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Fosil yakıt türevli plastikler, doğada parçalanmalarının uzun sürmesi, ayrıca 

içerdikleri kanserojen bileşenler nedeniyle, insan ve çevre üzerinde ciddi sağlık 

sorunları oluşturmaktadır. Fosil yakıt rezervlerinin tükenmeye başlamasıyla birlikte 

bu tür plastiklerin yerini alabilecek alternatif malzemelerden birisi de 

biyoparçalanabilirlik ve biyouyumluluk gibi avantajları nedeniyle 

polihidroksialkanoatlar (PHA)’dır. Polihidroksialkanoatlar (PHA), çeşitli 

mikroorganizmalarda, fosfor, azot ve oksijen gibi belirli bileşenler yönünden zayıf, 

fakat karbon açısından zengin bir besi yerinde, hücre içi enerji ve karbon rezervi 

olarak sentezlenen polyesterlerdir.  

 
Tez kapsamında, Bacillus megaterium mikroorganizması kullanılarak bakteriyel 

yolla biyopolimer üretimi ve biyopolimer üretiminde etkili biyoproses tasarım 

parametrelerinin incelenmesiyle, Bacillus megaterium NRRL B-14308 suşundan 

PHA’nın yüksek verimlilikte üretimi amaçlanmıştır. Ayrıca, B. megaterium’un 
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genomunda PHA sentezinden sorumlu phaC geni bir ekspresyon vektörüne 

klonlanarak, PHA-sentaz enziminin (PhaC) üretiminin arttırılması ve bu sayede PHA 

üretiminin arttırılması hedeflenmiştir. Elde edilen rekombinant suşlar ile laboratuvar 

ölçekli biyoreaktörde PHA üretiminin optimizasyonu, genomik ölçekte metabolik 

modellemesi, üretilen biyopolimerlerin saflaştırılması ve karakterizasyonu 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Çözücü ekstraksiyonu ile saflaştırılan PHA 

biyopolimerlerinin yapısal ve termal özellikleri Fourier Transform Infrared 

Spektroskopisi (FTIR), Nükleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR), Gaz 

Kromatografisi (GC-FID), Gaz Kromatografisi-Kütle Spektroskopisi (GC-MS), 

Termogravimetrik Analiz (TGA) ve Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) 

analizleri ile karakterize edilmiştir. Karakterizasyon çalışmaları sonucunda elde 

edilen PHA biyopolimerlerinin kopolimer (PHB-co-PHV) yapısında olduğu ve 3-

hidroksibütirat (3HB) ve 3-hidroksivalerat (3HV) monomer birimlerinden meydana 

geldiği belirlenmiştir. PHA üretim verimini arttırmak için kontrollü biyoreaktörde yarı 

kesikli besleme çalışmaları, önceden belirlenmiş 3 farklı üstel besleme hızında 

(µ=0,05; µ=0,075 ve µ=0,1 sa-1) gerçekleştirilmiştir. Buna göre, rekombinant B. 

megaterium hücrelerinden µ=0,1 sa-1 besleme hızında en yüksek hücre derişimine 

(7,7 g/L) ve PHA derişimine (6,15 g/L) ulaşılmış; üstel yarı kesikli besleme stratejisi 

ile kesikli sisteme göre 2,2 kat daha fazla PHA üretilmiştir. Ayrıca, B. megaterium 

için literatürde yer alan güncel iJA1121 modeline 7 gen, 6 metabolit ve 7 reaksiyon 

eklenerek genomik ölçekte yeni bir metabolik model (iBM1128) oluşturulmuş ve 

model akı denge analizi (FBA) yöntemi ile çözülmüştür. 

 

Sonuç olarak, bu tez çalışmasında, tanımlanmış ortamda ve herhangi bir öncül 

metabolit ilave etmeksizin, Bacillus suşlarında yüzde mol bazında en yüksek 3HV 

monomer içeriğine sahip (%58 3HV) PHB-co-PHV kopolimerleri üretilmiştir. Ayrıca 

bu çalışma, yüksek ürün verimine sahip (YP/X = 0,74 g g-1) B. megaterium NRRL B-

14308 suşunda daha da gelişmiş bir biyopolimer üretim sürecine giden yolu açmıştır. 

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

biyoproses, karakterizasyon, metabolik modelleme 
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ABSTRACT 

 

 

PRODUCTION, CHARACTERIZATION AND  
MATHEMATICAL MODELING OF POLYHYDROXYALKANOATES 

BY GENETICALLY MODIFIED BACTERIA 
 

 

MURAT AKDOĞAN 

 

 

Doctor of Philosophy, Department of Chemical Engineering 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Eda ÇELİK AKDUR 

February 2021, 154 pages 

 

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, 
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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, 1H-NMR, GC-FID, GC-MS, TGA and 

DSC analyses. The PHA characterization studies revealed that the PHA biopolymers 

were in PHB-co-PHV 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 (µ=0.05, µ=0.075 and 

µ=0.1 h-1) to achieve a higher PHA yields. Accordingly, rec-B. megaterium cells in 

fed-batch fermentation with a pre-determined growth rate µ=0.1 h−1 produced the 

highest CDW (7.7 g L−1) and PHA concentration (6.15 g L−1). 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 = 

0.74 g g−1. 

 

Keywords: Biopolymer, polyhydroxyalkanoate, recombinant B. megaterium, 

bioprocess, characterization, metabolic modeling 
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1. GİRİŞ 

 

Hayatımızın her anında var olan ana maddelerden biri olan plastikler, günümüzde 

çoğunlukla kömür ve petrol gibi fosil yakıtlardan elde edilmektedir. Fosil yakıtlardan 

elde edilen plastikler doğada uzun yıllar yok olmayarak çevre kirliliğine neden 

olmakta, ayrıca içerdikleri kanserojen maddeler nedeniyle de canlılar üzerinde ciddi 

sağlık sorunları oluşturmaktadır. Fosil yakıtların tükenmeye başlamasıyla birlikte, 

insanoğlunun fosil yakıtlara olan bağımlılığını azaltmak için geleneksel plastiklerle 

benzer fizikokimyasal özelliklere sahip, yenilenebilir polimerler üzerine araştırma 

çalışmaları son yıllarda artan bir ilgiye sahiptir. Biyoplastikler, yenilenebilir biyolojik 

kaynaklardan ve mikroorganizmalardan elde edilen biyobozunur polimerlerdir. 

Polihidroksialkanoatlar (PHA) oksijen, azot, fosfor, kükürt, demir ya da magnezyum 

gibi besin eksikliğinin bulunduğu sınırlı çoğalma koşullarında Cupriavidus necator, 

Ralstonia eutrophea, Pseudomonas, Bacillus megaterium ve rekombinant E. coli gibi 

birçok bakteride hücre içi karbon ve enerji kaynağı olarak sentezlenen, biyobozunur 

ve biyouyumlu polyesterlerdir.  

 
Bakteriyel PHA granülleri, fonksiyonelleştirilmiş kürecik yapısı nedeniyle 

biyoteknoloji ve biyomedikal uygulamalar için son yıllarda büyük bir potansiyel 

göstermektedir. PHA, hücre sitoplazmasında hücre içi yağ granülleri şeklinde yer 

almakta olup; birçok bakteride PHA biyosentezindeki anahtar enzim PHA sentaz 

(PhaC) enzimidir. PhaC enzimi; koenzim A salınımını sağlayarak R-3-hidroksiasil-

KoA tioster monomerlerinin polyester yapı içerisinde polimerizasyonunu 

sağlamaktadır.  

 
Günümüzde PHA üretim miktarını arttırma çalışmaları, temel olarak hücrelerin 

genetik yapılarında ve besi ortamında yapılan modifikasyonlar ile 

gerçekleştirilmektedir. Besi ortamındaki azot, oksijen ve temel elementlerin azlığı, 

bakterinin karbon ve enerji rezervi olarak PHA biriktirmesine neden olmaktadır.  

 
Doğal bir PHA üreticisi ve Gram-pozitif bir bakteri olan Bacillus megaterium, patojen 

özellik göstermeyip; Gram-negatif bakterilerin hücre dış membranında bulunan 
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lipopolisakkarit (LPS) ya da lipoglikan olarak adlandırılan endotoksinler 

bulundurmaz. Lipopolisakkaritlerin giderimi, PHA üretim maliyetini arttırmakta olup 

PHA polimer özelliklerinde de (polidispersite, molekül ağırlığında azalma, vb.) 

değişikliklere neden olmaktadır. Ayrıca, B. megaterium suşlarının alkalin proteaz 

enzimi içermemesi sebebiyle yabancı proteinlerin hücre dışına salınımı sonrası 

parçalanma oranı oldukça düşüktür. 

 
Bu tez kapsamında; ilk olarak doğal bir PHA üreticisi olan Bacillus megaterium NRRL 

B-14308 mikroorganizması kullanılarak bakteriyel yolla PHA üretimi incelenmiştir. 

Daha sonra, B. megaterium’un genomunda PHA sentezinden sorumlu phaC geni bir 

overekspresyon vektörüne klonlanmış, elde edilen rekombinant B. megaterium 

suşları ile PHA üretiminin arttırılması hedeflenmiştir. SDS-PAGE ve Western Blot 

analizleri ile rekombinant phaC protein ekspresyonu incelenmiştir. Ayrıca, bu şekilde 

rekombinant suşların elde edilmesi literatürde ilk kez gerçekleştirilmiştir. Doğal 

fenotip B. megaterium ve rekombinant B. megaterium suşları ile laboratuvar ölçekli 

biyoreaktörde hem kesikli hem yarı kesikli fermantasyon deneyleri gerçekleştirilerek 

PHA üretiminin optimizasyonu çalışmaları yapılmıştır. Orbital çalkalamalı 

biyoreaktörlerde üretilen PHA polimerlerinin çözücü ekstraksiyonu ile 

saflaştırılmasında liyofilizasyon, etanol/ısıl işlem, mikrodalga yardımı ile kurutma gibi 

dehidrasyon teknikleri ile toz haline getirme gibi ön işlemlerin ekstraksiyon işlemine 

etkisi incelenmiş ve bundan sonraki çalışmalar için en uygun PHA saflaştırma 

protokolü oluşturulmuştur. Doğal fenotip B. megaterium ve rekombinant B. 

megaterium suşları ile kesikli ve yarı kesikli biyoreaktörlerde üretilen PHA 

polimerlerinin yapısal ve termal karakterizasyonları Fourier Transform Infrared 

Spektroskopisi (FTIR), Nükleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (1H-NMR), Gaz 

Kromatografisi (GC-FID), Gaz Kromatografisi-Kütle Spektroskopisi (GC-MS), 

Termogravimetrik Analiz (TGA) ve Diferansiyel Taramalı Kalorimetre (DSC) 

analizleri ile incelenmiştir. Son olarak, B. megaterium için genom ölçekli akı denge 

analizi (FBA) yardımıyla biyokütle ve PHA üretiminin metaboliksel modelleme 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 
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2. TEMEL BİLGİLER 

 
2.1. Plastikler 
 

Plastikler, kalıplamaya uygun anlamına gelen Yunanca “plaktikos” teriminden 

türetilmiş olup geleneksel olarak fosil kaynaklardan elde edilen geniş bir özellik ve 

kullanım alanına sahip olan büyük bir polimer ailesidir [1]. Günümüzde plastik 

üretimi, dünya genelinde petrol tüketiminin yaklaşık %4-8’ini oluşturmaktadır ve 

bunun 2050 yılına kadar %20 seviyelerine ulaşması beklenmektedir [2]. Fosil 

kaynaklardan elde edilen plastikler; sertlik, dayanıklılık, hafiflik ve esneklik gibi 

özellikleri nedeniyle ev, ilaç ve ticari sektörde geniş uygulama alanları nedeniyle 

modern toplumda önemli bir ürün haline gelmiştir [3]. Dünya nüfusunun hızlı artışı 

ve modern hayat nedeniyle plastik malzemelere olan talep gittikçe artmakta, dünya 

çapında 2018 yılında yaklaşık 359 milyon ton olan plastik malzeme miktarının, 

sonraki 20 yıl içinde 2 kat artması beklenmektedir [2]. Ayrıca, plastik ve plastik türevli 

ürünlerin atıkları ciddi çevre sorunlarına neden olmaktadır. Örneğin, her yıl 

okyanuslara yaklaşık 10 milyon ton sentetik plastiğin sızdığı ve bu sızıntının okyanus 

sistemi üzerinde zararlı etki yarattığı tahmin edilmektedir [4]. Ayrıca, fosil yakıt türevli 

sentetik plastiklerin birçoğu yalnızca bir defa kullanılmakta ve ardından çöp 

sahalarına atılmaktadır. 

 
Plastikler, furanlar, poliflorlu bileşikler, bisfenol A (BPA), antimon trioksit gibi çevre 

ve insan sağlığı üzerinde zararlı etkilere sahip kanserojen bileşenlere sahiptir [5]. 

Sentetik plastiklerin doğada bozunmaları için geçen ömürlerinin yüksek olması ve 

açığa çıkan toksik yan ürünleri nedeniyle çevre ve insan sağlığı için ciddi sorun teşkil 

etmesi sebebiyle, günümüzde plastik atıkların azaltılmasına yönelik uygulanan 

mevcut stratejiler (yakma ve geri dönüşüm) ile hala belirgin hedeflere 

ulaşılamamıştır. Avrupa Birliği 7. Çevre Eylem Planı kapsamında, tüm üye ülkelerin 

geri dönüştürülebilir malzemelerin yakılmasını sonlandırması ve 2020 yılı sonuna 

kadar %50 geri dönüşüm oranına ulaşması gerektiğini belirtmiştir. Ancak, heterojen 

malzemeler, dolgu maddeleri ve renklendirici maddeler gibi katkı maddelerinin 

varlığı, sentetik plastiklerin geri dönüşümünü sınırlandırmaktadır [6]. 
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Fosil yakıtlardan elde edilen sentetik plastiklerin neden olduğu çevre kirliliği, toksik 

madde birikimi ve yenilenemeyen bir kaynak olan fosil yakıtlardaki fiyat 

dalgalanmaları nedeniyle oluşan ekonomik problemleri azaltabilmek için petrol 

kökenli plastiklerin yerini alabilecek biyolojik olarak parçalanabilen alternatif 

malzemelerin araştırma ve geliştirme çalışmaları son yıllarda büyük önem 

kazanmıştır.  

 
Günümüzde, polietilen tereftalat (PET), polietilen (PE), polipropilen (PP) ve polistiren 

(PS) gibi termoplastikler, dünyadaki plastik talebinin yaklaşık %60’ını 

oluşturmaktadır. Petrol türevli termoplastiklerin yerini alabilecek alternatif 

malzemelerden birisi de yenilenebilir kaynaklardan elde edilen biyoplastiklerdir.  

 

2.2.  Biyoplastikler 
 
Biyobazlı, biyobozunur veya hem biyobazlı hem biyobozunur plastikler olarak 

tanımlanan biyoplastikler, petrol türevli plastiklerle benzer özelliklere sahiptir ve 

biyolojik kökenli üretim teknolojileri sayesinde CO2 emisyonlarını azaltmaya katkıda 

bulunmaktadırlar [7]. Biyoplastikler, genel olarak biyobozunabilirliklerine, monomer 

yapılarına ve hammadde kaynaklarına göre 3 temel grupta sınıflandırılmaktadır: 

 

i) Bozunur fosil yakıt-bazlı plastikler 

ii) Bozunur biyo-bazlı biyopolimerler 

iii) Bozunur olmayan biyo-bazlı biyopolimerler (Şekil 2.1 ve Çizelge 2.1)  

 

Günümüzde, biyoplastik üretimi toplam plastik üretiminin sadece %1’ni 

oluşturmaktadır. 2018 yılında 3,02 milyar dolar olan küresel biyoplastik pazarının 

2025 yılına kadar 6,73 milyar dolar değerine ulaşacağı tahmin edilmektedir. Bu 

dramatik artışın ana nedenlerinden biri de Hindistan, Brezilya ve Çin gibi gelişmekte 

olan ülkelerde biyobozunur polimerlere olan talebin artmasıdır [8]. 
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Şekil 2.1. Biyoplastiklerin temel sınıflandırılması [2]. 

 

Çizelge 2.1. Plastik türleri 

 Biyo-bazlı Plastikler Petrol-bazlı Plastikler 

 Polihidroksialkanoat 

(PHA) 

Polikaprolakton (PCL) 

 Polilaktik asit (PLA) Polibütilen sükkinat (PBS) 

Biyobozunur Plastikler Selüloz Polibütilen adipat (PBA) 

 Nişasta  

 Biyo-Polibütilen sükkinat 

(Bio-PBS) 

 

Biyobozunur olmayan  

plastikler 

Biyo-Polietilen tereftalat 

(Bio-PET) 

Polietilen tereftalat (PET) 

 

 Biyo-Polietilen (Bio-PE) Polietilen (PE) 

  Polisitren (PS) 

 Biyo poliamid(PA) Polipropilen (PP) 

 Polyol-poliüretan (P) Polivinil klorür (PVC) 
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Polihidroksialkanoat (PHA) ve polilaktik asit (PLA), biyo-bazlı biyobozunur plastik 

pazarının büyümesini sağlayan en önemli ana malzemelerdir. PHA ve PLA, 2019 

yılındaki 2,11 milyon tonluk biyoplastik üretiminde sırasıyla %1,2 ve %13,9 pazar 

payına sahip olmalarına rağmen, toplam küresel PHA üretiminde 2024 yılına kadar 

6,3 kat civarında bir artış beklenmektedir [9]. 2019 yılında 2,11 milyon ton olan 

toplam biyoplastik üretiminin de 2024 yılında 2,43 milyon ton değerine ulaşması 

beklenmektedir (Şekil 2.2). Ayrıca, küresel biyoplastik üretimindeki artış, potansiyel 

uygulama alanlarındaki artışla beraber firmalar ve tüketiciler tarafından sürdürülebilir 

ürünlere yönelik talebin sürekli artmasından kaynaklanmaktadır. Bunun nedeni de, 

çevre konusundaki artan farkındalık, gelişmiş özelliklere ve yeni işlevlere sahip yeni 

malzemelerdeki biyoplastik endüstrisinin gelişmesi ve fosil kaynaklara olan 

bağımlılığı azaltma ihtiyacından kaynaklanmaktadır. 

 

 

Şekil 2.2.  2018-2024 yılları arasında küresel biyoplastik üretim miktarı [9]. 

 

Fosil yakıt türevli geleneksel plastiklerin yerini alabilecek alternatif maddelerden 

birisi de mikrobiyal metabolik aktivitelerle elde edilen yeni nesil biyo-bazlı bir polimer 

olan polihidroksialkanoatlardır (PHA). PHA, beşikten beşiğe yani biyo-bazlı-



7 
 

biyobozunur yaşam döngüsünü (Şekil 2.3) sağlayan, tamamen biyolojik olarak 

parçalanabilen ve katkı maddesi içermeden  %100 yenilenebilir kaynaklardan elde 

edilen bir biyopolimer olup, tamamen biyo bazlı ve biyobozunur tek plastik olarak 

kabul edilmektedir. 

 

 

Şekil 2.3. PHA beşikten beşiğe yaşam döngüsü [9]. 

 

 

2.3. Polihidroksialkanoatlar (PHA) 

 

Polihidroksialkanoatlar, genellikle aşırı karbon kaynağı varlığında, azot, oksijen ve 

fosfor gibi hücre çoğalması için sınırlayıcı beslenme koşullarında, çeşitli 

mikroorganizmalar tarafından sentezlenen, enerji ve karbon temini için hücre içi 

rezervuar görevi gören doğrusal polyesterlerdir [10, 11]. Ayrıca, PHA’lar açlık, pH ve 

sıcaklık dalgalanmaları, ozmotik basınç, çözünmüş oksijen derişimi gibi olumsuz 

koşullar ile oksidatif veya indirgeyici ajanlar ve organik çözücülerin olduğu 
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durumlarda bakterilerin hayatta kalmasını sağlayan bir mekanizmadır [12]. 

Ortamdaki beslenme koşullarının sınırlandırılması, çoğalma ortamında bulunan 

besinlerin mikroorganizmanın çoğalmasını destekleyebilmesi, ancak ortamdaki 

yüksek karbon yüzdesine kıyasla çok düşük derişimlerde olması gerektiği anlamına 

gelmektedir. PHA üretimi için gerekli bu besi ortamı koşulları; hücre çoğalması 

oranında bir azalmaya neden olmakta ve hücresel metabolizmayı PHA 

biyosentezine yönlendirmektedir [13]. Polihidroksialkanoatlar, genel olarak 3-

hidroksialkanoik asit monomerlerinden oluşmaktadır (Şekil 2.4). Polimerize edici 

enzim olan PHA sentaz enziminin stereo-spesifikliğinden dolayı, PHA monomerik 

birimlerinin R-konfigurasyonunda bulunduğu ß-hidroksialkanoatların doğrusal 

polyesterleridir. 

 

Şekil 2.4. PHA’ların genel kimyasal yapısı. R: alkil grup, n: karbon zincir uzunluğu, 

m:monomer sayısı. 

 

 
Bir PHA monomer ünitesi; halojenlenmiş, epoksilenmiş ve dallanmış monomerler, 

alifatik ya da aromatik yan gruplar içeren doymuş, doymamış, düz veya dallanmış 

olabilen alkil yan zincir R ile tanımlanmaktadır. R grubuna ve polimerin üretildiği 

mikroorganizmalara bağlı olan m ifadesi ise genellikle 100 ile 30000 arasında 

değişmektedir [14].  

 
PHA’lar, monomerlerindeki karbon atomlarının sayısına bağlı olarak; Ralstonia 

eutropha ve Bacillus megaterium gibi pek çok bakteri tarafından üretilen, monomer 
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başına 3-5 karbon atomu içeren kısa zincirli PHA’lar (scl-PHA), Pseudomonas 

oleovorans ve diğer pseudomonadlar tarafından üretilen, monomer başına 6-14 

karbon atomu içeren orta zincirli PHA’lar (mcl-PHA) olmak üzere 2 gruba ayrılırlar 

[15]. Örneğin, poli(3-hidroksibütirat) (PHB), poli(3-hidroksivalerat) (PHV) ve 

kopolimer yapısındaki poli(3-hidroksibütirat-ko-3-hidroksivalerat) (PHBV) en bilinen 

kısa zincir uzunluklu PHA’lar olup, poli (3-hidroksihekzanoat) (PHHx), poli (3-

hidroksioktanoat) (PHO) ve kopolimer yapısındaki poli (3-hidroksihekzanoat-ko-3-

hidroksioktanoat) (PHHx-HO) en tipik orta zincir uzunluklu PHA’lardır [16]. Çeşitli 

PHA kopolimerlerinin genel kimyasal yapısı Şekil 2.5’de gösterilmiştir. Günümüzde, 

150’den fazla PHA türünün olduğu belirlenmiştir ve bu da PHA’ların en büyük doğal 

polyester ailesi olduğunu göstermektedir [17]. PHA üreten mikroorganizmaların çoğu 

kısa zincir uzunluklu PHA (scl-PHA) veya orta zincir uzunluklu PHA (mcl-PHA) 

sentezlemektedir. Sadece birkaç mikroorganizmanın scl-mcl PHA yapısında 

kopolimerler oluşturabildiği belirlenmiştir [18, 19].  

 

Şekil 2.5. Çeşitli PHA kopolimerlerinin genel kimyasal yapısı [20]. 

 
PHA’ların kısa ve orta zincir uzunluklu PHA’lar olarak sınıflandırılıyor olması, 

monomer büyüklükleri ve bu monomerleri tanıyan PHA polimeraz enzimlerinin 
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substrat spesifitesi ile ilişkilidir. Bu durum, mikroorganizmaya ve substrat 

kombinasyonlarındaki değişikliklere bağlı olarak çeşitli tiplerde polimerler 

üretilebileceğini göstermektedir [21]. 

 

2.3.1.  Polihidroksialkanoatların genel fiziksel, kimyasal ve termal özellikleri 
 

Polihidroksialkanoatlar, fiziksel ve termal özellikleri polietilen (PE), polipropilen (PP) 

ve polistiren (PS) gibi sentetik termoplastiklere benzeyen tamamen doğal 

biyopolyesterlerdir ve sahip olduğu biyobozunurluk, biyouyumluluk ve termoplastiklik 

gibi değerli özellikler sayesinde fosil yakıt türevli sentetik termoplastiklerin yerini 

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

 
PHA polimerlerinin fiziksel, kimyasal ve termal özellikleri esas olarak monomerik 

bileşenlerin yapılarına ve molekül ağırlıklarına bağlıdır. Bir PHA zincirinde, bir 3-

hidroksi yağ asidi monomerinin karboksil grubu ile bir sonraki monomerin hidroksil 

grubu ester bağı yapar ve üretici mikroorganizmaya bağlı olarak 50 kDa ile 1000 kDa 

arasında değişen molekül ağırlığına sahip polimerler oluşmaktadır [24, 25]. PHA 

molekülleri hücre sitoplazmasında 0,2-0,5 µm çapında, amorf yapıda, kapalı 

inklüzyonlar halinde birikmekte [26], yüksek kırılma indisi nedeniyle elektron 

mikroskobu altında gözlemlenebilmektedir (Şekil 2.6) [27]. 

