sentezinin ana hammaddesi olan sikimat Uretimini arttirabilmek igin
metabolizma Uzerinde yapilmis olan degisiklikler nedeniyle aki dagiliminin PHA

birikimine engel oldugu dusunulmektedir.

Bu nedenle, ileriki calismalarda, Gen Bankasinda genomu bulunan B. megaterium
NRRL B-14308 susunun genom sekansi temel alinarak, literatlirde ve biyokimyasal
veri tabanlarindaki veriler 1s1ginda, gen-protein-reaksiyon iligkileri teker teker ele
alinip B. megaterium suslari igin olusturulmus model gelistirilecektir. Gelistirilecek
yeni model stres kosullarinda hicre metabolizmasinda meydana gelen fizyolojik
degisimleri agiklamak ve boylelikle mikroorganizmanin PHA Uretim metabolizmasini

aciga ¢ikarmada kullanilabilecektir.
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5. SONUGLAR

Tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuglar ana hatlariyla asagida verilmigtir.

B. megaterium’un genomunda yer alan PHA-sentaz (phaC) geni tasarlanan
primerler yardimiyla PZR ile gogaltiimig, agaroz jel elektroforezinden sonra
UV-transilluminatorde kontrol edilip dogrulanan PZR bantlari jelden kesilip

saflagtiriimigtir.

PZR ile ¢ogaltilan gen kaseti ve pC-HIS1623hp vektorl, tasarima uygun

olarak segilen Spel ve SpHI-HF restriksiyon enzimleri ile kesilmistir.

Restriksiyon enzimleri ile kesilmis vektor ve PZR Urlnleri 16°C’de 16 sa
ligasyon tepkimesiyle klonlanip  rekombinant plazmidler CaCl2

transformasyonu ile E. coli DH5a susuna aktariimis ve hicreler cogaltiimistir.

Cogalan kolonilerden rekombinant plazmidler saflastirilarak restriksiyon
enzim kesimleri ile kontrol edilmis, hem agaroz jel elektroforez goértntisunde
beklenen buyuklikte DNA drunleri gdzlenmesi hem de DNA dizi analizi ile

klonlama ¢alismasinin bagaril oldugu belirlenmigtir.

DNA dizini dogrulanmis rekombinant plazmidler, B. megaterium’a protoplast
transformasyonu yontemiyle aktarilimis ve tez calismalarinda kullaniimak

uzere gesitli rekombinant B. megaterium suslari elde edilmigtir.

Elde edilen rekombinant B. megaterium suslarindan PHA Uretimini arttiracak

en uygun klonlar secilmistir.

Dogal fenotip B. megaterium ve B. megaterium NRRL B-14308-pCHIS-phaC-
GGS-6His (NRRL-B-L1) suslari tanimlanmis minimal besi ortaminda PHA

uretim calismalarinda kullanilacak en uygun suslar olarak belirlenmistir.
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SDS-PAGE ve western blot analizleri ile phaC geninin rekombinant B.

megaterium hucrelerinde ekspres edildigi kanitlanmigtir.

Rekombinant B. megaterium mikroorganizmalarinda PHA Uretimi igin en

uygun indukleyici derisimi %0,5 ksiloz ¢Ozeltisi olarak belirlenmistir.

Dogal fenotip B. megaterium ile orbital ¢alkalamali biyoreaktorlerde uretilen
ve ¢Ozucu ekstraksiyonu ile saflagtirlan PHA 6rneklerinin yapisal ve termal
ozellikleri Fourier donliisim kizilétesi spektroskopisi (FTIR), H-NMR, GC-
FID, GC-MS, TGA ve DSC analizleri ile karakterize edilmistir.

Karakterizasyon calismalari sonucunda elde edilen PHA biyopolimerlerinin
kopolimer yapisinda oldugu (PHB-co-PHV) ve 3-hidroksibdltirat (3HB) ve 3-

hidroksivalerat (3HV) monomer birimlerinden meydana geldigi belirlenmistir.

PHA saflastirmasi sirasinda ¢ozucu isleminin etkinligini arttirmak igin
liyofilizasyon, etanol/isil iglem ve mikrodalga yardimi ile kurutma gibi cesitli

dehidrasyon tekniklerinin PHA Uretimine olan etkisi incelenmistir.

Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium mikroorganizmalari kullanilarak
laboratuvar Olgekli biyoreaktorde daha yuksek hiucre yogunlugu ve PHA Urun
verimi elde edebilmek igin, PHA uretim ortaminin optimizasyonu c¢alismalari

yapilmistir.

Minimal besi ortamindaki iz element ¢ozeltisinde bulunan Fe*? derigimi 2
katina cikanldiginda (10 g/L), 1,4 kat daha fazla PHA GUrin verimi elde

edilmistir.

PHA Uretimini arttirmak icin sinirlayici olarak azot segilmis ve hucre kuru
agirhgi, PHA birikim miktari ile hacimsel verimlilik agisindan en uygun C/N=20

molar derigimi belirlenmistir.
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Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium mikroorganizmalari ile
laboratuvar dlgekli biyoreaktdrde PHA Uretimi i¢in en uygun ¢6zinmus oksijen

derisimi seviyesi %20 olarak belirlenmigtir.

Laboratuvar oOlcekli kontrollu biyoreaktorlerde, kontrolsuz orbital ¢calkalamali
biyoreaktorlere gore yaklasik %40-80 daha fazla hucre ¢odalmasi ve %50
daha fazla PHA birikimi elde edilmistir.

Dogal fenotip ve rekombinant B. megaterium mikroorganizmalarindan PHA
fermentasyonu calismalarinda laboratuvar o6lcekli biyoreaktérde yari kesikli
besleme c¢alismalari gergeklestiriimis; G¢ farkli Ustel besleme hizinda
(u=0,05; u=0,075 ve p=0,1 sa) en yiksek hiicre derisimine ve PHA Urlin

verimine y=0,1 sa'! besleme hizinda ulasiimistir.

Rekombinant susun, dogal fenotipe gore yari kesikli sistemde 3 farkli Ustel
besleme hizinda incelendiginde, yaklasik %12,5 daha fazla hiicre derigsimine

(6,15 g L) ulastigi belirlenmistir.

Ustel yari kesikli besleme stratejisi ile kesikli sisteme gore 2,2 kat daha fazla
PHA Uretilmistir.

Rekombinant B. megaterium hiicrelerinde u=0,1 sa Ustel spesifik cogalma
hizinda en yilksek nihai hiicre derigimi (7,68 g L), hiicrelerin PHA igerigi
(%80), hacimsel PHA verimliligi (0,54 g L sa!), hicre ve urln verimi (0,74
g gtve 0,62 gg?l) elde edilmistir.

Rekombinant B. megaterium hticrelerinde dogal fenotip hticrelere gore daha
yuksek oksijen transfer parametre degerleri elde edilmistir. Bu durum
rekombinant hucrelerin 6zellikle biyopolimer sentezinde daha yuksek bir

metabolik aktiviteye sahip olmasiyla agiklanmigtir.
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e B. megaterium NRRL B-14308 susundan propionik asit, valerik asit, valerat
gibi oncul substratlar kullanmadan karbon kaynagi olarak sadece glikoz
kullanarak, *H-NMR ve GC-FID analizlerine gore, Bacillus suslari arasinda
rapor edilen en yiksek 3HV igerigine sahip (%58 mol 3HV) PHB-co-PHV

kopolimerleri elde edilmigtir.

e Literatirde B. megaterium mikroorganizmasi igin mevcut en son metabolik
model olan iJA1121 modeli temel alinarak, genomik Olgcekte metaboliksel

modelleme ¢aligsmalari gergeklestirilmigtir.

e iJA1121 modeli Uzerine, KEGG, MetaCyc, UniProt, BioCyc biyokimyasal veri
tabanlari kapsamli ve detayli bir sekilde taranmis ve B. megaterium
genomunda bulunan ancak modelde yer almayan 7 gen, 7 reaksiyon ve 6

metabolit manuel bir sekilde eklenmis ve diizenlenmistir (iBM1128).

e iBM1128 metabolik modelinde aki denge analizi algoritmasi kullanilarak yari
kesikli besleme sisteminde farkh Ustel glikoz besleme hizlarinin hicre

¢ogalmasi uzerine model simulasyonlari gerceklestiriimigstir.