 

 

Şekil 2.6. PHA granüllerinin hücre içerisindeki lokalizasyonu [28]. 
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Fosil yakıt türevli sentetik plastiklerin yerini alabilecek alternatif malzemeler arasında 

PHA’lar oldukça geniş bir erime sıcaklığı (Tm), camsı geçiş sıcaklığı (Tg) ve termal 

bozunma sıcaklığı (Td) ile esnek bir Young modülü, kopma uzaması ve gerilme 

mukavemeti gibi mekanik özelliklere sahiptir [29]. 

 
PHA’ların bilinen ilk örneği polihidroksibütirat (PHB) olup, bir gram-pozitif bakteri türü 

olan Bacillus megaterium’da Fransız mikrobiyolog Lemoigne tarafından 1920'li 

yıllarda keşfedilmiş, o günden günümüze kadar farklı karbon atomu sayısına ve farklı 

tipte yan gruba sahip birçok PHA türü bulunmuştur [30]. Scl-PHA biyopolimerleri 

arasında, PHB doğrusal polimer zincir yapısına sahip, en bilinen biyobozunur, 

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

 
 

 

Şekil 2.7. PHB’nin genel kimyasal yapısı  

 

 
Fiziksel özelliklerine bakıldığında, kısa zincir uzunluklu (scl) PHA biyopolimerlerinin 

sert, kırılgan ve yüksek kristallenme derecesine sahip olduğu görülürken, orta zincir 

uzunluklu (mcl) PHA biyopolimerleri ise daha esnek ve daha düşük kristallenme 

derecesine, gerilme kuvvetine ve erime noktasına sahiptir [32]. Bu nedenle, scl-PHA 

biyopolimerleri termoplastik özellik göstermekte olup, polipropilen (PP) veya 

polietilen (PE) gibi geleneksel plastiklere benzer fiziksel özelliklere sahiptir. mcl-PHA 

biyopolimerleri ise amorf yapıda olup, elastomerik özellik göstermektedir [33]. 

 
PHB aynı zamanda optik olarak aktif bir malzeme olup suda çözünmemekte, UV 

ışınına karşı yüksek direnç göstermekte, iyi bir oksijen geçirgenliğine sahip olmakta, 
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fakat asit-baz uygulamalarına karşı zayıf bir direnç göstermektedir [34, 35]. PHB 

biyopolimerleri erime sıcaklığı (Tm) 177°C, camsı geçiş sıcaklığı 4°C olan, zayıf 

elastisite ve oldukça yüksek bir kristal yapıya sahip malzemelerdir [36]. Bu 

özelliklerle birlikte PHB yüksek kırılganlığı ve yüksek erime noktası nedeniyle sınırlı 

uygulama alanlarına sahiptir [31, 37]. Özetle, PHB’nin geleneksel sentetik 

termoplastiklerin yerini alabilmesi için erime sıcaklığının düşürülmesi, gerinim 

mukavemetinin arttırılması ve kristalinitesinin azaltılması gerekmektedir [38].  

 
Bu kapsamda, PHB’nin fiziksel özellikleri diğer hidroksi asit monomerleri ile 

birleştirilip elde edilen P(HB-ko-HA) kopolimerleri ile geliştirilebilir. PHBV 

kopolimerleri  (Şekil 2.8) scl-PHA polimerleri arasında ikinci en bilinen PHA türü olup 

PHBV kopolimerlerinin kristalinitesi, yapıdaki farklı yan zincir gruplarının varlığı 

nedeniyle artan yapısal karmaşıklıkla birlikte azalmaktadır [39]. PHBV 

kopolimerlerinin fiziksel özellikleri, içeriğindeki 3HV molar oranına bağlı olarak 

değişmektedir. PHBV kopolimer yapısındaki 3HV içeriği arttıkça, çarpma 

dayanıklılığı artmakta, daha esnek olmakta, böylece Young modülü değeri 

azalmakta ve kopma uzamasındaki artışla birlikte gerilme dayanıklılığı artış 

göstermektedir [40]. PHB, PHBV ve çeşitli sentetik polimerlerin fiziksel ve termal 

özellikleri Çizelge 2.2’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 2.8. PHBV’nin genel kimyasal yapısı  
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Çizelge 2.2. PHB, PHBV ve çeşitli sentetik polimerlerin fiziksel ve termal özellikleri 

[41-44] 

 Kristalinite 

(%) 

Young  

Modülü 

(GPa) 

Gerilme 

direnci 

(MPa) 

Kopma 

uzaması 

(%) 

Tm  

(°C) 

Tg  

(°C) 

PHB 80 3,5-4 40-50 3-10 175-180 4 

PHBV (% 3-HV yüzdesine göre)     

%3 - 2,9 38 - 170 - 

%9 58 1,9 37 - 162 - 

%14 55 1,5 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. Polihidroksialkanoatların biyosentezi 
 
Polihidroksialkanoatlar, birçok mikroorganizma tarafından besi ortamında fazla 

miktarda karbon kaynağının varlığında ve aynı zamanda mikroorganizma çoğalması 

için gerekli azot, oksijen ve temel elementler (N, S, P, Mg, K ve Fe, vb) gibi 

bileşenlerin sınırlandırıcı olarak bulunduğu çoğalma koşullarında meydana gelen 

metabolik stresin sonucu olarak hücre içi lipid granülleri şeklinde sentezlenen 

mikrobiyal polyesterlerdir. PHA biyosentezi, glikoliz, TCA Döngüsü, ß-oksidasyon, 

de novo yağ asitleri sentezi, amino asit katabolizması, Calvin Döngüsü ve serin 

metabolik yolu da dâhil olmak üzere merkezi karbon metabolik yolaklarıyla bağlantılı 

karmaşık bir süreçtir [45-50]. PHA biyosentezinde kullanılan metabolik yolak 

mikroorganizmaya ve besi ortamında kullanılan karbon kaynağına bağlı olarak 

değişmektedir [51]. PHA biyosentezi ile merkezi karbon metabolik yolakları 

arasındaki en önemli ortak ara madde asetil-koenzimA (-KoA) olup, 3-

hidroksialkanoil-KoA monomerlerinin biyosentezindeki temel bileşendir. Bacillus 
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megaterium, Cupriviadus necator, Pseudomonas aeruginosa gibi bazı PHA üretici 

mikroorganizmalarda asetil-KoA’dan PHA’ya olan metabolik akı büyük ölçüde besi 

ortamı koşullarına bağlı olmaktadır [52]. Sınırlayıcı bir besi ortamı olmadığında, yani 

zengin besi ortamı koşullarında, TCA döngüsünden elde edilen yüksek miktarda 

koenzim A üretimi, 3-ketotiolazı inhibe ederek asetil-KoA’yı enerji üretimi ve hücre 

çoğalması için TCA döngüsüne yönlendirmektedir. Ancak, dengesiz besin 

koşullarında, yani aşırı karbon substratı varlığında azot ve fosfor gibi temel bir besin 

maddesi sınırlandırıldığında, koenzim A, asetil-KoA’yı hücre içerisinde enerji ve 

karbon rezervi olarak PHA birikimi için PHA metabolik yolaklarına yönlendirmektedir 

[53]. Bu metabolik regülasyon stratejisi, PHA üreten mikroorganizmaların çevresel 

koşullara adaptasyonunda besin kaynaklarını en etkin şekilde kullanmasına imkan 

tanımaktadır [54]. 

 
PHA biyopolimerleri birçok mikroorganizmada 3 basamaklı bir reaksiyon ile 

sentezlenmektedir. Başlangıçta, karbon kaynağı difüzyon veya spesifik taşıyıcılar ile 

hücre içerisine alınmakta, asetil-KoA veya propionil-KoA gibi PHA öncül 

maddelerine metabolize edilmekte ve daha sonra sırasıyla R-3-hidroksibütiril-KoA 

veya R-3-hidroksivaleril-KoA’ya dönüştürülmektedir. Son olarak, bu moleküller PHA 

sentaz enzimi ile PHA polimerlerini meydana getirmektedir [52]. 

 
Bugüne kadar, scl-PHA ve mcl-PHA biyosentezi için toplam 14 farklı metabolik yolak 

tanımlanmıştır  (Şekil 2.9) [55]. Yolak I’de, PHA sentezi için karbon kaynağı olarak 

şekerler kullanılmaktadır. Yolak I, piruvat oluşturmak için şekerlerin glikoliz 

reaksiyonu ile başlamaktadır. Oluşan piruvat, piruvat dehidrojenaz (PDH) 

oksidasyon yolu ile asetil-KoA’ya dönüştürülmektedir. Daha sonra iki asetil-KoA 

molekülü, ß-ketotiolaz enzimi (PhaA) varlığında asetoasetil-KoA meydana 

gelmektedir. Asetoasetil-KoA molekülleri asetoasetil-KoA redüktaz enzimi (PhaB) ile 

indirgenerek R-3-hidroksibütiril-KoA oluşturmaktadır. Son aşamada, PHA sentaz 

enzimi (PhaC) ile R-3-hidroksibütiril-KoA’nın PHA’ya polimerizasyonunu 

içermektedir.  

 



15 
 

Karbon kaynağı olarak şekerlerin yanında, asetat, propionat, bütirat ve valerat gibi 

genellikle uçucu yağ asitleri olarak bilinen kısa zincirli yağ asitlerinden de PHA 

sentezlenebilir (Yolak II) [56-60]. Yolak II genellikle scl-PHA’ların biyosentezi için 

kullanılmaktadır. Asetat ve propionat gibi basit uçucu yağ asit molekülleri, doğrudan 

asetil-KoA ve propionil-KoA oluşturmak için aktive edilirken, diğer uçucu yağ asitleri, 

asetil-KoA ve propionil-KoA oluşturmak için ß-oksidasyon reaksiyonuna girmektedir. 

Propionil-KoA, asetil-KoA ile yoğunlaştığında 5 karbonlu hidroksivalerat (HV) elde 

edilmektedir. Hidroksivalerat-KoA, PHA (PHBV ya da P(3HB-ko-3HV)) sentezinde 

veya enerji ihtiyacı ve hücre çoğalması için asetil-KoA ve propionil-KoA üretmek için 

kısmen parçalanır [61]. Yolak III, asetil-KoA’yı malonil-KoA-ACP transasilaz (FabD) 

enzimi ile malonil-KoA’ya ve daha sonra 3-hidroksiasil-ACP-KoA transferaz (PhaG) 

varlığında 3-hidroksiasil-KoA ve PHA oluşturabilen 3-hidroksiasil-ACP’ye 

dönüştürmektedir [62]. Yolak IV, bütirik asidi kullanarak ß-oksidasyon yoluna 

uğramadan NADH-bağımlı asetoasetil-KoA redüktaz enzimi kullanarak 3-

hidroksibütiril-KoA’yı oksitlemektedir [63]. Yolak 5-Yolak 14, geleneksel olmayan 

PHA sentezinde görevli tasarlanmış metabolik yolaklardır. Sentezlenen PHA, 

sadece monomer tedarik yolaklarının yanında PHA sentaz enzimlerinin özgüllüğüne 

de bağlıdır [55]. 

 
PHA biyosentez kinetiği oldukça hızlı gerçekleşmekte olup, biyolojik sistemlerdeki 

yüksek çeşitlilik sayesinde birçok mikroorganizma tarafından çok çeşitli PHA polimer 

zincirleri sentezlenebilmektedir. Bu yüzden, sentezlenen son ürün, rastgele dizilimli 

kopolimerlerin ve/veya homopolimerlerin ve blok kopolimerlerin karmaşık bir 

karışımı şeklinde olabilmektedir (Çizelge 2.3) [55, 64]. 

 
PHA granülleri, PHA sentaz (PhaC), fazinler (örn., PhaP ve PhaF), regülatör 

proteinler ve PHA depolimerazlar ile çevrili amorf bir hidrofobik PHA çekirdeğinden 

oluşmakta olup yaklaşık olarak %98 PHA, %2 protein ve tek katmanlı fosfolipid 

tabakası içermektedir (Çizelge 2.4) (Şekil 2.10) [65, 66]. PHA sentaz enzimleri 

(PhaC), granül oluşumu için anahtar enzimler olup hidroksi asil-KoA’nın asil 

grubunun yüksek molekül ağırlıklı PHA’ya polimerizasyonunu katalizleyen enzimdir. 

PhaC enzimleri alt ünite kompozisyonu ve substrat seçiciliğine bağlı olarak dört 
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sınıfa ayrılmaktadır (Çizelge 2.5). Sınıf I ve Sınıf II PHA sentaz enzimleri tek bir alt 

birimden oluşurken, Sınıf II PHA sentaz enzimleri, PHA depolimerazı kodlayan phaZ 

enzimi ile ayrılmış iki farklı phaC geninden (phaC1 ve phaC2) meydana gelmektedir. 

Sınıf III PHA sentaz enzimleri katalitik alt birim PhaC (40-53 kDa) ve PhaEC 

kompleks yapısını oluşturan ikinci alt birim PhaE’den (~20-40 kDa) oluşmaktadır. 

Sınıf IV PHA sentaz enzimleri phaC (~40 kDa) ve phaRC kompleksini oluşturan 

PhaR (~20 kDa) alt birimlerinden meydana gelmektedir. Sınıf I, III ve IV PHA sentaz 

enzimleri tercihen kısa zincir uzunluklu KoA tiyoesterleri kullanırken, Sınıf II PHA 

sentaz enzimleri orta zincir uzunluklu KoA tiyoesterlerin polimerizasyonunu katalize 

etmektedir [67]. 

 

 

Şekil 2.9. PHA biyosentezinde yer alan metabolik yolaklar [55] 
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Çizelge 2.3. PHA homopolimerleri ve farklı yapıda PHA kopolimerleri [55] 

Polimer Yapısı PHA türü 

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, P3HHx-b-

P(3HD3HDD) 

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

PHA-g-AA-CS, PHA-g-selüloz, PEG-g-PHA, 

PEGMA-g-PHO, PLA-g-PHA, PHBV-g-PA 

 

Çizelge 2.4. PHA biyosentezinde görev alan enzimler [54, 68] 

Enzim  İşlevi 

PhaA Asetil-KoA asetil transferaz (ß-ketotiolaz) 

PhaB Asetoasetil-KoA redüktaz 

PhaC PHA sentaz 

PhaE PHA sentaz (Sınıf III PHA sentaz alt birimi) 

PhaR PHA sentaz (Sınıf IV PHA sentaz alt birimi) 

PhaZ PHA depolimeraz 

PhaY PHA oligomer hidrolaz 

PhaP Fazin, PHA granüllerinin boyutunu ve sayısını kontrol etmek, 

phaC gen transkripsiyonunu düzenlemek ve PHA sentezini teşvik 

etmek 

PhaF Fazin, hücre bölünmesi sırasında hücre içi yerleşim ve PHA 

granüllerinin segragasyonunda rol almak ve phaC gen 

transkripsiyonunu düzenlemek 
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PhaI Fazin, PhaF ile etkileşime girerek PHA biyosentezini etkilemek 

PhaJ (R)-Enoil-KoA hidrataz 

PhaG 3-Hidroksiasil-ACP:KoA transasilaz 

GA14 Fazin, PHA granüllerinin boyutunu ve sayısını kontrol etmek 

ApdA Fazin, PHA granüllerinin boyutunu ve sayısını kontrol etmek ve 

PHB depolimerazı aktive etmek 

Mms16 Fazin, PHA granüllerinin boyutunu ve sayısını kontrol etmek 

PhaM Hücre bölünmesi sırasında hücre içi yerleşim ve PHA 

granüllerinin segragasyonunda rol almak ve PHA sentazı aktive 

etmek 

PhaR PHB biyosentezini düzenlemek, Fazin transkripsiyonel regülatörü 

PhaQ Fazin transkripsiyonel regülatörü 

ACC Asetil-KoA karboksilaz 

FabD Malonil-KoA:ACP transaksilaz 

FabH 3-ketoasil taşıyıcı protein sentaz 

FabG NADPH-bağımlı 3-Ketoasil redüktaz 

FadA 3-Ketoasil-KoA tiolaz 

 

 

Şekil 2.10. PHA granül yapısının şematik gösterimi [69]. 
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Çizelge 2.5. PHA polimeraz enzimleri 

Sınıf Alt ünite Tür Substrat seçiciliği 

I phaC Cupriviadus necator scl-PHA 

  Aeromonas caviae scl-mcl-PHA 

II phaC Pseudomonas 

aeruginosa 

mcl-PHA 

  Pseudomonas sp scl-mcl-PHA 

III phaC/phaE Allochromatium 

vinosum 

scl-PHA 

IV phaC/phaR Bacillus 

megaterium 

scl-PHA 

 

Bu tez çalışmasında, doğal bir PHA üreticisi olan B. megaterium suşu 

kullanılmaktadır. B. megaterium Sınıf IV kategorisinde yer alan PHA sentaz 

enzimlerine sahiptir. B. megaterium’da PHA üretimi, ters yönde sıralanmış phaRBC 

operonuna sahiptir. Burada PHA üretiminde phaR enzimi, phaC’nin bir aktivatörü 

olarak görev yapmaktadır (Şekil 2.11) [70]. 

 

  

Şekil 2.11. B. megaterium PHA sentez operonu 

 

2.5.  PHA üreten organizmalar 
 

PHA, bitkiler, mayalar, algler ve hayvan hücreleri gibi genetik olarak tasarlanmış 

organizmalar ile 300’den fazla Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteri tarafından, 

hücre içi sitoplazmik inklüzyonlar şeklinde 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 birkaç tür, pilot ölçekli üretim için yeterli miktarda 

PHA üretebilmektedir [71, 72]. 

 
PHA üreten bakteriler, besin sınırlaması gerekliliğine göre iki grupta 

sınıflandırılmaktadır. B. megaterium, C. necator, P. oleovorans ve P. extorquens gibi 

bakteriler doğal olarak PHA sentezleyebilmektedir. A. latus, A. vinelandii ve 

rekombinant E. coli gibi bakteriler ise hücre çoğalması aşamasında PHA 

biriktirebildikleri için sınırlayıcı besin ortamına ihtiyaç duymamaktadır [73]. 

 
PHA üreten bakterilerin büyük bir kısmını oluşturan Azohydromonas, Burkholderia 

ve Cupriviadus gibi Gram-negatif bakteriler genellikle scl-PHA sentezlemektedir.  

Literatürde Gram-negatif bakterilerin glikoz, früktoz ve sükroz gibi çeşitli şekerlerden, 

n-alkanoik asitlerden ve bitkisel yağlardan, kuru hücre ağırlığı (CDW) cinsinden 

yaklaşık %50-88 oranında scl-PHA ürettikleri belirtilmiştir [74-77].  

 
Pseudomonas cinsi Gram-negatif bakteriler ise mcl-PHA sentezlemektedir. 

Pseudomonas suşlarının farklı karbon kaynakları ile fermentasyonu sonucunda 

150’den fazla mcl-PHA monomerinin üretildiği belirlenmiş olup Pseudomonas 

suşları, hem alkanlar, alkenler ve aldehitler gibi yapısal olarak bağımlı karbon 

kaynaklarından hem de glikoz ve sükroz gibi bağımsız karbon kaynaklarından mcl-

PHA sentezleyebilmektedir [78]. P. putida mt-2 (NCIMB 10432) ve P. putida KT2440 

(ATCC 47054) mikroorganizmaları oktanoik ve nonanoik asitlerden kuru hücre 

ağırlığı cinsinden %75-80 oranında mcl-PHA üretmektedir [79, 80]. Pseudomonas 

cinsi bakteriler, orta zincir uzunluklu PHA’ların yanı sıra, kopolimer yapıda scl-mcl-

PHA üretmektedir [81, 82].  

 
Gram-negatif bakterilerle ticari PHA üretimindeki ana endişe, PHA ekstraksiyonu 

sırasında ham PHA ile birlikte saflaştırılabilen bakterinin dış hücre zarındaki LPS 

endotoksinleridir.  Bu endotoksinler, PHA biyopolimerlerinin biyomedikal 

uygulamalarına engel teşkil etmektedir. LPS endotoksinlerinin uzaklaştırılması için 

kullanılan yöntemler (ozon, hidrojen peroksit, benzil peroksit gibi oksitleyiciler ile 
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muamele) PHA üretim maliyetini arttırmakta ve PHA’nın polimer özelliklerinde 

değişikliklere neden olmaktadır [54]. 

 
Bacillus, Caryophanon, Clostridium, Corynrbacterium, Micrococus, Rhodococcus, 

Streptomyces gibi Gram-pozitif bakterilerin doğal PHA üreticisi olduğu bilinmektedir 

[83]. Gram-negatif bakterilerle kıyaslandığında, Gram-pozitif bakteriler daha düşük 

bir PHA içeriğine sahip scl-PHA üretmektedir [84].  

 
Son yıllarda, PHA’lar Haloferax, Haloarcula, Halobacterium, Natrococus, 

Natromonas ve Natronorubrum gibi alglerde de üretilebilmektedir. Yüksek tuz 

derişimlerinde (6 M NaCl’ye kadar) bile normal enzim aktivitesini gösterebilen bu 

halofilik alglerin, PHA üretimindeki en meşhur üyesi Haloferax mediterranei’dir. H. 

mediterranei, yaklaşık 2-5 M NaCl içeren çoğalma ortamlarında kuru hücre ağırlığı 

bakımından yaklaşık %80 PHA ürettiği belirlenmiştir. H. mediterranei çoğalma ve 

PHA fermentasyonu için hipersalin ortamlara ihtiyaç duymaktadır. Hipersalin 

ortamlarda kontamine edici mikroorganizmalar yaşayamadığından, PHA üretiminde 

sterilizasyon ekipmanları ve ona bağlı sterilizasyon masrafları bulunmamaktadır 

[85]. 

 
Mikrobiyal metabolik mühendisliği ve moleküler klonlama teknolojileri kullanılarak 

elde edilen rekombinant mikroorganizmalar son yıllarda endüstriyel ölçekte PHA 

üretiminde de kullanılmaktadır. Rekombinant mikroorganizmalar iyi-tanımlanmış 

mikroorganizmalar olup optimizasyon için daha da geliştirilebilmektedir. Ayrıca, 

rekombinant mikroorganizmaların fermantasyonu, biyoreaktörlerde daha hızlı hücre 

çoğalması ve daha hızlı biyoreaktör geri dönüş süresine olanak tanımaktadır [86]. 

PHA üretimi için rekombinant mikroorganizma oluşturulmasında çeşitli yaklaşımlar 

kullanılmaktadır. Bunlar, PHA üreticisi mikroorganizmalara ucuz substratları 

metabolize etmesini sağlayacak genlerin aktarılması, doğal PHA üreticisi 

mikroorganizmalarda bulunan depolimeraz mekanizmasının uzaklaştırılması, PHA 

sentaz genlerinin PHA üretemeyen ve ucuz substratları kullanabilen 

mikroorganizmalara aktarılması ve PHA sentaz genlerinin yine aynı doğal üretici 

suşa aktarılarak genlerin overekspresyonunun sağlanması gibi tekniklerdir [87-89]. 
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E. coli genetik mühendisliği çalışmalarında en sık kullanılan mikroorganizmadır ve 

son yıllarda PHA üretiminde de sıklıkla kullanılmaktadır. E. coli yüksek hücre 

yoğunluklu fermentasyonlara ulaşmak, istenilen PHA bileşimine sahip polimerleri 

üretmek ya da PHA’yı dış ortama salgılamak için doğal PHA üreten 

mikroorganizmaların metabolize edemediği çeşitli atıkları karbon kaynağı olarak 

kullanabilmektedir [90-96]. Ancak, E. coli gibi rekombinant bakteriler genetik 

kararsızlık gösterebilmekte ve aktarılan PHA genlerinin tutarsız gen ekspresyonu 

veya kaybı sıklıkla gözlenebilmektedir [46]. 

 

2.6. Doğal PHA üreticisi olarak Bacillus 
 

Bacillus cinsine ait bakteriler Gram-pozitif bakteriler olup, çubuk şekilli, endospor 

oluşturabilen zorunlu veya fakültatif aerob ve çok hızlı çoğalan 

mikroorganizmalardır. Oldukça çeşitli substrat kaynaklarında hızlı bir şekilde 

çoğalabilme, yüksek sıcaklık ve yüksek ozmotik basınçlara dayanabilme gibi 

özelliklerinden dolayı, endüstriyel uygulamalar için oldukça önemli bir yere sahiptirler 

[97]. Polihidroksibütirat (PHB) ilk olarak 1926 yılında Fransız bilim adamı Maurice 

Lemoigne tarafından topraktan izole ettiği B. megaterium bakterisinde 

gözlemlenmiştir [98]. 

 

Bacillus cinsi bakteriler, homopolimer ve kopolimer yapıda PHA üretmek için başta 

şekerler, uçucu yağ asitleri, alkoller ve biyo-atık malzemeler olmak üzere çok çeşitli 

karbon kaynaklarını kullanabilmektedirler.  Bacillus türleri (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.) arasında geniş bir aralıkta değişik PHA verimleri 

(%2-90) elde edilmektedir. Bu değişkenlik, temel olarak kullanılan suşun türü ve 

substrat kaynağından kaynaklanmaktadır (Çizelge 2.6)  [99]. 

 

İlk olarak 1884 yılında De Bary tarafından keşfedilen B. megaterium, endüstriyel 

açıdan önemli fitohormonlar, 2-pentilfuran, piruvat, vitamin B12 ve 



23 
 

polihidroksialkanoatlar (PHA) gibi birçok biyomolekülü ve ayrıca ekonomik açıdan 

önemli kitosanaz, penisilin G asilaz, amilaz, glikoz dehidrojenaz, gibi proteinleri de 

üretebilmektedir [100-105]. 2011 yılında DNA dizilimi tamamlanan B. megaterium, 

rekombinant DNA teknolojisinde de önemli bir yere sahip olup, spesifik enzimlerin 

ve proteinlerin üretimlerinin geliştirilmesi çalışmalarında da kullanılmaktadır [106, 

107]. 

 

B. megaterium patojen özellik göstermeyip, hücre dışı çeperlerinde LPS 

endotoksinleri bulundurmaması sayesinde gıda endüstrisinde ve biyomedikal 

uygulamalarda kullanılabilmektedir [84]. Ayrıca, rekombinant proteinleri kısa 

peptitlere veya serbest aminoasitlere parçalayan belirgin bir alkalin proteaza sahip 

olmadığından, son yıllarda rekombinant protein üretiminde B. megaterium özellikle 

tercih edilmektedir. Böylece, çok az veya hiç parçalanma ürünü olmadan, büyük 

miktarda, fonksiyonel protein elde edilebilmektedir [108]. B. megaterium’un ürettiği 

protein veya biyomolekülleri direkt olarak çoğalma ortamına salgılaması, 

rekombinant protein üretiminde tercih edilmesindeki diğer önemli bir faktördür [109]. 

Son yıllarda, B. megaterium, tek bir karbon kaynağı veya ucuz karbon kaynakları 

varlığında homopolimer ve kopolimer yapısında PHA üretebildiğinden, Gram-pozitif 

mikroorganizmalar arasında endüstriyel ölçekte PHA üretiminde ümit verici bir 

bakteri olarak ifade edilmektedir [110]. 

 

Çizelge 2.6. PHA üreten Bacillus türleri, kullanılan karbon kaynağına göre üretilen  
PHA miktarı ve çeşidi 

Bacillus türü Substrat %PHA PHA çeşidi Ref. 

Bacillus 

amyloliquefaciens DSM 7 

Glikoz 11,0 PHB [111] 

Bacillus 

amyloliquefaciens DSM 7 

Propionik asit 22,2 3HB-co-3HV [111] 

Bacillus 

amyloliquefaciens DSM 7 

Valerik asit 33,5 3HB-co-3HV [111] 

Bacillus aryabhattai Sükroz, glikoz 

ve fruktoz 

57,6 PHA [112] 

Bacillus brevis M6 NB ortamı  41,7 PHB [113] 
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Bacillus cereus DC3 Glikoz ve 

pepton 

35,6 PHB [114] 

Bacillus cereus CFR06 Glikoz ve 

pepton 

46,0 PHB [115] 

Bacillus cereus EGU3 Glikoz 66,6 PHB [116] 

Bacillus cereus EGU44 Fruktoz 28,0 PHB [117] 

Bacillus cereus EGU44 Sükroz 47,0 PHB [117] 

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

Bacillus cereus SPV Şeker kamışı 

melası 

61,1 PHB [119] 

Bacillus cereus SPV Asetat 2,4 PHB [120] 

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

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

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

Bacillus cereus SPV Glukonat 41,9 3HB-co-

3HV-co-4B 

[121] 

Bacillus cereus UW85 Dekanoat 80,1 PHB [120] 

Bacillus cereus UW85 Dodekanoat 61,8 PHB [120] 

Bacillus cereus VIT-

SSR1 

Melas 41,1 PHB [122] 

Bacillus circulans  

DSM 1529 

Glikoz 34,8 PHB [111] 

Bacillus endophyticus 

TMR1.22 

Glikoz 39,4 PHA [123] 

Bacillus flexus  Glikoz 45,0 PHA [124] 

Bacillus licheniformis  

DSM 394 

Glikoz 21,4 PHB [111] 

Bacillus licheniformis Glikoz 53,0 PHB [125] 

Bacillus macerans  

DSM 7068 

Glikoz 28,2 PHB [111] 

Bacillus megaterium 

BBST4 

Glikoz 59,0 PHB [126] 

Bacillus megaterium 

BBST4 

Gliserol 60,0 PHB [126] 

Bacillus megaterium 

BBST4 

Nişasta 24,0 PHB [127] 

Bacillus megaterium  

CCM 2037 

Peynir altı suyu 51,6 PHB [128] 

Bacillus megaterium  

DSM 90 

Glikoz 59,1 PHB [129] 
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Bacillus megaterium  

DSM 90 

Gliserol 62,4 PHB [129] 

Bacillus megaterium  

DSM 90 

Laktoz 42,1 PHB [130] 

Bacillus megaterium  

DSM 319 

Glikoz 30,0 PHB [131] 

Bacillus megaterium  

uyuni S29 

Glikoz 70,0 PHB [132] 

Bacillus megaterium  

strain H16 

Glikoz 39,0 PHB [133] 

Bacillus megaterium 

OUAT016 

Glikoz 62,0 PHB [134] 

Bacillus megaterium 

OU303A 

Gliserol 62,4 PHB [135] 

Bacillus megaterium 

OU303A 

Glikoz 58,6 PHB [135] 

Bacillus megaterium  

NRRL B-14308 

Glikoz 72,0 PHB-co-PHV [136] 

Bacillus megaterium Glikoz 54,6 PHB [137] 

Bacillus megaterium Ti3 Glikoz - 3HB-co-

3HHp 

[138] 

Bacillus megaterium  

NCIM 5472 

Peynir altı suyu 75,5 PHB [139] 

Bacillus megaterium  

NCIM 5472 

Peynir altı suyu 

ve propionik 

asit 

86,6 3HB-co-3HV [140] 

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 

MTCC 144 

Tarım atığı 85,6 PHB [148] 

Bacillus thuringiensis Mısır koçanı 21,1 PHA [149] 

Lysinibacillus sp. 3HHX Glikoz - PHA [150] 

Paenibacillus 

dendritiformis 30A2 

Glikoz 19,0 PHA [123] 
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2.7. PHA’nın ticari üretimi 
 

Endüstriyel ölçekte PHA üretimi için kullanılacak mikroorganizmanın seçimi; 

mikroorganizmanın stabilitesi ve güvenliği, çoğalma ve birikim hızı, istenilen hücre 

yoğunluğu ve PHA miktarına ulaşabilmesi, polimerin kolayca saflaştırılabilmesi, 

polimerin molekül ağırlığı, substrat olarak çok çeşitli karbon kaynaklarını 

kullanabilme, karbon kaynağı ve diğer besinlerin maliyeti ile PHA üretimi sırasında 

yan ürünlerin oluşumu gibi faktörlere bağlı olarak değişmektedir [151]. 

 

Günümüzde 150’den fazla PHA polimeri tanımlanmasına rağmen sadece poli [(R)-

3-hidroksibütirat] (PHB), poli [(R)-3-hidroksibütirat-ko-(R)-3-hidroksivalerat] (PHBV), 

poli [(R)-3-hidroksibütirat-ko-4-hidroksibütirat] (P3HB4HB) ve poli [(R)-3-

hidroksibütirat-ko-(R)-3-hidroksihekzanoat] (PHBHHx), birçok firma tarafından pilot 

ve endüstriyel ölçekte üretilmektedir [152]. 

 

Sentetik termoplastiklerle benzer fiziksel ve termal özellikleri nedeniyle PHA’lar fosil 

yakıt türevli bu tür sentetik plastiklerin yerini alabilecek en uygun adaylardan birisi 

olmasına rağmen, büyük ölçekte üretimleri, 1,0 €/kg’dan daha düşük maliyetli 

geleneksel fosil yakıt türevli plastiklere kıyasla yüksek üretim maliyetleri nedeniyle 

sınırlı olmaktadır. PHA’nın üretim maliyeti polimer içeriğine bağlı olarak 2,2-5,0 €/kg 

arasında değişmektedir [153].  

 

Dünya çapında PHA üretimi gerçekleştiren firmalar, ürünleri, üretim kapasiteleri, 

kullandıkları hammadde ve ticari marka isimleri Çizelge 2.7’de gösterilmiştir. 

PHA’ların endüstriyel ölçekte üretilebilmesinin ve fosil yakıt türevli plastiklerinin yerini 

alabilmesinin önündeki en büyük engel, yüksek üretim maliyetleri olmasına rağmen, 

biyobozunurluk, biyouyumluluk ve geniş aralıkta değişen fiziksel özellikleri, PHA 

üretiminin önünde parlak bir gelecek olduğunu göstermektedir. Ucuz ve yenilenebilir 

karbon kaynaklarının kullanılması, saf bakteri kültürlerinin fermentasyonu için 

gereken sterilizasyon maliyetlerini azaltmak için sterilizasyona ihtiyaç duymayan 

suşlar ve karıştırılmış mikroorganizma kültürlerinin kullanılması ve PHA saflaştırma 
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proseslerinin geliştirilmesi gibi birçok strateji, PHA üretim maliyetini azaltmak için 

uygulanmaktadır [154, 155]. 

 

Çizelge 2.7. Ticari PHA üretiminde dünya çapında en önemli firmalar, ürünleri, üretim     

kapasiteleri ve kullandıkları hammaddeler 

Firma Ülke Kapasite 

(ton/yıl) 

Hammadde Marka adı PHA 

çeşidi 

Newlight 

Technologies 

ABD 23000 Biyogaz ve 

CO2 

AirCarbonTM - 

Danimer Sci. ABD 13600 Kanola yağı NodaxTM - 

Bio-On İtalya 10000 Şeker pancarı 

ve kamışı 

Minerv® PHB, 

PHBV 

Tianjin Green  

Bio Materials 

Çin 10000 Şekerler SoGreenTM P(3HB-

co-4HB) 

Ecomann 

Biotechology 

Çin 3000 Şekerler AmBio® - 

TianAn 

Biopolymers 

Çin 2000 Mısır şekeri ENMATTM P3HB, 

PHBV 

Kaneka Japonya 1000 Bitkisel yağ Aonilex® PHH 

PHB Industrial  

S.A. 

Brezilya 500 Şeker pancarı Biocycle® P3HB, 

PHBV 

Biomer Almanya 500 Mısır nişastası Biomer® P3HB 

Tepha Inc. ABD <10 Şekerler ve 

4HB öncü 

madde 

TephaFLEX® P4HB, 

P(3HB-

co-4HB) 

Polyferm 

Canada 

Kanada <10 Bitkisel yağlar 

ve şekerler 

VersaMerTM PHOHHx, 

PHNHHp 

Terra Verdae 

Bioworks 

Kanada bilinmiyor Metanol - - 

Yield10 

Bioscience* 

ABD bilinmiyor Mısır şekeri MirelTM P3HB 

Mango Materials ABD bilinmiyor Metan - PHB 

SIRIM Malezya bilinmiyor Palm yağı - - 

Novamont İtalya bilinmiyor Doğal 

atık/Kompost 

Mater-BI PHA 
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2.8. PHA’nın hücre ortamından saflaştırılması 
 

PHA üretim maliyetini arttıran en önemli etkenlerden bir tanesi de PHA’ların hücre 

ortamından saflaştırılmasıdır. Birçok saflaştırma yöntemi olmasına rağmen, hem 

ekonomik hem de çevresel açıdan güvenli bir saflaştırma işlemi henüz 

geliştirilememiştir [23].  Seçilen saflaştırma tekniği, ürün verimini ve ürün kalitesini 

etkileyen önemli bir parametredir.  

 

PHA, birçok mikroorganizmada enerji ve karbon rezervi olarak hücre içi lipid 

granülleri şeklinde sentezlendiği için, bu biyopolimerlerin saflaştırılması işlemleri 

genellikle hücre zarı/hücre duvarı parçalanması, PHA moleküllerinin çözünmesi, 

saflaştırılması ve PHA biyopolimerlerinin çöktürülmesi aşamalarından oluşmaktadır 

(Şekil 2.12) [54].  PHA’yı saflaştırabilmek için ilk olarak bakteri hücre çeperini 

parçalayarak PHA granüllerini çevreleyen protein tabakasını uzaklaştırmak 

gereklidir. Bunun için de ısıl işlem, dondurma ve alkali ile çözme gibi ön işlemler 

uygulanmaktadır. Bu ön işlemler, çoğunlukla belirli bir mikroorganizma için ayrı ayrı 

geliştirilen süreçler olduğundan, ilgili bakterinin karakteristik yapısına bağlı olup, 

PHA üreten bütün bakterilerde uygulanmamaktadır [156]. Isıl işlem genetik materyali 

ve proteinleri denatüre ederken dış hücre çeperini destabilize etmektedir. Isıl işlem 

için sıcaklık ve süre, uygulanacak bakteriye göre değişmektedir. 
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Şekil 2.12. PHA saflaştırma prosesinin şematik gösterimi 

 

Genellikle sodyum hidroksit çözeltisinin kullanıldığı alkali ön işleminde, hücreler tuzlu 

bir çözeltiye daldırılarak hücrelere ozmotik basınç uygulanmakta ve hücrelerin 

buruşmasına ve dehidrasyonuna neden olmaktadır [86]. Dondurma ve çözme de, 

hücreleri parçalamak için ön işlem olarak uygulanmaktadır. Bu ön işlemin en büyük 

dezavantajı yüksek miktarda enerjiye ihtiyaç duymasıdır. Bu nedenle büyük ölçekli 

üretimde ve endüstride yüksek maliyetinden dolayı tercih edilmemektedir [157]. 

 

Ayrıca, PHA üretim ortamı (karbon kaynağı ve mikronutrientler), hücre çoğalma fazı 

ile fermantasyon süresi de hücre çeperini parçalayacak en uygun ön işlem seçimini 

etkilemektedir [158]. 

 

Ön işlemlerle hücre çeperi parçalandıktan sonra PHA granüllerini saflaştırmak için 

çeşitli saflaştırma yöntemleri uygulanmaktadır.  Günümüzde mikrobiyal biyokütleden 

PHA saflaştırılması için şimdiye kadar kullanılmış olan başlıca yöntemler çözücü 

ekstraksiyonu, sodyum hipoklorit ile parçalama, sürfaktanlar ile parçalama, 

enzimatik parçalama, boncuk bilyalı öğütücü ile parçalama, yüksek basınçla 

homojenizasyon, süperkritik akışkanlar, hücre kırılganlığı, ultrasonikasyon ile 
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parçalama, çözünmüş oksijen ile flotasyon ve PHA dışındaki hücresel materyalin 

asitler ile çözündürülmesi yöntemleridir [159-168]. PHA saflaştırılması için kullanılan 

bu yöntemlerin başlıca avantajları ve dezavantajları Çizelge 2.8’de verilmiştir. 

 

Çizelge 2.8. PHA saflaştırmasında kullanılan yöntemlerin başlıca avantaj ve 

dezavantajları [156, 169]. 

Saflaştırma 

Yöntemi 

Avantajları Dezavantajları 

Çözücü 

ekstraksiyonu 

-Gram-negatif bakterilerden 

elde edilen PHA’lardaki 

endotoksinler uzaklaştırılır. 

-Yüksek saflık ve yüksek 

moleküler ağırlık elde edilir. 

-Polimer degradasyonu 

oldukça azdır. 

-Ekonomik açıdan yüksek 

maliyetlidir. 

-Çevre dostu değildir. 

-Laboratuvar ölçekli 

çalışmalar için uygundur. 

-Fazla miktarda toksik ve 

uçucu çözücü kullanımı 

gerektirir. 

Sodyum hipoklorit 

ile parçalama 

-Yüksek saflıkta ürün elde 

edilir. 

-Büyük ölçekte kullanım için 

uygundur. 

-Hücrelerin kurutulmuş 

olmasına gerek yoktur. 

-Polimer degradasyonuna 

neden olarak polimer 

moleküler ağırlığında 

azalmaya neden olur. 

Sürfaktanlar ile 

parçalama 

-PHA doğrudan besi 

ortamından saflaştırıldığı için 

polimer degradasyonu 

oldukça azdır.  

-Ekonomik açıdan yüksek 

maliyetlidir. 

-Düşük saflıkta ürün elde 

edilir. 

-Sürfaktanların ortamdan 

uzaklaştırılması için fazla 

su tüketimi gerekmektedir. 

Enzimatik 

parçalama 

-Yüksek saflıkta ürün elde 

edilir. 

-Ilımlı çalışma koşulları 

bulunmaktadır. 

-Kompleks bir proses olup 

ekonomik açıdan yüksek 

maliyetlidir. 

Boncuk bilyalı 

öğütücü ile 

parçalama 

-Kimyasal 

kullanılmamaktadır. 

-Uzun bir işlem olup birçok 

parametrenin kontrol 

edilmesi gerekmektedir.  

-Etkili bir soğutma işlemi 

gerekmektedir. 
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Yüksek basınçla 

homojenizasyon 

-Kimyasal 

kullanılmamaktadır. 

-Büyük ölçekli çalışmalar için 

uygundur. 

-Prosese ve 

mikroorganizmaya 

bağımlıdır. 

Süper kritik 

akışkanlar 

-Basit, ucuz ve çevre dostu 

bir yöntemdir. 

-Proses parametrelerine 

oldukça sıkı bir şekilde 

bağlıdır.  

Hücre kırılganlığı -Etkili ve basit bir yöntemdir. 

-Yüksek saflıkta ürün elde 

edilir. 

-Birçok bakteride 

uygulanabilir. 

-Hücre duvarı 

bütünlüğünün 

dengelenmesi 

gerekmektedir. 

Ultrasonikasyon 

ile parçalama 

-Diğer saflaştırma yöntemleri 

ile birlikte uygulandığında 

yüksek saflıkta ürün elde 

edilir. 

-Büyük ölçekte kullanım için 

uygun değildir. 

Çözünmüş oksijen 

ile flotasyon 

-Kimyasal kulanılmamaktadır. -Birçok flotasyon basamağı 

gereklidir. 

PHA dışındaki 

hücresel 

materyallerin 

asitler ile 

çözündürülmesi 

-Düşük maliyetli bir 

saflaştırma işlemi olup yüksek 

saflıkta ürün elde edilir. 

-Kontrolsüz koşullarda 

asitler PHA’yı 

parçalayabileceğinden, 

PHA moleküler ağırlığında 

azalmaya neden olur. 

 

Çözücü ekstraksiyonu, PHA saflaştırılmasında uygulanan en yaygın yöntemdir. 

Çözücü ekstraksiyonu basit ve hızlı bir yöntem olduğu için laboratuvar ölçekli 

çalışmalarda yaygın bir şekilde uygulanmaktadır. Kloroform, 1,2-dikloroetan ve 

metilen klorür gibi bazı klorlu hidrokarbonlar ile propilen ve etilen karbonatlar gibi 

bazı siklik karbonatlar ve karbonik esterler, PHA saflaştırmasında başarıyla 

kullanılan organik çözücülerdir. Hücre membranının geçirgenliğinin değiştirilmesi ve 

PHA’nın organik çözücülerde çözünmesinden sonra, PHA’nın çözücüden 

uzaklaştırılabilmesi için çözücü evaporasyonu veya PHA’yı çözmeyen metanol veya 

aseton gibi başka bir kimyasal ile polimerin çöktürülmesi gerekmektedir [170]. 

 

Diğer saflaştırma yöntemleri ile karşılaştırıldığında polimer degradasyonu çözücü 

ekstraksiyonunda yok denecek kadar az olup, çözücü ekstraksiyonu ile Gram-
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negatif bakterilerde bulunan LPS yapısındaki endotoksinler tamamen 

uzaklaştırıldığından, saflaştırılan PHA’lar biyomedikal uygulamalarda 

kullanılabilmektedir. Ayrıca, çözücü ekstraksiyonunun etkinliğini arttırabilmek için 

öğütme ve liyofilize hale getirme gibi ön işlemler gerekmektedir. Çözücü 

ekstraksiyonu, fazla miktarda organik çözücü kullanımı nedeniyle çevre dostu bir 

yöntem olmayıp, yüksek çözücü maliyetlerinden dolayı büyük ölçekli üretimde tercih 

edilmemektedir [158]. 

 

Sodyum hipoklorit ile kimyasal parçalama işleminde bakteri hücre duvarı 

parçalanarak, hücre içeriği ortama salınmaktadır. PHA, sodyum hipoklorit içerisinde 

çözünmediğinden ortamdan filtreleme veya santrifüjleme işlemi ile kolaylıkla 

ayrılabilir. Ayrıca, sodyum hipoklorit ile parçalama işleminde hücrelerin liyofilize 

halde olması gerekmemektedir; böylece zaman ve enerji tasarrufu sağlanmaktadır. 

Ancak sodyum hipoklorit ile parçalama işleminde polimer degradasyonu oldukça 

fazla olup, düşük moleküler ağırlıklara sahip polimerler elde edilmektedir [171]. Bu 

sorunu çözebilmek için, sodyum hipoklorit ve kloroform çözeltilerinin birlikte 

kullanıldığı bir yaklaşım geliştirilmiştir. Bu yaklaşımda, sodyum hipoklorit, hücre 

çözünürlüğü için kullanılırken, kloroform çözeltisi ise hücrelerden salınmasından 

sonra PHA polimerlerinin degrade olmasını önlemektedir [172]. 

 

Çözücü ekstraksiyonu ve kimyasal parçalama ile karşılaştırıldığında biyolojik bir 

yöntem olan enzimatik parçalama daha ılımlı çalışma koşullarına sahip olup, sadece 

ihmal edilebilir düzeyde bir polimer degradasyonuna neden olmaktadır. 

Fermantasyon ortamının kısa bir süre sterilizasyonu ile enzimatik parçalama için 

gerekli ısıl şok elde edilebilmektedir [173]. Enzimatik parçalamadan sonra PHA 

santrifüj ile ortamdan ayrılabilmektedir. Bu biyolojik yöntem ile %90’a varan polimer 

saflık derecesi elde edilebilmektedir. Ayrıca, enzimatik parçalama ile PHA 

saflaştırması, diğer saflaştırma yöntemlerine göre daha kolay bir işlem olup, hem 

insan hem de çevre sağlığı açısından daha güvenlidir [173]. 
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Son olarak günümüzde bakteriyel hücrelerden PHA’yı saflaştırmak için farklı 

yöntemler geliştirilmesine rağmen, bu yöntemler hala çok pahalı olup, büyük ölçekte 

PHA üretimi için yetersizdir. Bu nedenle, toplam PHA üretim maliyetinin %50’sini 

ekstraksiyon ve saflaştırma işlemleri oluşturduğundan, büyük ölçekli üretimde de 

kullanılabilecek ucuz ve güvenli saflaştırma yöntemlerinin geliştirilmesine ihtiyaç 

duyulmaktadır [86]. 

 

2.9. Polihidroksialkanoatların kullanım alanları 
 

Petrol bazlı plastiklerle benzer özelliklere sahip olması ve geliştirilen yeni üretim 

teknikleri ile yeni ve istenen özelliklere sahip PHA biyopolimerlerinin elde 

edilebilmesi sayesinde PHA’ların uygulama ve kullanım alanları genişlemektedir. 