Sonug¢ olarak, bu calisma kapsaminda, genetik modifikasyonlarla elde edilen
rekombinant B. megaterium mikroorganizmasi kullanilarak bakteriyel yolla
biyopolimer Uretimi ve biyopolimer Uretiminde etkili biyoproses tasarim
parametrelerinin incelenmesiyle B. megaterium NRRL B-14308 susundan PHA'nin
yuksek verimlilikte Uretimi ve B. megaterium susunun metaboliksel modellemesi
gercgeklestirilmistir. Literatirde ilk kez B. megaterium’'un genomunda PHA
sentezinden sorumlu phaC geni bir ekspresyon vektdrtine klonlanmistir. Boylece B.
megaterium mikroorganizmasinda PhaC enziminin Uretiminin arttirlmasiyla PHA
aretimi arttinlmistir. Ayrica, literatirde tanimlanmis ortamda oncul substratlar
kullanilmadan karbon kaynagi olarak sadece glikoz kullanarak Bacillus suglari

arasinda mol bazinda en yuksek 3HV igerigine sahip PHBV kopolimerleri Gretilmigtir.
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Yuksek 3HV icerigi, biyopolimerin esnekliginin, dayanikhliginin ve bunlara bagli

olarak uygulama alanlarinin artmasi agisindan son derece énemlidir.

B. megaterium scl-PHA yapisinda biyopolimerler Uretirken, Pseudomonas cinsi
mikroorganizmalar mcl-PHA yapisinda biyopolimerler Uretmektedir. Bundan sonraki
calismalarda, B. megaterium genomunda gerceklestirilecek genetik
modifikasyonlarla, endustriyel agidan oldukga 6nemli olan scl-mcl-PHA yapisinda
biyopolimerler elde edilebilir. Ayrica, B. megaterium suslari ig¢in olusturulmus
genomik Olcekte metabolik modeller, stress kosullarinda hicrenin PHA Uretim
metabolizmasini agiga ¢ikarmak ve PHA Uretim verimini daha da arttirmak igin

kullanilabilir.
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EK 1: phaC gen overekspresyonu gercgeklestiriimis pC-HIS1623hp plazmid haritasi
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EK 2: BSA standart kalibrasyon egrisi
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EK 3: phaC-GGS geninin ileri sekans primeri ile sekans analizi (L1)
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EK 4: phaC-GGS geninin geri sekans primeri ile sekans analizi (L1)
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EK 5: phaC geninin ileri sekans primeri ile sekans analizi (L2)
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EK 6: phaC geninin geri sekans primeri ile sekans analizi (L2)
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EK 7. iBM1128 modeli i¢in eklenen yeni reaksiyonlar ve metabolitler

No Reaksiyon Adi

Reaksiyon

1 (R)-3-hydroxybutyryl-CoA
dehydratase
2  3-oxoadipate CoA-transferase

GDP-L-fucose synthase
4 GDP-mannose 4,6-

dehydratase

5  Succinyl-CoA:acetate CoA-
transferase

6  (S)-malate:acceptor
oxidoreductase

7 D-galactonate hydro-lyase

RHYBC[c] <=> CRONYLCOA[c] +H20][c]

SUCCOA]c] + 30A[c] <=> SUCCIc] + 30ACOA[c]
C00325[c] + NADP[c] <=> C01222[c] + NADPH[c] +

Hle]

GDPMAN([c] <=> C01222[c] + H20l[e]

SUCCOA[c] + AC[e] <=> ACCOA[c] + SUCCIe]

MALI[c] + C15602[c] <=> OA[e] + C15603[c]

DGALAC[e] <=> C01216[c] + H20[c]

Metabolit Adi Kisaltmasi Kimyasal KEGG
Formuli Numarasi

3-Oxoadipate 30A[c] C6H605 C00846
GDP-L-fucose C00325[c] C16H25N5015P2 C00325
GDP-4-dehydro-6-deoxy-D-

mannose C01222[c] C16H23N5015P2 C01222
quinone C15602[c] C6H402 C15602
Hydroquinone C15603]c] C6H602 C15603
2-Dehydro-3-deoxy-D-galactonate C01216]c] C6H1006 C01216
3-Oxoadipate 30A[c] C6H605 C00846
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