PHA’ların uygulama alanları biyobozunurluk, termoplastik özellikler, piezoelektrik 

özellikler ve PHB’nin monomerik D(-)-3-hidroksibütirik aside depolimerize olabilmesi 

ile doğrudan bağlantılıdır. Bu özellikleri sayesinde, biyoplastikler, fiberler, 

biyomedikal malzemeler ve ilaç taşıyıcılar olarak kullanılabilmektedir. Enjeksiyonla 

kalıplanmış ve ekstrüde edilmiş PHA ürünleri, çatal bıçak takımı, ambalaj, tarım 

sanayi malzemeleri, kişisel bakım, ofis malzemeleri, oyuncaklar ve çeşitli ev eşyaları 

gibi çok çeşitli tüketici uygulamalarında kullanılabilmektedir. PHA ayrıca yüksek 

gerilme mukavemetine sahip fiberler olarak da kullanılabilmekte ve otomotiv 

endüstrisinde, diş ipi ve sigara filtrelerinde ve dokumasız uygulamalarda 

kullanılmaktadır. PHA’nın insan dokusu ile biyouyumluluğu nedeniyle PHA, doku 

mühendisliği, yara iyileşmesi, kardiyovasküler, ortopedi ve ilaç taşınımı gibi tıbbi ve 

biyomedikal uygulamalarda kullanılabilmektedir [20, 174, 175]. PHA biyopo-

limerlerinin yaygın kullanım alanları ve potansiyel uygulamaları Çizelge 2.9’da 

verilmiştir. 
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Çizelge 2.9. PHA biyopolimerlerinin kullanım alanları ve potansiyel uygulamaları 

[174]. 

Uygulama Alanı Örnekler 

Ambalajlama Alışveriş poşetleri, yemek kapları, filmler, günlük sarf 

malzemeler, vb. 

Baskı ve fotoğrafçılık PHA kolayca boyanabilen bir polyester olduğu için baskı 

ve fotoğrafçılıkta kullanılabilir. 

Kimyasallar Isıya duyarlı yapıştırıcılar, lateks ve akıllı jeller 

Blok kopolimerizasyon PHA diğer polimerlerle blok kopolimerizasyonla PHA 

diollere dönüştürülebilir. 

Plastik işleme PHA, plastik işlemede işleme yardımcıları olarak 

kullanılabilir. 

Tekstil endüstrisi PHA, naylonlar gibi fiber yapılara dönüştürülebilir. 

Kimyasal sanayi PHA monomerleri kiral R-formda olup, antibiyotiklerin ve 

diğer ince kimyasalların kiral başlangıç materyalleri 

olarak kullanılabilir. 

Tıbbi implant 

biyomateryaller 

PHA biyobozunurluk ve biyouyumluluk gibi özellikleri 

sayesinde tıbbi implant malzemelerinde ve kontrollü ilaç 

salımı sistemlerinde kullanılabilir. 

Tıbbi PHA monomerleri özellikle R-3HB, Alzheimer, Parkinson 

hastalıkları, osteoporoz ve hatta hafıza gelişimi üzerinde 

terapötik etkilere sahiptir. 

Sağlıklı yiyecek PHA oligomerleri keton yapıların elde edilebilmesi için 

gıda takviyeleri olarak kullanılabilir. 

Endüstriyel 

mikrobiyoloji 

PHA sentez operonu, endüstriyel mikrobiyal suşların 

performansını arttırmak için bir metabolik regülatör veya 

direnç arttırıcı olarak kullanılabilir. 

Biyoyakıt veya yakıt 

katkı maddeleri 

PHA yanıcı özellikte hidroksialkanoat metil esterleri 

oluşturmak üzere hidrolize edilebilir. 
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Protein saflaştırma Fazin PhaP rekombinant proteinleri saflaştırmada 

kullanılabilir. 

Spesifik ilaç taşınımı PhaP ve spesifik ligandların koekspresyonu ile hastalıklı 

dokulara spesifik ilaç hedeflemesi yapılabilir. 

 

2.10. Biyoreaktörler ve çalışma modları 

 
Biyoreaktörler, biyolojik ve biyokimyasal proseslerin tanımlı besi ortamı, pH, sıcaklık, 

çözünmüş oksijen derişimi ve basınç gibi kontrollü ortamlarda ve çalışma 

koşullarında gerçekleştirilmesini sağlamaktadır. Biyoreaktörler işletim koşullarına 

göre kesikli, yarı kesikli ve sürekli sistem olmak üzere sınıflandırılmaktadır.  

 
Mikroorganizmalarda PHA biyosentezi çok aşamalı bir proses olduğu için, PHA 

üretimi hem besleme stratejisinin hem de biyoreaktör işletim koşullarının 

optimizasyonu ile birlikte geliştirilebilir [176].  

 
Kesikli işletim modu PHA üretimi için en basit ve birincil strateji olmasına rağmen, 

yarı kesikli beslemeli işletim modu ile yüksek hacimsel verimliliğe sahip yüksek hücre 

yoğunluklu mikroorganizma kültürleri elde edilebilmektedir [177]. Kesikli işletim 

sisteminde, biyoreaktör ilk önce istenilen miktarlarda fermantasyon besi ortamı ile 

doldurulmakta ve fermantasyon süresince besleme yapılmamaktadır.  

 
PHA üretimi için yarı kesikli işletim modunda fermantasyon süresince biyoreaktöre 

substrat beslemesi yapılmakta olup yarı kesikli işletim süresince PHA üretiminde 

karbon substrat derişimini kontrol etmek için uygun bir substrat besleme stratejisinin 

seçilmesi gerekmektedir. iteratürde yarı kesikli sistemde PHA üretimi için puls 

besleme [178, 179], tanımlanmış besleme hızıyla sürekli besleme [180, 181], üstel 

besleme [182-184], çözünmüş oksijen derişimi [185, 186] ve pH kontrolü [187, 188] 

ile beslemenin kontrolü gibi çeşitli besleme stratejileri uygulanmaktadır. Bu tez 

çalışması kapsamında, Bacillus megaterium NRRL B-14308 suşundan laboratuvar 

ölçekli biyoreaktörde yarı kesikli sistemde üstel glikoz besleme stratejisi ile PHA 

fermantasyonu çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 
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2.10.1. Yarı kesikli sistemde tasarım eşitlikleri 

 
Yarı kesikli sistemler, genellikle kesikli işletim modunda başlayıp belirli bir hücre 

derişimi veya substrat tüketiminden sonra substrat çözeltisinin çeşitli besleme 

stratejileri ile biyoreaktöre eklendiği fermantasyon sistemleridir. Spesifik çoğalma 

hızı (µ), fermantasyon sistemlerinde mikrobiyal çoğalmayı karakterize eden önemli 

bir parametre olup, yarı kesikli sistemlerde üstel besleme stratejisinde maksimum 

spesifik çoğalma hızına (µmax) yakın bir çoğalma hızında biyoreaktöre substrat 

beslemesi amaçlanmaktadır.  

 

Yarı kesikli bir sistemde, hücre için kütle denkliği eşitlik 2.1 ile ifade edilebilir. 

 

𝑑(𝐶𝑥𝑉)

𝑑𝑡
= 𝑟𝑥𝑉                                                                                                             (2.1) 

 

Burada, rx hücre çoğalma hızını (g L-1 sa-1), V biyoreaktör hacmini (L), Cx ise hücre 

derişimini (g L-1) göstermektedir. 

 

Hücre çoğalma hızı, hücre derişimi ve spesifik çoğalma hızı ile ilişkisi eşitlik 2.2 de 

verilmiştir. 

 

𝑟𝑥 = µ𝐶𝑥                                                                                                                 (2.2) 

 

Eşitlik 2.1 ve 2.2 yi birleştirdiğimizde eşitlik 2.3 elde edilmektedir. 

 

𝑑(𝐶𝑥𝑉)

𝑑𝑡
= 𝑟𝑥𝑉 = µ𝐶𝑥𝑉                                                                                                (2.3) 

 

Yarı kesikli sistemlerde substrat beslemesine bağlı olarak sabit yoğunlukta hacim 

değişikliği sadece QS, substrat besleme hacimsel akış hızına (L sa-1) eşit  olup eşitlik 

2.4’de gösterilmiştir. 
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𝑑𝑉

𝑑𝑡
= 𝑄𝑆                                                                                                                   (2.4) 

 

Eşitlik 2.3 ve 2.4’ü birleştirip düzenlediğimizde, yarı kesikli sistemlerde spesifik 

çoğalma hızı eşitlik 2.5’de verilmiştir. 

 

µ =
1

𝐶𝑥

𝑑𝐶𝑥

𝑑𝑡
+

1

𝑉
𝑄𝑆 (2.5) 

 

Yarı kesikli bir sistemde zamanla biyoreaktöre substrat beslemesi 

gerçekleştirildiğinden substrat için kütle denkliği eşitlik 2.6 ile gösterilmiştir. 

 

𝑑(𝐶𝑠𝑉)

𝑑𝑡
= 𝑄𝑠𝐶𝑠0 + 𝑟𝑠𝑉                                                                                                   (2.6) 

 

Burada, rS, substrat tüketim hızını, QS ise substrat besleme akış hızını ifade 

etmektedir. 

 

Eşitlik 2.2 ile benzer şekilde substrat tüketim hızının, hücre derişimi ve spesifik 

substrat tüketim hızı (qS) ile ilişkisi eşitlik 2.7’de gösterilmiştir. 

 

−𝑟𝑠 = 𝑞𝑠𝐶𝑥                                                                                                                   (2.7)   

 

Biyoreaktörde glikoz substrat birikimi olmadığından  ve hacim değişikliği ihmal 

edilebilir düzeyde olduğundan substrat denkliği eşitlik 2.8’deki gibi 

düzenlenmektedir. 

 

𝑄𝑠

𝑉
𝐶𝑠0 − 𝑞𝑠𝐶𝑥 = 0                                                                                                        (2.8) 

 

Spesifik substrat tüketim hızı eşitlik 2.9’da verilmiştir. 
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𝑞𝑠 = (
𝑄𝑠

𝑉

𝐶𝑠0

𝐶𝑥
)                      (2.9) 

 

Substrat tüketim hızı, rS, substrat başına hücre verimi (YX/S) cinsinden ifade edilirse, 

 

−𝑟𝑠 = (𝑟𝑥 𝑌𝑋/𝑆⁄ )                                                                                                       (2.10) 

 

ve biyoreaktörde zamanla substrat birikiminin olmadığı varsayıldığında (dCS/dt=0) 

eşitlik 2.6 ile eşitlik 2.10 birleştirip düzenlendiğinde, eşitlik 2.11 elde edilmektedir. 

 

𝑄𝑠𝐶𝑆0 −
𝑟𝑥𝑉

𝑌𝑋 𝑆⁄
= 𝐶𝑠

𝑑𝑉

𝑑𝑡
                                                                                 (2.11) 

 

Eşitlik 2.11 düzenlendiğinde; eşitlik 2.12 elde edilmektedir. 

 

𝑄𝑠𝐶𝑆0 −
µ𝐶𝑥𝑉

𝑌𝑋 𝑆⁄
= 𝐶𝑠𝑄𝑠                                                                                                (2.12) 

 

Üstel besleme stratejisi eşitlik 2.13 ile ifade edilmektedir. 

 

𝐶𝑥𝑉 = 𝐶𝑥0𝑉0𝑒µ𝑡                                                                                                     (2.13) 

 

Eşitlik 2.12 ve 2.13 birleştirildiğinde, QS substrat besleme akış hızı eşitlik 2.14’de 

gösterilmiştir. 

 

𝑄𝑠 =
µ𝐶𝑥0𝑉0

𝑌𝑋 𝑆⁄ (𝐶𝑆0−𝐶𝑆)
𝑒µ𝑡                                                                                                (2.14) 

 

Substrat, biyoreaktör üretim ortamında birikmiyorsa (CS=0) ya da CS0>>CS 

durumunda eşitlik 2.15 elde edilmektedir [189]. 
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𝑄𝑠 =
µ𝐶𝑥0𝑉0

𝑌𝑋 𝑆 ⁄ 𝐶𝑆0
𝑒µ𝑡                                                                                                     (2.15) 

 

Literatürde, yarı kesikli sistemler için üstel substrat besleme stratejisi sıklıkla 

uygulanan bir tekniktir [190-194]. 

 

2.11.  PHA üretiminin matematiksel modellemesi 

 
Matematiksel modelleme, doğa olaylarının ve deneysel sonuçların yorumlanması ve 

tahmininde fizik, kimya, biyoloji ve mühendislikte sıklıkla kullanılan çok güçlü bir 

araçtır [195]. Matematiksel modelleme ve süreç optimizasyonu, PHA üreten 

mikroorganizmaların verimliliğini ve özelliklerini geliştirmek için son yıllarda oldukça 

fazla yararlanılan sistemlerdir. PHA üretimini inceleyen temel matematiksel modeller 

kinetik, düşük yapılandırılmış, dinamik, metabolik (yüksek yapılandırılmış), 

sibernetik ve sinir ağları olarak sınıflandırılabilir [196].  

 

2.11.1.  PHA üretiminin metabolik modellemesi 
 
Metabolik modeller, metabolik yolların yeniden yapılandırılmasıyla hücrenin fizyolojik 

durumunu tanımlamaya çalışmaktadır [197].  Metabolik modeller, metabolik yolun iki 

veya üç enzimatik reaksiyon içerdiği basit durumlardan, hücresel metabolizmanın 

ana katabolik ve anabolik yollarını temsil eden daha karmaşık metabolik ağlara 

kadar çeşitlilik göstermektedir. PHA üreten mikroorganizmaların hücresel 

metabolizmasını tanımlayan metabolik matematiksel modeller, mevcut suşların 

metabolizma ve substrat taşıma özelliklerinin aydınlatılmasında merkezi bir rol 

oynamasının yanında, metabolik mühendislik yöntemleriyle yeni türlerin 

geliştirilmesinde de kullanılmaktadır. 

 
Metabolik modeller arasında, literatürde temel olarak, kinetik modeller (genellikle 

hem enzim hem de mikrobiyal kinetiğin yanı sıra metabolik reaksiyonların 

stokiyometrisine dayalı), stokiyometrik modeller (metabolik ağların zamanla 
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değişmeyen özelliklerine dayalı) ve sibernetik modeller (optimal doğaya dayalı) yer 

almaktadır [198]. 

 
Kinetik modelleme ile metabolit derişimleri, enzim seviyeleri ve enzim devir hızı, 

doygunluğu gibi parametrelerin fonksiyonu olarak reaksiyon akıları 

ölçülebilmektedir. Kinetik modellemede, Michaelis-Menten veya Hill denklemi gibi 

mekanistik eşitlikler ile reaksiyon hızları ölçülmektedir. Tüm kinetik ifadelerin 

birleştirilmesinden sonra, metabolit derişimlerinin ve reaksiyon akılarının zamana 

bağlı profilini elde etmek için her metabolite ait kütlenin korunumunu temsil eden 

doğrusal olmayan sıradan diferansiyel denklemler sistemi çözülmektedir [199]. 

Kinetik modeller genellikle metabolizmanın yalnızca sınırlı bir bölümünü 

kapsadığından, şu anda bu tip modeller yalnızca sınırlı sayıda ve iyi çalışılmış 

mikroorganizmalar için bulunmaktadır. Bunun temel nedeni, derişim ve akı için 

mevcut deneysel verilerin gerekli ölçekte bulunmamasıdır [200]. 

 
Stokiyometrik modelleme, kinetik modellemenin aksine, öncelikle stokiyometrik 

bilgileri kullanarak kararlı durumda her bir metabolit için kütlenin korunumunu 

tanımlayan doğrusal denklem sistemine dayanmaktadır. Akı denge analizi (FBA), 

metabolitlerin bir metabolik ağ üzerinden akışını analiz etmek için en yaygın olarak 

kullanılan stokiyometrik tabanlı matematiksel hesaplama yöntemidir. 

 

2.11.2. Akı denge analizi (FBA) 
 
Akı denge analizi (FBA), bir organizmadaki bilinen tüm metabolik reaksiyonları ve 

her bir enzimi kodlayan genleri içeren metabolik ağları incelemek için yaygın olarak 

kullanılan kısıtlama tabanlı bir matematiksel yaklaşımdır [201]. Kısıtlama tabanlı 

modelleme yaklaşımı ile termodinamiksel, sözde kararlı durum varsayımı gibi çeşitli 

fizikokimyasal kısıtlamalar altındaki metabolik akı dağılımları incelenmektedir [202].  

FBA, metabolitlerin akışını metabolik ağ üzerinden hesaplayarak bir organizmanın 

çoğalma hızını veya biyoteknolojik açıdan önemli bir metabolitin üretim hızını tahmin 

edebilmektedir. 
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FBA’da ilk olarak her reaksiyonun stokiyometrik katsayılarının sayısal matris 

şeklinde tablolaştırılmasıyla metabolik reaksiyonlar matematiksel olarak temsil 

edilmektedir.  Bu stokiyometriler, metabolik ağ üzerinden metabolitlerin akışına 

sınırlamalar getirebilmektedir. FBA’da kısıtlamalar, sistemin stokiyometrisinden 

kaynaklanan denge kısıtlamaları ve her bir reaksiyonun maksimum ve minimum izin 

verilebilir akılarını tanımlayan üst ve alt sınırla sınırlandırıldığı akı kısıtlamaları olarak 

iki şekilde ifade edilmektedir.  

 
FBA, üstel çoğalma koşullarında doğrusal programlama tabanlı optimizasyon 

yoluyla genom ölçekli metabolik ağdaki tüm reaksiyonların metabolik akılarını 

hesaplayabilmektedir. Üstel çoğalma aşamasında, metabolitlerin birikimi olmadan 

dengeli bir çoğalma gerçekleşmektedir. Böylece, sözde kararlı durum varsayımı ile 

diferansiyel kütle denkliği denklemleri doğrusal denklemlere dönüşebilmektedir. 

Sistem yetersiz belirlendiğinde (örneğin, hesaplanacak akı sayısının kütle denkliği 

denklemlerinin sayısından daha büyük olduğu durumlarda) FBA, biyokütle oluşum 

hızını maksimize veya minimize etmek, ürün üretim hızını maksimize veya minimize 

etmek, ATP kullanımını maksimize veya minimize etmek veya yan ürün oluşum 

hızını minimize etmek gibi biyolojik bir amaç fonksiyonunun kısıtlamalarla belirlenen 

çözüm uzayındaki optimizasyonunu incelemektedir [203, 204]. 

 

Akı denge analizi; 

min / max (Z) 

s.t.  𝑆. 𝑣 = 0 

𝑣𝑢𝑏 ≥ 𝑣 ≥ 𝑣𝑙𝑏 

 
S, modelin stokiyometrik matrisi olup akı oranları, v akı matrisindeki her bir akının alt 

ve üst sınırları ile sınırlı olduğunu ifade etmektedir [203]. 
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2.11.3. Bacillus megaterium ve genomik ölçekli metabolik modelleme 

 

Çok yönlü metabolik yetenekleri ve biyoteknolojik uygulamalara uygun 

fizikokimyasal özellikleri nedeniyle Gram-pozitif bir bakteri olan Bacillus megaterium 

üzerine yapılan araştırmalar son yıllarda ivme kazanmıştır. Çok çeşitli karbon 

kaynakları üzerinde çoğalma yeteneği sayesinde birçok B. megaterium suşu, 

penisilin amidaz, amilaz, amino asit dehidrojenaz gibi çeşitli enzimler, rekombinant 

proteinler, vitaminler, piruvat ve polihidroksialkanoat gibi biyopolimerlerin üretiminde 

alternatif bir mikroorganizma olarak kullanılmaktadır. Bu önemli endüstriyel 

mikroorganizmanın özelliklerini daha da keşfetmek için, metabolizmasının kapsamlı 

bir şekilde anlaşılması büyük önem taşımaktadır [205]. Günümüze kadar, üç B. 

megaterium suşunun, QM B1551, DSM 319 ve WSH002’nin, tüm genomları 

sekanslanmıştır [106, 206]. Sekanslanmış mevcut genomda, metabolik genler, 

konumları ve bunlara karşılık gelen hücresel fonksiyonlar belirtilmektedir. Ancak, B. 

megaterium mikroorganizmasında genetiği, enzimleri, metabolik aktiviteleri ve hücre 

çoğalması arasındaki ilişkileri aydınlatabilecek bütüncül bir yaklaşım 

bulunmamaktadır. Genomik ve deneysel olarak elde edilen biyokimyasal verilerin 

yardımıyla, genom ölçekli metabolik modeller, hücrelerin ve organizmaların fiziksel 

özelliklerini tahmin edebilen bir matematiksel hesaplama çerçevesi sağlamaktadır 

[207]. Genom ölçekli metabolik modeller, endüstriyel suşların potansiyelini 

belirlemek ve bilinmeyen metabolik yeteneklerini keşfetmek için kullanılmaktadır 

[208]. Kısıt tabanlı tahminler ile birlikte genom ölçekli metabolik modelleme, hücre 

çoğalmasını arttırmak için eklenmesi gereken anahtar metabolitleri belirleyerek besi 

ortamı kompozisyonunun iyileştirilmesi için kullanılmasının yanında çeşitli metabolit 

üretim akışlarını tahmin etmek ve metabolik mühendisliğinde gen silme stratejilerini 

tanımlamak için de kullanılmaktadır [209, 210]. 

 

Bacillus türleri için genom ölçekli metabolik model oluşturma çalışmaları, hücre 

metabolizmasının bütünsel ve kapsamlı bir şekilde tam olarak tanımlanması 

yönünde biyokimya, genetik, biyoinformatik ve genom bilimindeki ilerlemelerle 

birlikte gelişmektedir. Bacillus türleri için ilk genom ölçekli metabolik model B. subtilis 
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168 suşu için 2007 yılında Oh ve arkadaşları tarafından oluşturulmuştur [211]. 

İlerleyen yıllarda, başta B. subtilis olmak üzere, B. licheniformis WX02, B. 

megaterium WSH002 ve B. megaterium DSM319 suşları için genom ölçekli 

metabolik modeller geliştirilmiştir (Çizelge 2.10). 

 

Çizelge 2.10. Bacillus türleri için genom ölçekli metabolik modeller 

Model iJA1121 iMZ1055 iBsu1147 iBsu1103 Oh ve 

ark, 

2007 

iWX1009 

Suş türü B. meg. 

DSM319 

B. meg. 

WSH002 

B. subt. 

168 

B. subt. 

168 

B. subt. 

168 

B. lichen. 

WX02 

Reaksiyon 1709 1112 1742 1443 1020 1762 

Metabolit 1349 993 1456 1145 988 1141 

Gen 1121 1055 1147 1103 844 1009 

Transport 

Reaksiyonlar 

190 196 290 205 232 176 

Kaynak [212] [205] [213] [214] [211] [215] 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1.  Kullanılan bakteriler, çoğalma ortamı ve plazmidler  

 

Klonlama çalışmalarında E. coli DH5α suşu, biyopolimer üretim çalışmalarında ise 

B. megaterium NRRL-B 14308, B. megaterium MS941 ve bunların rekombinant 

suşları kullanılmıştır (Çizelge 3.1). B. megaterium genomundan elde edilen phaC 

genini klonlamak için B. megaterium’da ticari pC-HIS1623hp plazmidi (EK-1) 

kullanılmıştır.  

 
E. coli suşlarını çoğaltmak için Lysogeny Broth (LB: 10 g/L tripton, 10 g/L NaCl, 5 

g/L maya ekstraktı) besi ortamı kullanılmıştır. 20 g/L agar katı çoğalma ortamı 

oluşturmak için LB ortamına eklenmiştir. Hazırlanan ortamlar, otoklav sterilizasyonu 

sonrası oda koşullarında saklanmıştır. Plazmidin stabilitesi için E. coli çoğalma 

ortamlarına 100 µg/mL ampisilin (Amp), B. megaterium çoğalma ortamlarına ise 10  

µg/mL tetrasiklin (Tet) eklenmiştir. Mikroorganizmaların uzun süre depolanması için 

%15 gliserol (v/v) içeren 1 mL LB ortamında,  -86°C’de saklanmıştır.  

 

Çizelge 3.1. Çalışmada kullanılan suşlar ve plazmidler 

Suşlar Genotip/Açıklama Kaynak 

B. megaterium NRRL B-

14308 

Doğal fenotip (wild type) suş Ulusal Kültür 

Koleksiyonu, ABD 

E. coli DH5α F- (f80dlacZΔM15) Δ(lacIZYA -argF) 

U169 deoR recA1 endA1 hsdR17 (rk-, 

mk+) supE44, thi-1, gyrA96, relA1 

Ticari firma, ABD 

B. megaterium MS941 Doğal fenotip (wild type) suş Dr. Dieter Jahn, 

Almanya 

B. megaterium MS941-

pCHIS1623hp-phaC-

6His 

B. megaterium MS941 

mikroorganizmasında ekspresyon 

vektörü ile phaC gen aktarımı 

Bu çalışma 
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B. megaterium MS941-

pCHIS1623hp-phaC-

GGS-6His 

B. megaterium MS941 

mikroorganizmasında GGS bağlayıcı 

eklenmiş ekspresyon vektörü ile phaC 

gen aktarımı  

Bu çalışma 

B. megaterium MS941-

pCHIS1623hp 

B. megaterium MS941 

mikroorganizmasında ekspresyon 

vektörü 

Bu çalışma 

B. megaterium NRRL B-

14308-pCHIS1623hp-

phaC-6His 

B. megaterium NRRL B-14308 

mikroorganizmasında ekspresyon 

vektörü ile phaC gen aktarımı 

Bu çalışma 

B. megaterium NRRL B-

14308-pCHIS1623hp-

phaC-GGS-6His 

B. megaterium NRRL B-14308 

mikroorganizmasında GGS bağlayıcı 

eklenmiş ekspresyon vektörü ile phaC 

gen aktarımı 

Bu çalışma 

B. megaterium NRRL B-

14308-pCHIS1623hp 

B. megaterium NRRL B-14308 

mikroorganizmasında ekspresyon 

vektörü 

Bu çalışma 

Plazmidler 

pC-HIS1623hp Ekspresyon vektörü AmpR Ticari firma, 

Almanya 

 

3.2.  Genetik mühendisliği metotları 

 

Genetik mühendisliği metotları standard protokoller [216] doğrultusunda 

uygulanmış, klonlama ile ilgili yapılan çalışmalar Şekil 3.1’de özetlenmiştir. 
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Şekil 3.1. Klonlama prosedürünün şematik gösterimi 
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3.2.1. Agaroz jel elektroforezi 

DNA moleküllerini tanımlamak ve ayırmak için jel elektroforez yöntemi kullanılmıştır. 

Bunun için öncelikle, %1 lik agaroz jel 100 mL TBE tamponunda (89 mM Tris-Borat, 

2 mM EDTA, pH 8.3) hazırlanmış, mikrodalga fırında agaroz karışımı homojen 

görünüm alana kadar ısıtılmıştır. Karışım yeterli sıcaklığa kadar soğutulduktan 

sonra, son derişimi 0,5 µg/mL olacak şekilde etidyum bromür eklenmiş ve çözelti 

kabarcık oluşmamasına dikkat edilerek jel tepsisine dökülmüştür. Yükleme 

kuyularının oluşması için uygun tarak yerleştirilmiş, jelin katılaşması beklenmiş ve 

jel tankı TBE tamponu ile doldurulmuştur. Katılaşan jel, tarak çıkarıldıktan sonra, 

elektroforez haznesine yerleştirilmiştir. Yükleme tamponuyla karıştırılan DNA 

örnekleri ve DNA standardı jele yüklenmiştir. 100 V’da 45 dk koşturulan DNA, 

transillüminatör cihazının üstünde incelenmiş ve jel görüntüleme kabininde fotoğrafı 

çekilmiştir. 

 

3.2.2. DNA’nın agaroz jelden ekstraksiyonu 

Klonlama çalışmalarında kullanılacak gen DNA’sını içeren bantlar UV ışığı altında 

jelden kesilmiştir. Jel ekstraksiyon kiti ile DNA’nın agaroz jelden geri kazanımı üretici 

firmanın protokolüne göre gerçekleştirilmiştir. Bu protokole göre, öncelikle istenen 

DNA molekülünü içeren jel parçasına QG tamponu (5.5 M guanidine thiocyanate, 20 

mM Tris-HCl pH 6.6) eklenerek 65°C’de jelin çözünmesi sağlanmıştır. Eriyen jel 

üzerine PB tamponu (5 M Gu-HCl, 30% isopropanol) eklenerek, santrifüj kolonuna 

aktarılmış ve 13000 devir/dk hızında santrifüjlenmiştir. Daha sonra kolona PE 

tamponu (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 80% etanol) eklenerek yıkanmış, santrifüjlenmiş,  

elüent uzaklaştırılmış ve DNA, 35 µL elüsyon tamponu EB tamponu (10 mM Tris-Cl, 

pH 8.5) ile kolondan saflaştırılmıştır. Saflaştırılan DNA örnekleri daha sonraki 

adımlar için -20°C’de saklanmıştır. 
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3.2.3. Primer tasarımı 

Polimeraz zincir reaksiyonları (PZR) ile gen derişiminin arttırılabilmesi için gerekli 

olan primerlerin tasarımında dikkat edilmesi gereken noktalar aşağıda verilmiştir: 

 1. İdeal bir primer, 16-60 baz nükleotit uzunluğunda olmalıdır. 

2. Primerin toplam G ve C baz içeriği %40-60 arasında olmalıdır. 

3. Primerin 3’ ucu, bir ya da iki G veya C bazlarını içermelidir ve tasarlanan 

primerin özgül olabilmesi için  3’ ucunda üçten fazla G veya C bulunmamalıdır. 

4. “Saç tokası” (hairpin) oluşturmaması için, primer kendi içinde karşılıklı eşlenik 

baz dizileri içermemelidir (en fazla 8).   

5. Primer çiftleri, dimer oluşumuna neden olmayacak şekilde 8’den fazla birbirleri 

ile eşlenik baz içermemelidir.  

6. Primer çiftlerinin erime sıcaklık (Tm) değerleri birbirine denk veya aralarında en 

fazla 5°C’lik bir fark olmalıdır. 

 

Bu tez çalışmasında kullanılan primerler ve dizileri Çizelge 3.2’de gösterilmiştir. 

Tercih edilmeyen primer dimerlerinin oluşması, primerin kendini tamamlayıcı 

sekansları içerme olasılığı ve erime sıcaklığı gibi parametreler, ücretsiz web tabanlı 

bir yazılım ile kontrol edilmiştir. 

 
Çizelge 3.2. Çalışmada kullanılan primerler 

Primer Dizi (5’-> 3’) 

phaC-seq-F gatagttgatggataaacttgttcac 

SpeI-RBS-phaC-F atgactactagtaaggaggtgaatatacaatggcaattccttacgtgcaag 

SphI-Stop-Histag-

GGS-phaC-R 

atgatcgcatgcttagtgatggtgatggtgatgagaaccgcctttagagcgtttttct

agc 

phaC-seq-R cacagttctccgcaagaattg 
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SphI-Stop-Histag-

phaC-R 

atgtcagcatgcttagtgatggtgatggtgatgtttagagcgtttttctagc 

 

3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 

DNA dizisinin PZR ile çoğaltılması, termal döngü cihazında gerçekleştirilmiştir. 50 µL 

hacmindeki reaksiyon karışımı buz üzerinde hazırlanmış olup, içeriği aşağıda 

verilmiştir: 

 

10X PZR reaksiyon tamponu     : 5 μL 

dNTP (10 mM stok)                   : 1 μL 

İleri primer (5μM stok)               : 1 μL 

Geri primer (5μM stok)              : 1 μL 

Şablon DNA                               : 1 μL (~100 ng) 

Vent DNA polimeraz (1U μL-1)     : 1 μL 

     Steril dH2O                                : 40μL 

 

PZR işleminde gerekli döngü sayısı ve  sıcaklık değerleri Çizelge 3.3’de verilmiştir. 

Daha sonra, 10 μL PZR karışımı %1‘lik agaroz jelde analiz edilmiş, jelin görüntüsü 

alınmıştır. 

 

3.2.5. PZR sonrası DNA’nın saflaştırılması 

PZR sonrasında, PZR Saflaştırma Kiti ile üretici firmanın protokolüne göre 

primerlerin, nükleotidlerin, polimerazın ve tuzların uzaklaştırılması 

gerçekleştirilmiştir. 50 µL’lik EB tampon ile saflaştırılan DNA örneklerinin elüsyonu 

gerçekleştirilmiştir. 
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Çizelge 3.3. PZR reaksiyon parametreleri 

1 döngü T1 = 98°C 3 dakika 

 T1 = 98°C 30 saniye 

35 döngü T2 = 56°C-59.5°C  

(Her döngüde 0.1°C 

artarak) 

30 saniye 

 T3 = 72°C 70 saniye 

1 döngü T3 = 72°C 10 dakika 

1 döngü T4 = 8°C ∞ 

 

 

3.2.6. DNA’nın restriksiyon enzimleri ile kesimi 

Restriksiyon enzimleri (SpeI ve SphI-HF) ile kesme reaksiyonu için, mikrosantrifüj 

tüpünde hazırlanmış örnekler 37°C’de 1 sa ısıtıcı blokta tepkimeye bırakılmış ve 

ardından agaroz jelde koşturulmuştur. 

 

3.2.7. Kesim sonrasında DNA’nın saflaştırılması 

Restriksiyon enzimleriyle kesimden sonra, Jel Ekstraksiyon Kiti ile üretici firmanın 

protokolüne göre primerlerin, enzimlerin, tuzların ve nükleotidlerin ayrıştırılması 

işlemi gerçekleştirilmiştir. Protokolün sonunda saflaştırılmış DNA, 50 µL EB tamponu 

ile santrifüj kolonundan ayrılmıştır. 

 

3.2.8. Ekleme reaksiyonu (Ligasyon) 

Ligasyon reaksiyonunda kullanılan bileşenler Çizelge 3.4’de verilmiştir. 
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Çizelge 3.4. Ligasyon karışımı 

 L1 L2 L3 (Kontrol) 

10x Ligasyon tamponu (NEB Inc, ABD) 2 μL 2 μL 2 μL 

Gen (insert) DNA (1145-1196 bç) 6,6 μL 3,3 μL - 

İki kez kesilmiş vektör DNA (6547bç) 7,1 μL 7,1 μL 7,1 μL 

T4 DNA ligaz 1 μL 1 μL 1 μL 

Steril dH2O 3,3 μL 6,6 μL 9,9 μL 

 

𝑔𝑒𝑛 𝑚𝑖𝑘𝑡𝑎𝑟𝚤(𝑛𝑔) =  100 𝑛𝑔 𝑣𝑒𝑘𝑡ö𝑟 𝑥 
𝑔𝑒𝑛𝑖𝑛 𝑏ü𝑦ü𝑘𝑙üğü (𝑏ç)

𝑣𝑒𝑘𝑡ö𝑟ü𝑛 𝑏ü𝑦ü𝑘𝑙üğü (𝑏ç)
𝑥 

3

1
                                     (3.1) 

 

Gen miktarı yukarıda verilen eşitliğe göre belirlenmiştir (Eşitlik 3.1). Kontrol 

reaksiyonu ise gen (insert) DNA dışında yukarıda verilen diğer tüm maddeleri 

içerecek şekilde oluşturulmuştur. Ligasyon reaksiyonu 16 sa, 16°C’de 

gerçekleştirilmiş, daha sonra 65°C’de 20 dk tutularak reaksiyon durdurulmuştur. 

Ligasyon ürünü 0,45 µm’lik membran üzerinde damla-diyaliz yöntemiyle tuzdan 

arındırıldıktan sonra, 5 µL’si E. coli transformasyon reaksiyonunda kullanılmak üzere 

-20°C’de saklanmıştır. 

 

3.3. E. coli’nin CaCl2 metodu ile transformasyonu 

 

E. coli DH5α hücreleri, kimyasal-kompetan hücre olarak, plazmidin çoğaltılması için 

kullanılmıştır. Bunun için LB agar plakalara -86°C’de saklanan E. coli DH5α  

suşundan ekim yapılarak 37°C’de 16 sa inkübe edilmiştir. 6 mL LB ortamı içerisine 

plakalardan seçilen tekil bakteri kolonisi eklenerek çalkalayıcılı karıştırıcıda 

37°C,150 devir/dk karıştırma hızında 16 sa inkübe edilmiştir. Bu örnekten 5 mL LB 

ortamı içerisine 1:100 aşılama oranına göre 50 µL alınarak optik yoğunluk (OD600) 

değeri 0,3-0,4 olana kadar çalkalayıcılı karıştırıcıda inkübe edilmiştir. Daha sonra 

hücreler 3000xg, 4°C’de 5 dk santrifüj edilerek süpernatant uzaklaştırılmıştır. 

Hücreler 0,1 M CaCl2 ile resüspanse edilmiştir. Hücrelerin içine 100 ng plazmid 
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eklenmiş ve 30 dk buzda bekletilmiştir. Isıl şoklama ile, 42°C’de 90 sn, plazmid 

DNA’nın hücrelerin içine alımı sağlanmıştır. Buz üzerinde 5 dk bekletilen hücrelerin 

üzerine 400 µL SOC ortamı ilave edilmiş ve 37°C’de 45 dk, 200 devir/dk’da 

inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyondan sonra 100-150 µL transformasyon 

karışımı, seçici antibiyotik içeren katı ortama yayılmış ve 37°C’de 16 sa inkübe 

edilmiştir. 

 

3.4. DNA dizi analizi 

 

Sentezlenen plazmid dizisi, DNA dizi analizi için tasarlanmış primerler kullanılarak 

dizinlenmiştir (PRZ Biotech, Ankara).  Elde edilen veriler, ücretsiz yazılımlar (ApE-

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

kullanılarak analizlenmiştir. 

 

3.5. B. megaterium  protoplast transformasyonu 

 

Hücreler 5 mL LB ortamında 37°C, 200 devir/dk’da 1 gece çoğaltılmıştır. LB 

ortamında çoğaltılan mikroorganizmalardan 250 μL’si 25 mL Hyp besi ortamı içeren 

yeni ortama aktarılarak (1:100 aşılama oranı) OD600=0,8-1 değerine ulaşana kadar 

inkübe edilmiştir.  2600xg, 4°C’de 15 dk santrifüjlenerek ayrılmış hücreler 2,5 mL 

Hyp besi ortamı (Çizelge 3.5) içerisinde resüspanse hale getirilmiştir. Santrifüj 

işleminden sonra elde edilen hücre pelleti, Hyp besi ortamı ile hazırlanmış ve filtre 

sterilizasyonuna tabi tutulmuş lizozim çözeltisi (100 μL, 5 mg/mL) ile resüspanse 

edilerek, protoplast oluşumu için 37°C, 100 devir/dk karıştırma hızında 20 dk inkübe 

edilmiştir. Daha sonra protoplast hücreleri 30 dk buz içinde bekletilmiştir. 1400xg, 

4°C’de 10 dk santrifüjlenerek toplanan protoplast hücreleri 2,5 mL Hyp besi ortamı 

ile yıkanmıştır. Yıkama işlemi, fazla lizozimin uzaklaştırılabilmesi için üç defa tekrar 

edilmiştir. Yıkama işleminden sonra 500 μL protoplast süspansiyonu yeni bir deney 

tüpüne aktarılmış ve içerisine 50 μL plazmid DNA (3-5 μg) eklenmiştir. %35 PEG-P 

(MA=8000)  çözeltisi (1,5 mL) eklenmiş protoplast hücreler 37°C’de 2-4 dk inkübe 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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edilmiş, 4°C’de bekletilmiş 5 mL Hyp-besi ortamı ile seyreltilen hücreler 1400xg,     

4°C’de 4 dk santrifüjlenmiştir. Hücre pelleti 1 mL Hyp-besi ortamı ile tekrar 

resüspanse hale getirilerek 37°C, 100 devir/dk karıştırma hızında 2 sa inkübe 

edilmiştir. 100 μL ve 900 μL olarak ayrılan hücre süspansiyonları 7 mL %0,9 agar 

içeren Hyp besi ortamı-Agar çözeltisi ile karıştırılarak tetrasiklinli %1,7 agar içeren 

Hyp besi ortamı petri kabına dökülmüş ve 37°C’de 24 sa inkübe edilmiştir. Seçilen 

koloniler tekrar tetrasiklin antibiyotiği içeren LB agara ekilmiştir [217]. 

 

Çizelge 3.5. Hyp besi ortamı bileşenleri [217] 

Hyp besi ortamı (pH 7.5) Derişim (g/L) 

NH4Cl 1,0 

Tris bazı 12,0 

KCl 0,035 

NaCl 0,058 

MgSO4.7H2O 0,267 

MgCl2.6H2O 4,67 

Maya ekstraktı 0,6 

KH2PO4 0,136 

Sükroz 68,46 

Glikoz 2,0 

MnSO4 0,0002 

 

3.6. Rekombinant B. megaterium hücrelerinde PHA üretimi 

 

DNA dizini doğrulanmış rekombinant plazmidler, saflaştırılarak B. megaterium’a 

protoplast transformasyonu yöntemiyle aktarılmış, elde edilen çeşitli rekombinant B. 

megaterium suşları uzun süre depolanabilmesi için -86°C’de saklanmıştır.  

 
PHA üretimini arttıracak en uygun klonlar (Çizelge 3.1), LB ve uygun antibiyotik 

içeren ortama inoküle edilerek, 30°C, 200 devir/dk karıştırma hızındaki çalkalamalı 

karıştırıcıda bir gece bekletilerek çoğaltılmıştır. 1:100 aşılama oranına göre 

çoğaltılan bakteri kültüründen alınan 200 μL hücre, 20 mL LB ve uygun antibiyotikli 

ortama eklenmiştir. Pozitif kontrol olarak seçilen doğal fenotip B. megaterium NRRL 
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B-14308 ve MS941 mikroorganizmalarında antibiyotik kullanılmamıştır. OD600=0,8’e 

ulaşan bakteri kültüründen, 1:100 aşılama oranı ile 250 mL’lik erlenlerde bulunan 

40 mL hacmindeki minimal besi ortamına aşılanmış, 30°C, 200 devir/dk karıştırma 

hızındaki çalkalayıcıda 66 sa süreyle hücreler inkübe edilmiştir. Rekombinant phaC 

gen ekspresyonunu gerçekleştirmek için OD600=0,3-0,4’e geldiğinde çoğalma 

ortamına %0,5 ksiloz çözeltisi eklenerek indüksiyon gerçekleştirilmiştir. Hücre 

derişimini incelemek için ksiloz indüksiyonundan sonra belirli zaman aralıklarında 

örnekler alınarak optik yoğunluk (OD600) ölçümleri gerçekleştirilmiştir. 

 

3.7.  Rekombinant protein analizi 

 

3.7.1. Bradford yöntemi  

Rekombinant B. megaterium suşlarından PHA üretimi çalışmalarında ksiloz 

indüksiyonundan sonra belirli saatlerde alınan örneklerdeki toplam protein ve 

rekombinant protein miktarlarını belirlemek amacıyla kolorimetrik bir metot olan 

Bradford Yöntemi kullanılmıştır [218]. Bu yöntemde, protein konsantrasyonları 

standart olarak saf sığır serum albümin proteini (BSA) ve Bradford reaktifi 

kullanılarak üretici firmanın protokolüne göre iki tekrar şeklinde 595 nm dalga 

boyunda spektrofotometrik okuyucu ile belirlenmiştir. Çalışmada temel alınan BSA 

protein standart eğrisi EK-2’de verilmiştir. 

 

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

western blotlama 

Protein konsantrasyonu belirlenmiş PhaC protein örneklerini moleküler 

büyüklüklerine göre ayırmak amacıyla sodyum dodesil sülfat poliakrilamit jel 

elektroforezi (SDS-PAGE) yapılmıştır. Ayrım yapılacak proteinin moleküler 

büyüklüğüne göre hazırlanması gereken jel yüzdesi ve formülasyonu değişkenlik 

göstermektedir. B. megaterium PhaC proteini 42,5 kDa büyüklüğünde olması 

sebebiyle %12’lik SDS-PAGE jeli hazırlanmıştır. SDS-PAGE analizinde protein 

merdiveni varlığında jel üzerinde koşturulan her bir proteinin ve alt ünitelerinin jelde 
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tek bant oluşturacak şekilde moleküler büyüklüklerine göre ayrımı 

gerçekleştirilmektedir. Ayrılan proteinler, Coomassie Brilliant Blue boyası ile 

boyanmış ve GelDoc EZ görüntüleme sisteminde görselleştirilmiştir. Örneklerin 

SDS-PAGE jelinde yürütülmesinden sonra, rekombinant proteinin yürütülen 

örneklerdeki varlığını belirleyebilmek için western blotlama analizi 

gerçekleştirilmiştir. Bu kapsamda, yürütülen jeldeki PhaC proteinleri PVDF 

membranlarına 50 V’da 3 sa süreyle transfer edilmiş, oda sıcaklığında bloke edici 

reaktif ile bloklanmış ve %1 BSA-PBST çözeltisi içerisindeki anti-His (1:1000) ve 

ardından anti-rabbit-HRP (1:2500) antikorları ile inkübe edilmiştir. Son olarak elde 

edilen immünoreaktif bantlar, üretici firmanın protokolüne uygun şekilde Opti-4CN 

kolorimetrik kit kullanılarak görüntüleme sisteminde görselleştirilmiştir [182]. 

 

3.8. PHA üretiminde kullanılan mikroorganizma, besi ortamı ve çoğalma 
koşulları 

 

-86°C’de stokları saklanan B. megaterium suşu, LB ortamına inoküle edilerek, 37°C, 

200 devir/dk karıştırma hızındaki çalkalamalı karıştırıcıda 16 sa çoğaltılmıştır. 1:100 

aşılama oranına göre çoğaltılan bakteri kültüründen alınan 400 μL hücre, 40 mL LB 

ortamına eklenmiştir. Büyük ölçekli üretimde kullanılacak hücrelerin çoğalma 

evresinin logaritmik fazda olması için belirli saatlerde optik yoğunluk (OD600) 

ölçümleri alınmıştır. OD600=0,8’e ulaşan bakteri kültüründen, 1:100 aşılama oranı ile 

250 mL’lik erlenlerde bulunan 50 mL hacmindeki minimal besi ortamına aşılanmış; 

37°C, 200 devir/dk karıştırma hızındaki çalkalayıcıda 48-66 sa süreyle hücreler 

inkübe edilmiştir. Minimal besi ortamı (pH 7.0); 10 g/L glikoz, 1 g/L (NH4)2SO4, 0,2 

g/L MgSO4.7H2O, 3,6 g/L KH2PO4, 7,2 g/L Na2HPO4.2H2O ve 1 mL/L iz element 

çözeltisinden oluşmaktadır. İz element çözeltisi; 5 g/L FeSO4.7H2O, 0,03 g/L 

MnSO4.5H2O, 0,1 g/L ZnSO4.7H2O, 0,025 g/L CuSO4.5H2O, 0,015 g/L CaCl2, 0,12 

g/L H3BO3, 0,03 g/L Na2MoO4.2H2O, 0,2 g/L CoCl2.6H2O ve 0,03 g/L NiSO4.6H2O 

içermektedir. Hücre derişimi, belirli saatlerde alınan örneklerin 1xPBS çözeltisi ile 

seyreltilmesiyle 600 nm dalga boyundaki UV-görünür spektrofotometrede optik 

yoğunluğunun (OD600) ölçülmesiyle hesaplanmıştır.  
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3.8.1. PHA üretiminde kullanılan minimal besi ortamı optimizasyonu 

Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 suşları ile orbital 

çalkalamalı biyoreaktörlerde üretim ortamının optimizasyonu gerçekleştirilmiştir. 

Çizelge 3.6’ da verilen değişik minimal besi ortamlarında ve verilen çoğalma 

koşullarında PHA üretimi gerçekleştirilmiş ve hücre derişimini incelemek için belirli 

zaman aralıklarında örnekler alınarak, optik yoğunluk (OD600nm) ölçümleri 

gerçekleştirilmiştir.  

 

Çizelge 3.6. Farklı minimal besi ortamı bileşenleri 

 Derişim (g/L) 

Bileşen MM-

PK 

[136] 

MM-1 MM-2 MM-3 MM-4 MM-5 MM-6 MM-7 MM-8 

Glikoz 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

(NH4)2SO4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

MgSO4.7H2O 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 

Na2HPO4.2H2O 7,2 7,2 6 7,2 6 7,2 6 6 7,2 

Bileşen İzelement Çözeltisindeki Derişim (g/L) 

FeSO4.7H2O 5 5 5 10 5 10 10 10 5 

MnSO4.5H2O 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 

ZnSO4.7H2O 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

CuSO4.5H2O 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 0,025 

CaCl2 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 

H3BO3 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 0,12 

Na2MoO4.2H2O 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 

CoCl2.6H2O 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

NiSO4.6H2O 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 

İzelement 

çözeltisinden 

eklenen miktar 

(mL/L) 

1  1  1  1  1  1  1  1  2  
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3.8.2.  C/N molar derişim oranının PHA üretimine etkisi 

B. megaterium NRRL B-14308 suşu ile orbital çalkalamalı biyoreaktörde PHA 

üretiminde, tanımlanmış minimal besi ortamında farklı C/N molar derişim oranlarının 

etkisi glikoz derişimini sabit tutularak, farklı amonyum sülfat derişimlerinde (10, 20, 

40, 60, 80 ve ∞ (N-içermeyen)) incelenmiştir. “N-içermeyen” durum için besi 

ortamına amonyum sülfat eklenmemiştir. B. megaterium NRRL B-14308 

mikroorganizması yukarıda ifade edilen PHA üretiminde kullanılan hücre çoğalma 

koşulları ve aynı aşılama oranında 250 mL’lik erlenlerde bulunan 50 mL hacmindeki 

farklı C/N molar derişim oranlarındaki minimal besi ortamına aşılanmış; 37°C, 200 

devir/dk karıştırma hızındaki çalkalayıcıda 66 sa süreyle inkübe edilmiştir. Hücre 

derişimini incelemek için belirli zaman aralıklarında örnekler alınarak optik yoğunluk 

(OD600nm) ölçümleri gerçekleştirilmiştir. 

 

3.8.3. Biyoreaktörde çözünmüş oksijen derişiminin (% DO) PHA üretimine 

etkisi ve oksijen transfer parametrelerinin belirlenmesi 

 

B. megaterium NRRL B-14308 suşu ile PHA üretiminde farklı çözünmüş oksijen 

derişiminin (% DO) etkisini incelemek için fermantasyon çalışmaları, 300 mL çalışma 

hacmindeki 500 mL otoklavlanabilir tezgah üstü laboratuvar ölçekli biyoreaktörde 

gerçekleştirilmiştir. PHA üretim ortamı ile birlikte pH ve DO probları 121°C’de 20 dk 

sterilizasyona tabii tutulmuştur. Sterilizasyon işleminden sonra sıcaklık, pH ve DO 

probları biyoreaktör kontrol ünitesine bağlanmıştır. OD600=0,8-1’e ulaşan bakteri 

kültüründen, %5 (hacim/hacim) aşılama oranı ile biyoreaktördeki minimal besi 

ortamına aşılanmış; 37°C, pH 7.0 ve 300 devir/dk karıştırma hızındaki biyoreaktörde 

farklı %DO (%10, %20 ve %30) değerlerinde 66 saat inkübe edilmiştir. 

 
Farklı %DO değerlerinde oksijen transfer karakteristikleri dinamik yöntem ile 

belirlenmiştir. İlk olarak laboratuvar ölçekli biyoreaktörde mikroorganizmanın üretim 

ortamına aşılanmasından önce fiziksel kütle aktarım katsayısı (kLa0) dinamik 

yöntemle [219] belirlenmiştir. Mikroorganizmanın üretim ortamına aşılanmasından 
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sonra belirli zaman aralıklarında dinamik yöntemle oksijen transfer deneyleri 

gerçekleştirilmiştir. Bu deneylerde ilk önce hava girişi tamamen kesilerek, yüzey 

havalandırmasının etkisini azaltmak için de karıştırma hızı 100 devir/dk’ya 

düşürülmüştür. Daha sonra tekrar hava girişi sağlanarak, istenilen  %DO değerinde 

yatışkın duruma gelmesi sağlanmıştır. 

 

3.9. Biyoreaktörde yarı kesikli besleme ile PHA üretimi 

 

Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 suşları ile PHA 

üretiminde yarı kesikli fermantasyon çalışmaları yine tezgah üstü laboratuvar ölçekli 

biyoreaktörde gerçekleştirilmiştir. OD600=0,8-1’e ulaşan bakteri kültüründen, %5 

(hacim/hacim) aşılama oranı ile biyoreaktördeki minimal besi ortamına aşılanmış; 

37°C, pH 7.0 ve 300 devir/dk karıştırma hızındaki biyoreaktörde t=42 sa’dan sonra 

3 farklı çoğalma hızında (µ=0,05; µ=0,075 ve µ=0,1 sa-1) substrat beslemesi 

gerçekleştirilerek 66 saat inkübe edilmiştir. 

 

3.10.  PHA üretim miktarının Nile red floresan spektroskopisi ile tayini 

 

B. megaterium NRRL B-14308 suşu ile PHA üretiminde inkübasyon süresince, 

minimal besi ortamından belirli zaman aralıklarında alınan hücrelerin PHA birikimleri; 

Nile red ile boyama işleminden sonra floresan spektroskopisinde analiz edilmiştir. 

Fermantasyon sonucunda santrifüj işlemi ile çöktürülen hücreler -86°C’de 

saklanmıştır. Daha sonra bu hücreler 1xPBS çözeltisi ile tekrar süspanse hale 

getirilerek santrifüjlenmiş ve süpernatant atılmıştır. 1 µg/mL derişiminde Nile red-

PBS çözeltisi ile hücreler tekrar süspansiyon haline getirilmiş, çözeltinin hücrelere 

nüfuz edebilmesi için oda sıcaklığında, karanlık ortamda 120 dk inkübe edilmiştir.  

12000xg’de 10 dk santrifüj edilerek süpernatant atılmış, fazla boyanın 

uzaklaştırılması için hücreler 3 defa 1xPBS çözeltisi ile yıkanmıştır. Distile su ile 

hacmi 3 mL’ye tamamlanan hücreler, 535 nm eksitasyon ve 605 nm emisyon dalga 

boyunda floresan spektrofotometrede analiz edilmiştir. 
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3.11.  DNS yöntemi ile artık glikoz miktar tayini 

 

Laboratuvar ölçekli biyoreaktörde ve orbital çalkalamalı biyoreaktörde fermantasyon 

süresince şeker (glikoz) tüketimi 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) kullanılarak modifiye 

DNS yöntemi [220] ile belirlenmiştir. DNS yöntemi, temel olarak 40 μL örnek ya da 

glikoz standardı içeren 96 kuyulu mikrotiter plakalarda gerçekleştirilmiştir. 

Reaksiyon; 40 μL örnek üzerine 80 μL DNS reaktifi eklenerek PZR cihazında 

95°C’de 5 dk kaynatılarak gerçekleştirilmiştir. Daha sonra 100 μL’lik karışım üzerine 

200 μL distile su eklenerek spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda absorbans 

değerleri ölçülmüştür. 

 

3.12.  PHA ekstraksiyonu 

 

PHA granülleri ekstraksiyon işleminin etkinliği arttırmak için liyofilizasyon, etanol/ısıl 

işlem, mikrodalga yardımı ile kurutma gibi dehidrasyon teknikleri [136] ve toz haline 

getirme gibi ön işlemlere tabii tutulmuştur. Dehidrasyon teknikleri ile kurutulan ve toz 

haline getirilen hücreler; kloroformun hücre içerisine daha iyi nüfuz edebilmesini 

sağlamak için %100 EtOH çözeltisi ile yıkanmıştır.  Daha sonra hücreler 10000xg’de 

10 dk süreyle santrifüj edilmiş ve süpernatant ortamdan uzaklaştırılmıştır. Santrifüj 

işleminden sonra elde edilen pelletler üzerine 5 mL kloroform eklenerek 200 dev/dk, 

30°C’de 24 sa süreyle çalkalamalı inkübatörde bekletilmiştir. Hücre-kloroform 

karışımı 0,22 μm şırınga ile filtre edilmiş ve üzerine 10 kat soğuk metanol eklenmiştir  

(metanol: kloroform= 9:1). Çöktürülen PHA polimerleri filtre edilerek çözeltiden 

uzaklaştırılmış ve biyoplastik içeren örnek 55°C etüvde kurutulmuştur. 

 

3.13.  PHA karakterizasyonu 

 

3.13.1. Fourier dönüşüm kızılötesi spektroskopisi (FTIR) 

Çözücü ekstraksiyonu ile saflaştırılan PHA örneklerinin yapısal özelliklerinin 

belirlenmesi amacıyla Fourier dönüşüm kızılötesi spektroskopisi analizi H.Ü. Kimya 
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Mühendisliği Bölümü Merkezi Araştırma Laboratuvarı’nda 4000-400 cm-1 spektral 

aralığında gerçekleştirilmiştir. 

 

3.13.2. Termogravimetrik analiz (TGA) 

5-10 mg saflaştırılmış PHA örneklerinin TGA analizi, H.Ü. Kimya Mühendisliği 

Bölümü Merkezi Araştırma Laboratuvarı’nda inert azot gazı akışı altında, 500°C 

sıcaklığa kadar 10°C/dk ısıtma hızı ile gerçekleştirilmiştir. TGA analizi sonucunda 

elde edilen termogramlar (termal bozunma eğrileri) ile PHA örneklerinin termal 

bozunma sıcaklıkları ve kütle kayıpları belirlenmiştir. 

 
3.13.3. Diferansiyel taramalı kalorimetre (DSC) 

5-10 mg saflaştırılmış PHA örneklerinin DSC analizi, H.Ü. Kimya Mühendisliği 

Bölümü Merkezi Araştırma Laboratuvarı’nda inert azot gazı akışı altında -30°C’den 

200°C sıcaklığa kadar 10°C/dk ile ısıtma, 200°C’den -30°C sıcaklığa kadar 10°C/dk 

ile soğutma ve daha sonra da 200°C sıcaklığa kadar 10°C/dk ısıtma ile 

gerçekleştirilmiştir. DSC analizi sonucunda elde edilen eğriler ile PHA örneklerinin 

erime sıcaklığı (Tm), kristallenme sıcaklığı (Tc) ve camsı geçiş sıcaklığı (Tg) 

değerleri belirlenmiştir. 

 
3.13.4.  1H-NMR  

Çözücü ekstraksiyonu ile saflaştırılan PHA örneklerinin yapısal özelliklerinin 

belirlenmesi amacıyla 20 mg saflaştırılmış PHA örneklerinin 1H-NMR analizi, 

25°C’de Hacettepe Üniversitesi Kimya Bölümü NMR Laboratuvarı’nda 

gerçekleştirilmiştir. 

3.13.5.  Gaz kromatografisi analizi (GC-FID) 

Liyofilize hücrelerin polyester yapısı ve polimer içeriğinin belirlenmesi amacıyla      

10-15 mg liyofilize hücre örnekleri, 2 mL kloroform çözeltisi ve hacimce %3 H2SO4 

içeren 2 mL asitleştirilmiş metanol, vida kapaklı deney tüpünde 100°C’de 4 sa 

metanoliz reaksiyonuna girmiştir. PHA polimerleri oda sıcaklığına soğutulduktan 
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sonra örneklere 1 mL distile su ilave edilerek reaksiyon karışımında faz ayrımı 

gözlenmiştir. 2 L organik faz, Agilent Technologies 6890 N GC gaz 

kromatografisinde analiz edilmiştir. Gaz kromatografisi yönteminin doğruluğu ve 

tekrarlanabilirliğini arttırmak için iç standart olarak metil benzoat çözeltisi 

kullanılmıştır. Gaz kromatografisi analizi 25 m x 0.32 mm x 0.25 µm ölçülerindeki 

HP-5 kapiler kolonda ve alev iyonizasyon dedektörü (FID) ile donatılmış Agilent 

Technologies 6890 N GC gaz kromatografisinde gerçekleştirilmiştir. Taşıyıcı gaz 

olarak 1 mL/dk akış hızında Helyum gazı kullanılmıştır. Gaz kromatografisi enjektör 

ve dedektör sıcaklıkları 300°C olup, fırın sıcaklığı ilk olarak 50°C den 5°C/dk ısıtma 

hızı 100°C ye daha sonra da 20°C/dk ısıtma hızı ile 300°C ye ısıtılmış ve 300°C’de 

5 dk bekletilmiştir. 

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

Liyofilize hücrelerin veya çözücü ekstraksiyonu ile saflaştırılan PHA örneklerinin 

polyester yapısı ve polimer içeriğinin belirlenmesi amacıyla 10-15 mg liyofilize hücre 

veya saflaştırılmış PHA örnekleri, 2 mL kloroform çözeltisi ve hacimce %3 H2SO4 

içeren 2 mL asitleştirilmiş metanol, vida kapaklı deney tüpünde 100°C’de 4 sa 

metanoliz reaksiyonuna girmiştir. PHA polimerleri oda sıcaklığına soğutulduktan 

sonra örneklere 1 mL distile su ilave edilerek reaksiyon karışımında faz ayrımı 

gözlenmiştir. 2 L organik faz, Agilent Technologies 6890 N GC gaz kromatografisi, 

Agilent Technologies 5975B Inert XL EI-CI-MSD kütle spektroskopisinde analiz 

edilmiştir. Gaz kromatografisi-kütle spektroskopisi yönteminin doğruluğu ve 

tekrarlanabilirliğini arttırmak için iç standart olarak metil benzoat çözeltisi 

kullanılmıştır. 

 

3.14.  B. megaterium genom ölçekli metabolik model rekonstrüksiyonu ve akı 
denge analizi (FBA) 

 

Bu çalışmada, rekonstrüksiyon şablonu olarak B. megaterium DSM 319 suşu için 

oluşturulmuş iJA1121 modeli [212] temel alınmıştır. iJA1121 modeli, 1121 gen, 1709 
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reaksiyon ve 1349 metabolitten oluşmaktadır. B. megaterium NRRL B-14308 suşu 

için taslak metabolik ağ, temel alınan iJA1121 modeli üzerine KEGG, MetaCyc, 

UniProt, BioCyc biyokimyasal veri tabanları kapsamlı ve detaylı bir şekilde taranmış 

ve B. megaterium genomunda bulunan ancak modelde yer almayan 7 gen, 7 

reaksiyon ve 6 metabolit manuel bir şekilde eklenmiş ve düzenlenmiştir. Daha sonra, 

oluşturulan taslak metabolik ağ, COBRA Toolbox kullanılarak hesaplamalı forma 

dönüştürülmüştür [221]. Yarı kesikli besleme sisteminde kullanılan glikoz ve oksijen 

değerlerinde hücre çoğalması gibi fizyolojik özellikler, oluşturulan genom ölçekli 

metabolik model üzerinde akı denge analizi algoritması kullanılarak incelenmiştir 

[201]. 

 

Oluşturulan metabolik ağ, öncelikle MATLAB R2020b’de stokiyometrik matris 

formuna dönüştürülmüş, tüm model simülasyonları MATLAB R2020b’de 

gerçekleştirilmiş ve FBA, Gurobi Solver 9.0 ile birlikte COBRA Toolbox kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Hücre çoğalması simülasyonu için, biyokütle denklemi, PHA 

üretimi için PHA sentez reaksiyonu amaç fonksiyon olarak belirlenmiştir. 

 

FBA, hücre çoğalması sırasında metabolit birikiminin olmadığını varsayarak 

(dC/dt  = 0), hücresel veya metabolitsel bir hedef belirleyerek çoğalma veya üretim 

hızını optimize etmeyi amaçlamaktadır. Amaç fonksiyonu olarak kullanılan biyokütle 

denklemi, hücre kuru ağırlığındaki bileşenlerin ağırlıklı oranını temsil edecek şekilde 

evrimsel varsayıma dayanılarak oluşturulmuştur. Çalışmada biyokütle denklemi 

olarak iJA1121 metabolik modelinin biyokütle reaksiyonu kullanılmıştır. 
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4. BULGULAR VE TARTIŞMA 

 

4.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile phaC geninin çoğaltılması 

 

Bacillus megaterium NRRL-B 14308 suşundan phaC geninin çoğaltılması ve 

plazmidlere (B. megaterium pC-HIS1623hp) klonlanması için tasarlanan primerler 

Çizelge 3.2’de verilmiştir. Primer tasarım kurallarına dikkat edilerek tasarlanan 

primerlerin erime sıcaklıkları ve uzunlukları Çizelge 4.1’de verilmiştir. 

 
Çizelge 4.1. Primerlerin erime sıcaklıkları ve uzunlukları 

Primer Adı Tm (°C) Uzunluğu (bç) 

phaC-seq-F 52,2 26 

SpeI-RBS-phaC-F 64 51 

SphI-Stop-Histag-GGS-phaC-R 68,7 61 

phaC-seq-R 54,3 21 

SphI-Stop-Histag-phaC-R 65,6 52 

 

 

PhaC geni, yukarıda özellikleri belirtilen primerler ile, bileşenleri ve reaksiyon 

parametreleri Çizelge 3.3’de verilen PZR reaksiyonlarında çoğaltılmıştır. PZR 

ürünlerinin uzunlukları agaroz jelde yürütüldükten sonra UV-transilluminatörde 

kontrol edilmiştir (Şekil 4.1). Doğrulanan bantlar jelden kesilip saflaştırılmıştır. DNA 

derişimi mikro hacimli spektrofotometre ile belirlenmiş, sonraki adımlara uygun 

derişimde elde edilen PZR ürünü 4°C’de saklanmıştır. 
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Şekil 4.1.  phaC gen kaseti (insert DNA)’nin SpeI ve SphI-HF restriksiyon enzimleri   

ile kesildikten sonra agaroz jel elektroforezdeki görüntüsü. M: 100 bç DNA 

moleküler ağırlık standardı; 1: GGS bağlayıcı (linker) peptidi kodlayan 

sekansı içeren gen kaseti (1145 bç). 

 
4.2.  Vektör ve gen kasetlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi 

 

PZR ile çoğaltılan gen kaseti ve vektörler, tasarıma uygun kesme enzimleri ile (SpeI 

ve SpHI-HF) kesilmiştir. Vektörün kesme reaksiyonuna, ligasyon sırasında plazmid 

DNA’nın kendi kendine kapanmasını önlemek için 5’ ucundaki fosfat grupları 

uzaklaştıran alkalin fosfataz enzimi (CIAP)  eklenmiştir. Elde edilen DNA parçaları 

agaroz jelde yürütülerek, boyutlarının doğruluğu kanıtlanmıştır (Şekil 4.2). Beklenen 

DNA büyüklükleri Çizelge 4.2’de verilmiştir.  

 
Şekil 4.2, pC-HIS1623hp vektörü ve phaC gen kasetlerinin restriksiyon enzimleri ile 

kesimi sonrası agaroz jel elektroforezi görüntüsünü göstermektedir. Klonlamada 

kullanılacak olan (SpeI ve SphI-HF ile) kesilmiş pC-HIS1623hp vektöründen 

beklenilen boyutta (6547 bç) bant elde edilmiştir. Klonlamada kullanılacak olan 

bantlar jelden kesilerek, jel ekstraksiyon kiti ile klonlamada kullanılacak bantlar 

saflaştırılmıştır. Nanodrop ile derişimleri belirlenmiş ve vektör ile gen, yeterli 
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derişimde elde edilmiştir. Ayrıca, vektör her iki enzimle teker teker de kesilerek 

kontrol edilmiştir. 

SpeI ve SphI restriksiyon enzim konumlarından sırasıyla kesilerek, yapışkan uçlu 

hale getirilen gen kasetleri, aynı restriksiyon enzimleri ile kesilmiş pC-HIS1623hp 

plazmid vektörüne T4 DNA ligaz enzimi katalizörlüğünde klonlanmıştır. Ligasyon 

ürünü tuzdan arındırıldıktan sonra -20°C’de saklanmış ve 5 µL’si E. coli’nin CaCl2 

metodu ile transformasyonunda kullanılmıştır. Ligasyon ürünleri Çizelge 4.3’te 

verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.2. pC-HIS1623hp vektörünün SpeI ve SphI restriksiyon enzimleri ile teker 

teker kesilmesinden sonra agaroz jel elektroforezi görüntüsü. M: 1 kb 

DNA ladder. 1: SpeI ile kesilmiş pC-HIS1623hp vektör görüntüsü. 2: SphI 

ile kesilmiş pC-HIS1623hp vektör görüntüsü.   
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Çizelge 4.2. Kesme reaksiyonu 

Reaksiyon No. Vektör 

İleri 

Kesme 

Enzimi 

Geri 

Kesme 

Enzimi 

Boyut 

D1 

SpeI-RBS-start-phaC-

GGS-6xHistag-stop-

SphI 

SpeI SphI 1145 bç 

D2 
SpeI-RBS-start-phaC-

6xHistag-stop-SphI 
SpeI SphI 1196 bç 

D3 pC-HIS1623hp SpeI SphI 6547 bç 

 

 

Çizelge 4.3. Ligasyon ürünleri 

Ligasyon # L1 L2 L3 

Ligasyonda 

kullanılan 

kesme 

ürünleri 

D1-D3 D2-D3 D3 

Ürün 

pC-HIS1623hp- SpeI-

RBS-start-phaC-GGS-

6xHistag-stop-SphI 

pC-HIS1623hp- SpeI-

RBS-start-phaC-

6xHistag-stop-SphI 

pC-HIS1623hp 

Ürün boyutu 7692 bç 7743 bç 6547bç 

 

4.3. Rekombinant plazmidlerin E. coli’ye aktarılması 

 

Tuzlarından arındırılan ligasyon ürünleri, E. coli DH5α suşuna CaCl2 yöntemi ile 

aktarılmış, E. coli hücreleri, pC-HIS1623hp plazmidi için ampisilin antibiyotiği içeren 

katı LB agar ortamında çoğaltılmıştır. Ertesi gün beliren kolonilerden, antibiyotik 

içeren kültürlerin inoküle edilmesinden sonra rekombinant plazmidler saflaştırılmış, 

restriksiyon enzimleri ile kesim işlemi klonlamanın başarılı olup olmadığını 

belirlemek amacıyla uygulanmıştır. Restriksiyon enzimleri ile kesilmiş plazmidlerin 

agaroz jel elektroforez görüntüsü alınmış olup beklenen büyüklüklerde DNA 
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molekülü gözlenmesi (Şekil 4.3) ve DNA dizi analiziyle (Ek 3-6)  klonlamanın 

başarıyla gerçekleştiği kanıtlanmıştır. Ayrıca ligasyon sonucunda, yalnızca vektörü 

içeren kontrole kıyasla, rekombinant vektörü içeren örnekler 5-kat daha fazla koloni 

içermektedir. 

  

 

Şekil 4.3. Restriksiyon enzimleri ile kesilmiş rekombinant pC-HIS1623hp 

plazmidlerinin agaroz jel elektroforezi görüntüsü. 1: 1 kb DNA 

moleküler ağırlık standardı. 4: Seçilen L1 plazmidi 6: Seçilen L2 

plazmidi. 

 

4.4. Rekombinant B. megaterium hücrelerinde PHA üretimi 

 

PHA-sentaz (PhaC) enzimini üretmek üzere tasarlanan ve sentezlenen DNA dizini 

doğrulanmış rekombinant plazmidler, saflaştırılarak B. megaterium’a protoplast 

transformasyonu yöntemiyle aktarılmış, elde edilen çeşitli rekombinant B. 

megaterium suşları uzun süre depolanabilmesi için -86°C’de saklanmıştır. Kontrol 
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grubu olarak kullanılmak üzere, boş plazmidi taşıyan B. megaterium suşu da aynı 

şekilde elde edilmiş ve depolanmıştır.  

 
PHA üretimini arttıracak en uygun klonun seçimi için, suşların çoğalma hızları ve 

PHA üretim kapasiteleri kıyaslanmıştır. DNA dizisi doğrulanmış rekombinant klonlar 

(Çizelge 4.4) ile PHA üretimini arttıracak en uygun klonun seçimi çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir.  

 
Bu kapsamda, rekombinant mikroorganizmalar, orbital çalkalamalı biyoreaktörlerde 

ve tanımlanmış besi ortamında çoğaltılmış ve PHA üretim kapasiteleri Nile red ile 

boyama sonrası floresan spektroskopisinde kıyaslanmıştır (Şekil 4.4). B. 

megaterium NRRL B-14308 (doğal fenotip), B. megaterium MS941 (doğal fenotip), 

B. megaterium NRRL B-L1 ve MS941-L1 suşları tanımlanmış minimal besi 

ortamında PHA üretim çalışmalarında kullanılacak en uygun klonlar olarak 

belirlenmiştir. L1 grubu suşların seçilmiş olması, tasarım aşamasında GGS amino 

asitlerinden oluşan ve 6xHis peptidini PhaC proteinine bağlayan serbest 

konformasyondaki peptidin, rekombinant proteinin yapısına eklenmesi ile PhaC 

enziminin aktivitesini olumsuz yönde etkilemediğini göstermektedir. Bu iki peptidin 

eklenmesi ile enzim aktivitesinde bir artış beklenmemektedir. 

Çizelge 4.4. DNA dizini doğrulanmış rekombinant klonlar 

DNA dizini doğrulanmış rekombinant klonlar 

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

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

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

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

5. B. megaterium MS941-pCHIS 

6. B. megaterium NRRL B-pCHIS 

7. B. megaterium NRRL B-14308 (doğal fenotip) 

8. B. megaterium MS941 (doğal fenotip) 
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Şekil 4.4.  DNA dizini doğrulanmış rekombinant B. megaterium suşlarının Nile red 

ile boyama sonrası floresan spektroskopisi deney verileri. Nile red boyası 

spesifik olarak hücre içi lipidleri boyamakta olup, floresan yoğunluğu 

üretilen PHA ile doğru orantılıdır. 

 
 
İndükleyici derişimi, rekombinant protein üretiminde en önemli parametrelerden 

birisidir. Rekombinant gen ekspresyonunda kullanılan pC-HIS1623hp plazmidi ksiloz 

indüksiyon bölgesine sahiptir. Bu çalışmada, PHA üretimini arttıracak rekombinant 

phaC gen ekspresyonunu gerçekleştirmek için OD600=0,3-0,4’e geldiğinde çoğalma 

ortamına %0,25, %0,5 ve %1 ksiloz çözeltisi (ağırlık/hacim) eklenerek indüksiyon 

gerçekleştirilmiştir. İndükleyici derişiminin PHA üretimine olan etkisini incelemek 

amacıyla orbital çalkalamalı biyoreaktörlerde fermantasyon işlemi sonucunda 

çöktürülen hücreler, Nile red ile boyama sonrası floresan spektroskopisi ile 

kıyaslanmıştır. PHA üretiminde kullanılmak üzere B. megaterium NRRL B-14308 ve 

MS941 doğal fenotip suşlarının yanı sıra gen klonlama sonucunda elde edilen B. 

megaterium NRRL B-L1 ve B. megaterium MS941-L1 suşları PHA üretim 
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kapasiteleri açısından kıyaslanmıştır (Şekil 4.5). B. megaterium MS941 suşları 

indükleme ile PHA üretiminde %9 luk bir artış gösterirken, NRRL B suşları ise 

%12,5’lik bir artış göstermiştir. Aktarılan gen sayesinde gözlemlenen bu anlamlı artış 

sonucunda NRRL B suşları ile üretimlere devam edilmesine karar verilmiştir. 

 

 

Şekil 4.5. Çeşitli ksiloz indüksiyon derişimlerinde Nile red ile boyama sonrası 

floresan spektrofotometre ölçüm değerleri. 

 

Rekombinant B. megaterium hücrelerinde ksiloz indüksiyonundan sonra belirli 

zaman aralıklarında örnekler alınarak hücre derişimleri belirlenmiştir (Şekil 4.6). Aynı 

derişimde indüklenen suşlar kıyaslandığında, NRRL B suşlarında yaklaşık %20 

daha fazla hücre elde edilmiş, ksilozun PHA üretimi ve hücre çoğalmasına etkileri 

birlikte değerlendirildiğinde, %0,5 ksiloz ile indüklemenin en uygun koşul olduğu 

tespit edilmiştir. 
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Şekil 4.6. Rekombinant B. megaterium bakteriyel hücrelerinin üretim ortamındaki 

hücre derişimi değerleri 

 

4.5.  Bacillus megaterium’da rekombinant PhaC protein ekspresyonu 

 

Rekombinant B. megaterium hücrelerinde %0,5 ksiloz indüksiyonundan sonra belirli 

zaman aralıklarında örnekler alınmış, santrifüjlenmiş, hücre pelleti ve süpernatant 

birbirinden ayrılmıştır. Hücre pelleti ile sonikasyon işleminden sonra SDS-PAGE ve 

Western Blotlama analizleri gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.7). Yaklaşık 42.5 kDa’da 

görülen protein bandı, phaC geninin rekombinant B. megaterium hücrelerinde 

ekspres edildiğini göstermektedir. 
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Şekil 4.7. Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium hücrelerinde rekombinant 

PhaC proteini analizi. Sol panel: SDS-PAGE; sağ panel: anti-His antikoru 

ile Western Blot. 

 

4.6. PHA ekstraksiyonu ve çeşitli dehidrasyon tekniklerinin PHA üretimine 
etkisi 

 

Orbital çalkalamalı biyoreaktörlerde üretilen PHA granüllerinin biyokütleden 

saflaştırılmasında kloroform ile çözücü ekstraksiyonu uygulanmıştır. Bu amaçla PHA 

granülleri ekstraksiyon işleminin etkinliğini arttırmak için liyofilizasyon, etanol/ısıl 

işlem, mikrodalga yardımı ile kurutma gibi dehidrasyon teknikleri ve toz haline 

getirme gibi ön işlemlere tabi tutulmuştur. Hücrelerin dondurularak vakum altında 

kurutulduğu liyofilizasyon işlemi, fiziksel ve kimyasal stabiliteyi korumak için biyo 

tabanlı malzemelerin kurutulmasında en sık kullanılan dehidrasyon tekniğidir. 

Ancak, liyofilizasyon düşük enerji verimliliği, yüksek işletme maliyetleri ve uzun işlem 

süreleri gibi dezavantajlara sahiptir [222, 223]. Sıcak hava ile kurutma, büyük ölçekli 

proseslerde alternatif bir yöntem olarak kullanılırken yüksek sıcaklıklarda birkaç saat 

kurutma, son ürünün kalitesini düşürebilmektedir. Bu nedenle bu çalışmada PHA 
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içeren hücrelerden su moleküllerini uzaklaştırmak için etanol sıcak hava ile birlikte 

alternatif bir kurutma yöntemi olarak uygulanmıştır. Ayrıca, yüksek ısıtma hızı, seçici 

ve homojen ısıtma gibi avantajları ile mikrodalga yardımı ile kurutma tekniği de ayrı 

bir alternatif yöntem olarak uygulanmıştır. Mikrodalga yardımı ile kurutma işlemi 

hacimsel ısıtma yolu ile gerçekleştiği ve işlem süresi liyofilizasyon ve etanol/ısıl işlem 

ile kurutma tekniklerine göre daha kısa olduğundan PHA veriminde azalma 

olmaksızın enerji tüketimi açısından da oldukça verimli bir yöntemdir [224]. 

Burada; orbital çalkalamalı biyoreaktörlerde PHA üretiminin yaklaşık 66 sa 

inkübasyon sonucunda yatışkın duruma geldiği; minimal besi ortamındaki glikozun 

PHA üretimi için besi ortamındaki sınırlayıcı bir bileşen olmadığı, ayrıca hücre 

çoğalmasının PHA birikimi ile paralellik gösterdiği belirlenmiştir (Şekil 4.8). 

 

 

Şekil 4.8. Doğal fenotip B. megaterium NRRL B-14308  bakteriyel hücrelerinden 

orbital çalkalamalı biyoreaktörde PHA üretiminde zamana bağlı glikoz 

tüketimi (CS, kesikli çizgi), hücre derişimi (CX, gri çizgi) ve PHA birikimi 

(koyu çizgi). 
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Orbital çalkalamalı biyoreaktörde 66 sa inkübasyon sonucunda en yüksek PHA 

birikimi mikrodalga yardımı ile dehidrasyon işleminde elde edilmiştir (PHA-M: 

2,08 g/L). Maksimum dehidre edilmiş biyokütle miktarı, maksimum PHA birikimi, 

kurutulmuş biyokütlenin PHA içeriği (%CDW) ve hacimsel verimlilik değerleri Çizelge 

4.5’de gösterilmiştir. Hücre başına PHA içeriği literatürdeki çalışmalara [132, 225, 

226] benzer miktarlarda olup en yüksek PHA birikimi, hacimsel verimlilik değerleri 

mikrodalga yardımı ile kurutma işleminde elde edilmiştir (Çizelge 4.5).  

 

Çizelge 4.5. Maksimum dehidre edilmiş biyokütle miktarı, maksimum PHA birikimi, 

kurutulmuş biyokütlenin PHA içeriği (%CDW) ve hacimsel verimlilik 

değerleri 

 

 

4.7. Çeşitli dehidrasyon teknikleri ve çözücü ekstraksiyonu ile saflaştırılan 
PHA polimerlerinin karakterizasyonu 

 

Çözücü ekstraksiyonundan önce farklı biyokütle dehidrasyon teknikleri kullanılarak 

B. megaterium NRRL B-14308 suşundan saflaştırılan PHA’ların yapısal ve termal 

özellikleri, Fourier dönüşümlü kızılötesi spektroskopisi (FTIR), 1H-NMR, TGA ve 

DSC analizleri ile karakterize edilmiştir. 

 
İlk olarak, B. megaterium NRRL B-14308 suşundan sentezlenen PHA polimerleri ile 

ticari PHB’nin kimyasal yapısı FTIR analizi ile incelenmiştir. FTIR spektrumunda 

(Şekil 4.9), 2846-2976 cm-1'deki absorpsiyon tepe değerleri, PHB polimerlerinde C-

H metil (CH3) ve metilen (CH2) gruplarının gerilme titreşimine karşılık gelmektedir. 

1722 cm-1 ve 1261 cm-1'deki belirgin emme tepe noktaları, sırasıyla karbonil (C = O) 

Biyopolimer Dehidre Biyokütlemax 

(g) 

PHAmax 

(g L-1) 

PHA 

(%CDW) 

qPHA 

(gPHA L-1 h-1) 

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 73,5±3,7 0,23±0,01 
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ve asimetrik germe C-O-C gruplarını göstermektedir. 1456 cm-1 ve 1379 cm-1'deki 

emme zirveleri, sırasıyla metil (CH3) grubunun gerilme ve asimetrik deformasyonuna 

karşılık gelmektedir. 1450-1000 cm-1 aralığında absorpsiyon tepe değerleri, CH3 

bükme, CH2 salgılaması, CO, CC ve COC germe bantlarına karşılık gelmektedir 

[227-230]. Bu aynı zamanda, üretilen PHA polimerlerinde hidroksivalerat birimlerinin 

varlığını göstermektedir [227]. Ayrıca dehidrasyon tekniklerinin FTIR spektrumunda 

benzer ana fonksiyonel gruplara sahip olduğu görülmektedir. 

 

 

Şekil 4.9.  Çeşitli dehidrasyon teknikleri kullanılarak kloroform ekstraksiyonu ile elde 

edilen PHA örneklerinin ve ticari PHB’nin (PHB-C) FTIR analizi 

 

 

B. megaterium NRRL B-14308'de sentezlenen PHA polimerlerinin yapısal 

kompozisyonunu belirlemek için, 1H-NMR analizi gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.10). 

Ticari PHB polimerlerinin 1H-NMR spektrumu, PHB homopolimerinin üç karakteristik 

sinyal grubundan oluştuğunu göstermiştir. Bu gruplar; bir protona bağlanmış metil 
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grubu için 1.25 ppm'de bir pik, bir proton ile asimetrik karbon atomu ile komşu olan 

metilen grubu için 2.58 ppm'de dörtlü çift, metilen grubunun özelliği 5.27 ppm'de 

çoklu piklerdir. 7.29 ppm'de elde edilen pik noktası da kloroforma (CDCl3) 

bağlanmaktadır (Şekil 4.10a) [231]. 

 

B. megaterium NRRL B-14308 suşundan elde edilen PHA polimerlerinin 1H-NMR 

spektrumu (PHA-L, PHA-M, PHA-E), PHB-C'nin 1H-NMR spektrumu ile 

karşılaştırıldığında, 0.9 ppm, 1.55 ppm ve 3.45-3.5 ppm’de 3 tane ekstra pik 

gözlenmiştir [132, 232]. Bu sinyaller, sırasıyla terminal metil gruplarının, iç metilen 

gruplarının ve zincirin sonundaki bir metilen grubunun, diğer pozisyonlarına karşılık 

gelmektedir.  Dolayısıyla, B. megaterium NRRL B-14308 suşundan elde edilen PHA 

biyopolimerlerinin 1H-NMR spektrumu, PHA biyopolimerlerinin 3HB ve 3HV 

ünitelerinden oluştuğunu göstermektedir [233].  

 
B. megaterium NRRL B-14308 suşundan sentezlenen PHA polimerlerinin termal 

özelliklerini belirlemek için, örnekler termogravimetrik analiz (TGA) ve diferansiyel 

taramalı kalorimetre (DSC) ile analiz edilmiştir. Polimerlerin termal stabilitesi, 

özellikle, polimerlerin termal bozulmadan önce dayanabilecekleri maksimum sıcaklık 

değerleri, polimer işlemesi için en önemli faktörlerden biridir [234]. PHA 

polimerlerinin bozunma sıcaklıkları (Td), TGA analizi ile belirlenmiştir. Farklı 

dehidrasyon tekniklerinden sonra elde edilen PHA numunelerinin ısıl bozulması, 

esas olarak 250-261°C ila 452-457°C arasında değişen ayrışma sıcaklıkları olan iki 

aşamalı bir işlemden meydana gelmektedir (Şekil 4.11). İki ayrışma sıcaklığı, PHA 

numunelerine 3HV gibi farklı monomerlerin dâhil edilmesinden kaynaklanmaktadır.  

Farklı monomerlerin varlığının polimerin termal stabilitesine katkıda bulunduğu 

bilinmektedir. PHB-C'nin termal degradasyonu, 287°C'de tek adımlı bir degradasyon 

ile olup sadece ana degradasyon olarak β-elimine edilerek rastgele bir zincir kesimi 

yoluyla gerçekleşmektedir [235]. 
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Şekil 4.10. Doğal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hücrelerinden 

sentezlenen ve çeşitli dehidrasyon teknikleri kullanılarak kloroform 

ekstraksiyonu ile elde edilen PHA örneklerinin ve ticari PHB’nin 1H-NMR 

spektrumu a) PHB-C, b) PHA-L, c) PHA-E, d) PHA-M. 
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Şekil 4.11. Doğal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hücrelerinden 

sentezlenen ve çeşitli dehidrasyon teknikleri kullanılarak kloroform 

ekstraksiyonu ile elde edilen PHA örneklerinin ve ticari PHB’nin TGA 

analizi. 

 

 
B. megaterium NRRL B-14308 suşundan sentezlenen PHA polimerlerinin termal 

özellikleri Çizelge 4.6’da özetlenmiştir. Saflaştırılan PHA polimerlerinin erime 

sıcaklıklarını (Tm) karakterize etmek için diferansiyel taramalı kalorimetri (DSC) 

analizi kullanılmıştır. B. megaterium’dan sentezlenen PHA polimerlerinin erime 

sıcaklıkları 168°C'de gözlenmiştir.  PHB-C'nin erime sıcaklığı ise 175°C olarak 

belirlenmiştir (Çizelge 4.6). Farklı dehidrasyon teknikleriyle saflaştırılan PHA 

polimerleri, PHB-C'ye kıyasla daha düşük Tm değerlerine sahip olup, bu durum, 3HV 

monomer birimlerinin polimer zincirine dâhil olduğunu göstermektedir. 

Biyopolimerde 3HV ünitesinin oranı arttıkça, polimerin erime sıcaklığı azalmakta, öte 

yandan kopolimer oluşumu darbe dayanımını ve polimer esnekliğini arttırmaktadır 

[227]. 
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Çizelge 4.6. Doğal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hücrelerinden 

sentezlenen ve liyofilizasyon (-L), etanol/ısıl işlem (-E) ve mikrodalga 

yardımı ile kurutma (-M) dehidrasyon teknikleri kullanılarak kloroform 

ekstraksiyonu ile elde edilen PHA örneklerinin ve ticari PHB’nin (PHB-

C) termal özellikleri 

Biyopolimer Td1 (°C) Td2 (°C) Tm (°C) 

PHB-C 287±2,1 - 175±2,1 

PHA-L 259±7,1 400±7,1 166±2,1 

PHA-E 250±6,4 455±3,5 168±3,5 

PHA-M 261±5,7 452±3,5 168±3,5 

 

 

Bakteri hücreleri içindeki PHA içeriğini ve monomer bileşimini belirlemek için, 

liyofilize hücrelerin metanolizinden sonra gaz kromatografisi-kütle spektrometrisi 

(GC-MS) analizi gerçekleştirilmiştir. 4.3 ve 5.5 dakikalık alıkonma süresinde iki farklı 

pik değeri, sırasıyla PHA numunesindeki 3HB ve 3HV metil esterleri gösterirken 

beklendiği gibi, PHB-C için sadece 3HB metil ester piki gözlenmiştir. 3HB metil 

esterin (Şekil 4.12) kütle spektrumunda, m/z 43'teki pikler, molekülün C3 ve C4 

arasındaki bağlarının parçalanmasından kaynaklanan hidroksil ucunu 

göstermektedir. m/z 74'teki pik, molekülün karbonil ucunu göstermektedir. Bu pik, 

hem 3HB hem de 3HV metil esterlerinin C3 ve C4 arasındaki bağ bölünmesinden 

sonra McLafferty yeniden düzenlemesinden kaynaklanmaktadır.  m/z 59'daki pik ise 

3HV metil esterin kütle spektrumunda C3 ve C4 bağ klevajını temsil eden molekülün 

hidroksil ucunu göstermektedir [236, 237].  
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Şekil 4.12. GC-MS kromatogramı a) 3HB metil ester b) 3HV metil ester 
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4.8. PHA üretiminde kullanılan minimal besi ortamı optimizasyonu 

 

Polihidroksialkanoatlar (PHA), sınırlandırılmış çoğalma koşullarında birçok bakteri 

tarafından hücre içi karbon ve enerji kaynağı olarak sentezlenen ve sitoplazmada 

lipid granülleri halinde depolanan biyopolimerlerdir. Etkin bir PHA üretimi için proses 

kontrolü ve optimizasyonu oldukça önemlidir. PHA üretim prosesinin optimizasyonu 

için üretim ortamı bileşenlerinin ve fermantasyon koşullarının etkisi incelenmelidir. 

Üretim prosesinin kontrolü ve optimizasyonu sayesinde yüksek hücre yoğunluğu ve 

yüksek ürün verimi elde edilebilmektedir. 

 
Bu tez çalışması kapsamında, minimal besi ortamını optimize edebilmek için farklı 

bileşimlerde hazırlanan besi ortamlarında B. megaterium NRRL B-14308 suşu ile 

PHA üretimi gerçekleştirilmiş ve farklı karbon/azot derişimlerinin PHA üretimine olan 

etkisi incelenmiştir. Bu amaçla Çizelge 3.6’da verilen üretim ortamlarında PHA 

üretimi gerçekleştirilerek, hücre derişimi ve PHA üretimi belirli zaman aralıklarında 

örnekler alınarak incelenmiştir. 

 
B. megaterium NRRL B-14308 suşu ile PHA üretimi, hücre çoğalması ile bağlantılı 

(“growth-associated”) bir proses olması sebebiyle orbital-çalkalamalı 

biyoreaktörlerde 66 saatlik inkübasyon süresince elde edilen hücre derişim eğrilerine 

göre iz element çözeltisinde yer alan Fe+2 miktarı iki katına çıkarıldığında (MM-3) 

hücre derişiminin ve hücre içi PHA üretiminin arttığı belirlenmiştir (Şekil 4.13). 

 
Farklı bileşimlere sahip minimal besi ortamlarında, B. megaterium NRRL B-14308 

bakteriyel hücreleri ile PHA üretimi sonucunda elde edilen kinetik parametreler 

Çizelge 4.7’de özetlenmiştir. En yüksek PHA birikim miktarı (g/L), %PHA birikimi, 

spesifik çoğalma hızı (µ, sa-1) ve hacimsel verimlilik (q, g/L/sa) Fe+2 miktarının iki 

katına çıkarıldığı MM-3 besi ortamında elde edilirken, en yüksek kuru hücre ağırlığı 

ise üretim çalışmalarında kullandığımız ve tasarladığımız MM-PK [136] ortamında 

elde edilmiştir (Çizelge 4.7). 

 



83 
 

 

Şekil 4.13.  B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hücrelerin farklı minimal besi  

ortamlarında hücre derişimi değerleri 

 

 

Çizelge 4.7. Farklı minimal besi ortamlarında PHA üretimi sonucunda elde edilen 

kinetik parametreler 

Besi 

ortamı 

 µ 

(sa-1) 

Hücre kuru 

ağırlığı  

(g L-1) 

PHA ağırlığı 

(g L-1) 

PHA  

(%) 

  q  

(g L-1 sa-1) 

YP/S 

 

YX/S 

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 0,34 

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 0,444 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 derişim oranının PHA üretimine etkisi 

Bu çalışmada, yüksek hücre yoğunluğu ve yüksek PHA ürün verimi elde edebilmek 

için, çeşitli C/N molar derişim oranlarının PHA üretimine etkisi belirli zaman 

aralıklarında örnekler alınarak hücre derişimleri UV-Vis spektrofotometrede 

incelenmiştir (Şekil 4.14). 

 

 

Şekil 4.14. B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hücrelerinin farklı C/N molar 

derişim oranlarındaki minimal besi ortamlarında hücre derişimi değerleri 

 
 
Farklı C/N molar derişim oranlarının hücre kuru ağırlığı ve hücre içi PHA birikimine 

olan etkisi incelenmiş ve sonuçlar Şekil 4.15’de verilmiştir. İnkübasyon sonrasında 

hücre kuru ağırlıkları, C/N 10, 20, 40, 60, 80 ve N-içermeyen koşullarda sırasıyla 

4,88, 4,0, 2,52, 1,81, 1,37 ve 0,59 g/L olarak elde edilmiştir. Elde edilen bu sonuçlara 

göre C/N oranı arttıkça, hücre kuru ağırlıklarının önemli ölçüde azaldığı 

belirlenmiştir. Yüksek C/N molar derişim oranları, çoğalma ortamında azot 

yoksunluğu meydana getirmiş ve karbon/azot dağılımındaki dengesizlik hücre kuru 

ağırlığındaki belirgin düşüşe neden olmuştur. Hücre içi PHA birikimleri 
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incelendiğinde C/N =10, 20, 40, 60, 80 ve N-içermeyen koşullarda sırasıyla %25,1, 

60,3, 64,9, 70,3, 80 ve 29,8 olarak elde edilmiştir (Çizelge 4.8). PHA birikimi 

C/N=10’dan 80’e doğru önemli ölçüde artış gösterirken, PHA birikimi azot içermeyen 

(N-free) ortamda ciddi biçimde azalmıştır. Buna göre yüksek C/N molar derişiminin 

hücre çoğalması için uygun olmadığı, fakat PHA birikimi için elverişli bir koşul olduğu 

belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.15. Orbital çalkalamalı biyoreaktörde çeşitli C/N molar derişim oranlarının 

hücre içi PHA birikimi ve hücre kuru ağırlığına etkisi 

 

B. megaterium NRRL-B-14308 bakteriyel hücrelerinin farklı C/N molar derişim 

oranlarındaki PHA üretim kinetiği incelenmiş ve elde edilen kinetik parametreler 

Çizelge 4.8’ de özetlenmiştir. Hücre kuru ağırlığı, PHA birikim miktarı ile hacimsel 

verimlilik birlikte düşünüldüğünde, PHA üretimi için en uygun C/N molar derişim 

oranının 20 olduğu belirlenmiştir. 
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Çizelge 4.8. Farklı C/N molar derişim oranlarında elde edilen kinetik parametreler 

C/N 

oranı 

µ 

(sa-1) 

Hücre 

kuru ağırlığı 

(g L-1) 

PHA 

derişimi 

(g L-1) 

PHA 

(%) 

q 

(g L-1 sa-1) 

YP/S YX/S 

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 1,1 80,0 0,381 0,14 0,17 

∞ 0,327 0,59 0,18 29,8 0,057 0,02 0,07 

 

4.9. Doğal fenotip B. megaterium ve rekombinant B. megaterium suşları ile 
biyoreaktörde PHA üretimi ve karakterizasyonu 

 
PHA üretimi için en uygun minimal besi ortamı ve C/N molar derişim oranı 

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

overekspresyonu ile üretilen rekombinant B. megaterium NRRL-B-14308 suşlarının 

hem orbital çalkalamalı biyoreaktörde hem de laboratuvar ölçekli biyoreaktörde 

inkübasyon deneyleri gerçekleştirilmiş, belirli zaman aralıklarında örnekler alınarak 

hücre derişimleri incelenmiştir (Şekil 4.16). 
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Şekil 4.16. Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 ve doğal fenotip NRRL B- 

14308 bakteriyel hücrelerinin orbital çalkalamalı biyoreaktör ve 

laboratuvar ölçekli biyoreaktördeki inkübasyonu süresince hücre 

derişimleri 

 

Aktarılan gen sayesinde rekombinant hücrelerin doğal fenotip hücrelere göre hem 

orbital çalkalamalı biyoreaktörde hem de laboratuvar ölçekli biyoreaktörde daha 

yüksek bir hücre derişimine sahip olduğu belirlenmiştir. PHA’nın hücre içi yağ 

granülleri şeklinde üretilen bir biyopolimer olması sebebiyle, hücre derişimi eğrisi ile 

PHA birikimi paralellik göstermektedir.  

 
Rekombinant ve doğal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hücrelerinin 

orbital çalkalamalı biyoreaktörlerde ve laboratuvar ölçekli biyoreaktörlerde PHA 

üretimi çalışmalarında elde edilen kinetik parametreler Çizelge 4.9’da gösterilmiştir. 

Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hücrelerinin, doğal fenotip 

bakteriyel hücrelere göre daha yüksek kuru hücre ağırlığı, PHA birikim miktarı, 

hacimsel verimlilik değerlerine sahip olduğu görülmektedir. Hücrede PHA 

sentezinden sorumlu phaC gen overekspresyonu ile elde edilen rekombinant 
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bakteriyel hücrelerin doğal fenotip bakteriyel hücrelere göre her iki tür biyoreaktörde 

de yaklaşık %13 daha fazla PHA ürettiği belirlenmiştir.  

 
Ayrıca, laboratuvar ölçekli biyoreaktörlerde, orbital çalkalamalı reaktörlere göre 

biyokimyasal proseslerin daha kontrollü ortamlarda ve çalışma koşullarında (pH, 

sıcaklık, DO ve besi ortamı vb.) gerçekleştirilmesini sağlaması sebebiyle, daha 

yüksek bir PHA üretim miktarı, kuru hücre ağırlığı, %PHA birikimi, hacimsel verimlilik 

ve spesifik çoğalma hızı değerleri elde edilmiştir. 

 

 

Çizelge 4.9. Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 (-rec) ve doğal fenotip 

NRRL B-14308 (-w.t.) bakteriyel hücrelerinin orbital çalkalamalı 

biyoreaktör (O-) ve laboratuvar ölçekli biyoreaktörde (B-) PHA üretimi 

kinetik parametreleri 

Koşul µ 

(sa-1) 

Hücre kuru 

ağırlığı 

(g L-1) 

PHA 

derişimi 

(g L-1) 

PHA 

(%) 

q 

(g L-1 sa-1) 

YP/S YX/S 

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 çalkalamalı biyoreaktörlerde hem de laboratuvar ölçekli biyoreaktörde 

PHA üretiminin yaklaşık 66 sa inkübasyon sonucunda yatışkın duruma geldiği, 

minimal besi ortamındaki glikoz derişiminin PHA üretimi için besi ortamındaki 

sınırlayıcı bir bileşen olmadığı, ayrıca hücre çoğalmasının PHA birikimi ile paralellik 

gösterdiği belirlenmiştir (Şekil 4.17). 

 

 

 



89 
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Şekil 4.17.  Rekombinant ve doğal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel 

hücrelerinden orbital çalkalamalı biyoreaktörlerde ve laboratuvar ölçekli 

biyoreaktörde PHA üretiminde zamana bağlı glikoz tüketimi (Cs, kesikli 

çizgi), hücre çoğalması (Cx, gri çizgi) ve PHA birikimi (koyu çizgi)  a) B-

w.t b) O-w.t c) B-rec d) O-rec. 
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4.9.1. Gaz kromatografisi (GC-FID) ve 1H-NMR analizleri 

 

Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 ve doğal fenotip B. megaterium NRRL 

B-14308 suşundan orbital çalkalamalı biyoreaktörlerde üretilen PHA 

biyopolimerlerinin içeriği ve monomer bileşimini belirlemek için GC-FID 

kromatogramları incelenmiştir. 0.97 ve 1.74 dk alıkonma sürelerinde elde edilen iki 

farklı pik, sırasıyla PHA örneğindeki 3-hidroksibütiril metil ester (3-HBME) ve 3-

hidroksivalerat metil esterleri (3-HVME) göstermektedir (Şekil 4.18) [238]. PHA 

standart kalibrasyon eğrisini (Şekil 4.19) kullanarak bakteriyel hücrelerden elde 

edilen PHA polimerlerinin miktarı ve içeriği belirlenmiştir. 
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Şekil 4.18. GC-FID kromatogramları a) Doğal fenotip hücrelerden elde edilen PHA 

b) Rekombinant hücrelerden elde edilen PHA 

 

 

Şekil 4.19. GC-FID analizi için PHA kalibrasyon eğrisi 
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Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 ve doğal fenotip B. megaterium NRRL 

B-14308 suşundan kontrollü ve kontrolsüz biyoreaktörlerde elde edilen 

biyopolimerlerin yapısal özelliklerinin belirlenmesi amacıyla 1H-NMR analizi 

gerçekleştirilmiştir. PHA biyopolimerlerinin 1H-NMR spektrumunda görülen sinyal 

grupları; 0.9 ppm de HV polyester yapısına ait terminal metil grubu (CH3, HV), 1.25 

ppm de HB polyester yapısına ait bir protona bağlanmış metil grubu (CH3, HB), 1.55 

ppm de internal metilen grupları, 2.58 ppm de bir protona asimetrik karbon atomu ile 

komşu metilen grubu ile 5.27 ppm deki karakteristik metilen grubudur. 1H-NMR 

spektrumunda, çözücü kloroform piki 7.29 ppm de görülmüştür [231]. Laboratuvar 

ölçekli biyoreaktörde ve orbital çalkalamalı biyoreaktörlerde, rekombinat ve doğal 

fenotip B. megaterium suşlarından elde edilen PHA biyopolimerleri 1H-NMR 

analizine göre kısa zincir uzunluklu PHA polimerleri olup PHB-co-PHV kopolimerleri 

yapısındadır (Şekil 4.20). Elde edilen PHB-co-PHV kopolimerlerinin  % HV ve  % HB 

içeriği, eşitlik 4.1 ve 4.2 ile bulunmuştur (Çizelge 4.10) [239]. 

 

%HV =
CH3(HV)pik alanı

CH3(HV)pik alanı + CH3(HB)pik alanı
∗ 100                                                             (4.1) 

 

%HB =
CH3(HB)pik alanı

CH3(HB)pik alanı+CH3(HV)pik alanı
∗ 100                                                              (4.2) 

 

 

Çizelge 4.10. Biyoreaktörde üretilen PHA’ların PHB-co-PHV içeriği  

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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Şekil 4.20. Doğal fenotip (-w.t) ve rekombinant (-rec) B. megaterium NRRL B-14308 

suşlarından orbital çalkalamalı biyoreaktörlerde (O-) ve laboratuvar 

ölçekli biyoreaktörde (B-) ve elde edilen PHA polimerlerinin 1H-NMR 

spektrumu a) B-w.t  b) B-rec  c) O-w.t d) O-rec. 
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Elde edilen sonuçlara göre, doğal fenotip B. megaterium hücreleri ile 3HB yönünden 

zengin PHB-co-PHV kopolimerleri üretilirken; rekombinant B. megaterium bakteriyel 

hücrelerinden ise 3HV yönünden zengin PHB-co-PHV kopolimerleri üretilmiştir. 

Kopolimer yapısında 3HV içeriği arttıkça, biyopolimerin erime sıcaklığı azalmakta ve 

elastikiyeti artmaktadır. Ticari PHB’nin 1H-NMR spektrumu incelendiğinde ise %98 

HB, %2 HV yapısında olduğu belirlenmiştir. 

 

4.10.  Biyoreaktörde çözünmüş oksijen derişiminin (%DO) PHA üretimine etkisi 

 
Hücreler, solunum ve diğer yaşamsal faaliyetleri için oksijene ihtiyaç duymaktadır ve 

çözünmüş oksijen (DO) derişimi, biyoreaktörlerde aerobik prosesler için en önemli 

parametrelerden birisidir. Bakteriler için kritik oksijen değeri DO=%10-50 

seviyesindedir [240]. B. megaterium mikroorganizmasından PHA üretimini arttıracak 

çalışmalardan birisi de biyoreaktör çalışma koşullarının optimizasyonudur. Oksijen 

transfer hızının belirlenmesi, PHA üretimi optimizasyonu çalışmalarında oldukça 

önemlidir; çünkü oksijenin sınırlı tutulduğu ortamlar hücrede PHA üretimini arttırıcı 

bir etki göstermektedir [225]. Bu çalışmada da 3 farklı %DO seviyesinde doğal 

fenotip B. megaterium mikroorganizmasından laboratuvar ölçekli biyoreaktörde PHA 

üretimi gerçekleştirilmiştir. Biyoreaktörde inkübasyon süresince %DO seviyesinin 

hücre çoğalmasına, PHA üretimine ve PHA üretim kinetiğine etkisi incelenmiştir.  

 

Hücre çoğalması, belirli zaman aralıklarında örnekler alınarak UV-Vis 

spektrofotometrede incelenmiştir (Şekil 4.21). İlk 24 saatte hücre çoğalmasının her 

üç %DO değeri için benzer düzeylerde olduğu, hücre içinde PHA birikiminin artış 

gösterdiği saatlerde (24 saat sonrası) ise düşük %DO değerlerinde hücre 

çoğalmasının daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Doğal fenotip B. megaterium 

bakteriyel hücrelerinin laboratuvar ölçekli biyoreaktörde farklı %DO değerlerinde 

PHA üretimi çalışmalarında elde edilen kinetik parametreler Çizelge 4.11’de, 

zamana bağlı glikoz tüketimi, hücre çoğalması ve PHA birikimi Şekil 4.22’de 

verilmiştir. 
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Çizelge 4.11. Farklı %DO değerlerinde doğal fenotip B. megaterium bakteriyel   

hücrelerinin laboratuvar ölçekli biyoreaktörde PHA üretimi kinetik 

parametreleri 

% DO 
µ 

(sa-1) 

Hücre kuru 

ağırlığı 

(g L-1) 

PHA 

derişimi 

(g L-1) 

PHA 

(%) 

q 

(g L-1 sa-1) 
YP/S YX/S 

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 

 

 

 

Şekil 4.21. Farklı %DO değerlerinde doğal fenotip B. megaterium bakteriyel 

hücrelerinin laboratuvar ölçekli biyoreaktörde inkübasyon süresince 

zamana bağlı hücre derişimi değerleri 
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Şekil 4.22.  Farklı %DO değerlerinde doğal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 

bakteriyel hücrelerinden laboratuvar ölçekli biyoreaktörde PHA 

üretiminde zamana bağlı glikoz tüketimi (Cs, kesikli çizgi), hücre 

çoğalması (Cx, gri çizgi) ve PHA birikimi (koyu çizgi). a) %10 DO b) %20 

DO c) %30 DO. 

 

Farklı %DO değerlerinde laboratuvar ölçekli biyoreaktörde PHA üretiminin yaklaşık 

66 sa inkübasyon sonucunda yatışkın duruma geldiği, minimal besi ortamındaki 

glikoz derişiminin PHA üretimi için besi ortamındaki sınırlayıcı bir bileşen olmadığı, 

ayrıca hücre çoğalmasının PHA birikimi ile paralellik gösterdiği, böylelikle PHA 

üretiminin hücre çoğalması ile ilişkili olduğu (growth-associated) belirlenmiştir (Şekil 

4.22). 

 
Doğal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hücrelerinden farklı %DO 

değerlerinde laboratuvar ölçekli biyoreaktörde PHA üretim deneyi çalışmalarında 

literatür taraması sonucunda belirlenen diğer biyoreaktör işletim parametreleri 

(37ºC, 300 devir/dk ve pH 7.0) sabit tutularak değişen %DO değerlerinin etkisi 

incelenmiştir. Bu amaçla biyoreaktörde inkübasyon süresince %DO değişimleri 
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sürekli kaydedilmiştir (Şekil 4.23). Üretim boyunca pH=7.0 değerinde tutabilmek için 

1 M HCl ve 1 M NaOH çözeltileri kullanılmıştır. Çözünmüş oksijen derişimini verilen 

set değerinde (%10, %20 ve %30) tutabilmek için de besi ortamına belirli zamanlarda 

kontrol sistemi tarafından hava veya oksijen, PID kontrol parametrelerine göre 

otomatik olarak ilave edilmiştir. Böylece kontrollü ortamda hücre çoğalması ve PHA 

birikimi; kontrolsüz ortam olan orbital çalkalamalı biyoreaktörlere göre %40-80 daha 

fazla hücre çoğalması ve yaklaşık %50 daha fazla PHA birikimi elde edilmiştir. 

 

 

Şekil 4.23. Doğal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hücrelerinin 

laboratuvar ölçekli biyoreaktörde PHA üretimi süresince %DO profilleri   
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4.11. Biyoreaktörde farklı %DO değerlerinde oksijen transfer parametrelerinin 
belirlenmesi  

 

Doğal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 suşu ile laboratuvar ölçekli 

biyoreaktörde PHA üretimi çalışmalarında, farklı %DO değerleri için oksijen transfer 

parametreleri belirlenmiştir. Bu amaçla belirli zaman aralıklarında dinamik yöntem 

ile volumetrik oksijen kütle transfer katsayısı (kLa), oksijen transfer hızı, oksijen alım 

hızı gibi parametreler belirlenmiştir. İlk olarak; PHA üretim ortamına mikroorganizma 

aşılanmadan önce fiziksel oksijen kütle transfer katsayısı (kLa0) ölçülmüştür. B. 

megaterium NRRL B-14308 mikroorganizmasından laboratuvar ölçekli 

biyoreaktörde farklı %DO değerlerinde PHA üretimi süresince belirli zaman 

aralıklarında elde edilen kLa, oksijen transfer hızı (OTH), oksijen alım hızı (OAH) ve 

gelişme faktörü (E=kLa/kLa0) değişimleri Çizelge 4.12’de verilmiştir. Çizelge 4.12’de 

görüldüğü gibi üç farklı %DO değerlerinde kLa, inkübasyon süresince azalmıştır. 

Ayrıca, E değerinin her zaman 1,0’den büyük olduğu belirlenmiştir. 

 

Biyoreaktörlerde kLa değeri; sıcaklık, karıştırma hızı, üretim ortamı, gaz akış hızı, 

köpük oluşumu, köpük giderici, viskozite ve mikroorganizma morfolojisi gibi 

parametrelere bağlı olarak değişmektedir. Bu çalışmada, sıcaklık, karıştırma hızı, 

gaz akış hızı sabit tutulmuş, köpük giderici kullanılmamıştır. Bu durumda kLa 

değerindeki düşüşün nedeni, üretim süresince oluşan metabolitler nedeniyle ortam 

viskozitesindeki artış olarak düşünülmüştür. Çünkü artan ortam viskozitesi, 

hücrelerin yüzeyinde difüzyon bariyeri gibi görev yapan katman oluşturmuş, böylece 

oksijenin hücreye aktarılması zaman geçtikçe zorlaşmıştır [241-243]. 

 

PHA üretiminde ilk 24 saatte oksijen alım hızı, hücrelerin oksijen ihtiyacı nedeniyle 

ortamda oksijen birikmemesinden dolayı, neredeyse oksijen transfer hızına eşit 

olmuştur. İlk 4 saatten sonra (t=18 sa) hücre çoğalması logaritmik fazda olduğundan 

oksijen alım hızı, hücre çoğalma hızı ve fermantasyon ortamındaki substrat tüketim 

hızı artışına bağlı olarak artış eğilimindedir. %DO değerlerine göre kıyasladığımızda, 

%DO değeri arttıkça, kLa, oksijen transfer hızı ve oksijen alım hızının arttığı 

görülmüştür. 
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Çizelge 4.12. Farklı %DO değerlerinde zamana bağlı oksijen transfer parametreleri 

Zaman 

(sa) 

kla 

(s-1) 

E 

(kLa/kLa0) 

OTH*103 

(mol m-3 s-1) 

OTHmax*103 

(mol m-3 s-1) 

OAH*103 

(mol m-3 s-1) 

%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 5,4 3,4 

4 0,026 2,89 4,2 5,2 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 5,4 9,3 5,4 

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. Doğal fenotip B. megaterium ve rekombinant B. megaterium suşları ile    
yarı kesikli biyoreaktörde PHA üretimi 

 

PHA üretimi için en uygun minimal besi ortamı ve C/N molar derişim oranı 

belirlendikten sonra, doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 

suşları kullanılarak, laboratuvar ölçekli biyoreaktörde yarı kesikli besleme 

koşullarında inkübasyon deneyleri gerçekleştirilmiştir. 

 
Yarı kesikli besleme sistemleri, yüksek hücre yoğunluğuna sahip kültürleri elde 

etmenin en etkili yollarından biri olup, aynı zamanda yüzdesel PHA verimi ile birlikte 

hacimsel verimliliği de maksimize etmeyi amaçlamaktadır [244]. Bu tip sistemlerde 
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besleme, genellikle derişimi kontrol edilen substratın doğrudan ölçülmesine 

dayanmaktadır. Fakat temel substratların otomatik analizi önemli bir zaman kaybı 

yaratmakta, maliyeti arttırmakta ve özel analitik cihazlar gerektirmektedir. Bu 

nedenle, yarı kesikli sistemlerde substrat beslemesi genellikle mikroorganizmanın 

önceden belirlenmiş çoğalma hızına göre gerçekleştirilmektedir. Bu yaklaşımda, 

maksimum spesifik çoğalma hızına (max) yakın bir çoğalma hızı elde etmek için 

önceden belirlenmiş üstel besleme hızı yarı kesikli sistemlerde ve PHA üretiminde 

sıklıkla kullanılmaktadır [245].  

İlk olarak, laboratuvar ölçekli biyoreaktörde, doğal fenotip B. megaterium NRRL B-

14308 suşu ile, t=42 sa’dan sonra yarı kesikli besleme koşullarında PHA 

inkübasyonu gerçekleşmiş olup; 3 farklı üstel çoğalma hızında (µ=0,05; µ=0,075 ve 

µ=0,1 sa-1), eşitlik 2.15’e göre besleme süresince substrat besleme hızları 

belirlenmiştir.   

 

Kesikli sistemde çalıştırılan ilk 42 saatte hücre çoğalmasının her üç durum için de 

benzer düzeylerde olduğu, yarı kesikli sisteme geçilerek önceden belirlenmiş üstel 

çoğalma hızlarında (42-66 sa) ise beklenildiği gibi besleme hızı arttıkça, hücre 

çoğalmasının daha yüksek olduğu belirlenmiştir. Ayrıca, üstel çoğalma hızı arttıkça, 

biyoreaktöre beslenen substrat besleme hızı da artmaktadır. Rekombinant B. 

megaterium NRRL B-14308 suşları ile yarı kesikli besleme koşullarında PHA 

inkübasyonu süresince belirli zaman aralıklarında örnekler alınarak hücre derişimleri 

incelenmiştir (Şekil 4.24). Aktarılan PHA sentaz geni sayesinde rekombinant 

mikroorganizmalar, doğal fenotip hücrelere göre yarı kesikli sistemlerde 3 farklı üstel 

besleme hızlarında yaklaşık %12,5 daha yüksek bir hücre derişimine sahip olduğu 

belirlenmiştir. Daha yüksek bir hücre derişimi elde edildiğinden üstel çoğalma hızı 

arttıkça, paralel olarak biyoreaktöre beslenen subtrat besleme hızı da artmıştır. 
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Şekil 4.24. Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel 

hücrelerinin laboratuvar ölçekli biyoreaktördeki 3 farklı yarı kesikli 

besleme koşulunda, PHA üretimi süresince hücre derişimi değerleri 

 

Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hücrelerinin 

yarı kesikli biyoreaktörde üç farklı üstel besleme hızındaki PHA üretimi 

çalışmalarında inkübasyon süresince belirli zamanlarda örnekler alınarak hücrelerin 

PHA birikimleri incelenmiştir (Şekil 4.25). Hücre çoğalması profilleri ile PHA üretim 

profilleri kesikli fazda birbirlerine paralellik gösterirken, üstel glikoz beslemesi ve azot 

sınırlandırılmasının sonucu olarak hücre içi PHA birikiminin artması ve biyokütle 

oluşumunun azalması nedeniyle yarı kesikli besleme fazında fermantasyon 

profillerinin birbirinden ayrıldığı belirlenmiştir. 

 



105 
 

 

Şekil 4.25.  Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel 

hücrelerinin laboratuvar ölçekli biyoreaktördeki 3 farklı yarı kesikli 

besleme koşulunda PHA birikimi 

 
 
Yarı kesikli besleme koşullarında rekombinant B. megaterium suşunda PHA 

derişiminin fermentasyon sonunda 6,15 g L-1 seviyelerine ulaştığı belirlenmiştir. 

Rekombinant B. megaterium suşunda daha yüksek spesifik çoğalma hızında 

(µ=0,1 sa-1) gözlenen yüksek PHA birikimi, çoğalma ortamındaki sınırlı azot derişimi 

ve üstel glikoz beslemesi nedeniyle elde edilmiştir. 

Yarı kesikli biyoreaktörde üç farklı üstel besleme hızındaki PHA üretimi 

çalışmalarında elde edilen kinetik ve stokiyometrik parametreler Şekil 4.26’da 

gösterilmiştir. Üstel yarı kesikli besleme stratejisi ile kesikli sisteme göre 2,2 kat daha 

fazla PHA üretilmiştir. Rekombinant B. megaterium hücrelerinde µ=0,1 sa-1 üstel 

spesifik çoğalma hızında en yüksek nihai hücre derişimi (7,7 g L-1), hücrelerin PHA 

içeriği (%80), hacimsel PHA verimliliği (0,54 g L-1 sa-1), hücre ve ürün verimi (0,74   

g g-1 ve 0,62 g g-1) elde edilmiştir. Bu sonuç, gerçekleştirilen genetik modifikasyonun 

PHA biyosentezini pozitif yönde etkilediğini göstermektedir. 
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Şekil 4.26. Doğal fenotip ve rekombinant B.  megaterium NRRL B-14308 bakteriyel  

hücreleriyle laboratuvar ölçekli biyoreaktördeki 3 farklı yarı kesikli 

besleme koşulunda elde edilen kinetik ve stokiyometrik parametreler. 

 

Rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 bakteriyel hücrelerinin, doğal fenotip 

bakteriyel hücrelere göre daha yüksek kuru hücre ağırlığı, PHA birikim miktarı, 

hacimsel verimlilik değerlerine sahip olduğu belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlara 

göre, hücre başına PHA miktarı ve %PHA içeriği, literatürdeki birçok çalışma ile 

benzer değerlerde olduğu görülmüştür [246-249]. 

 

4.13. Doğal fenotip B. megaterium ve rekombinant B. megaterium suşları ile 
yarı kesikli biyoreaktörde PHA üretiminde oksijen transfer 
parametrelerinin belirlenmesi 

 

Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium bakteriyel hücrelerinden yarı kesikli 

biyoreaktörde PHA üretimi çalışmalarında, oksijen transfer parametreleri 

belirlenmiştir. Bu amaçla belirli zaman aralıklarında dinamik yöntem ile kLa, OTH ve 

OAH gibi parametreler belirlenmiştir. Elde edilen oksijen transfer parametreleri 

Çizelge 4.13’de verilmiş; kLa değerleri ilk önce artmış, sonra azalmıştır. Daha önce 

de belirtildiği gibi bu çalışmada sıcaklık, karıştırma hızı, gaz akış hızı sabit tutulup, 

köpük giderici kullanılmadığından, üretim süresince oluşan metabolitler nedeniyle 

ortam viskozitesindeki artışın kLa değerindeki düşüşün nedeni olduğu 

düşünülmüştür.  
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Oksijen alım hızı (OAH), fermentasyon süreçlerindeki en temel parametrelerden biri 

olup hücrelerin metabolik aktivitesine bağlı olarak değişmektedir. Oksijen alım hızı 

ilk saatlerde üstel çoğalma aşamasında yüksek substrat tüketimi nedeniyle 

artmaktadır.  Hücre canlılığı için yüksek spesifik oksijen ihtiyacı nedeniyle oksijen 

alım hızı fermentasyonun 18. saatinde maksimum değerine ulaşmıştır. Üstel 

çoğalma aşamasından sonra, hücrelerin metabolik aktivitesinin azalmasıyla oksijen 

alım hızı da azalmıştır [250]. 

 

Fermentasyon süreçlerinde OTH, kLa ve mikroorganizmanın oksijen tüketimine bağlı 

olarak değişmektedir. OTH, PHA biyosentezi için kritik bir faktördür; çünkü oksijen 

kısıtlaması altında oksijen transfer hızı, oksijen alım hızına eşittir. Böylece, hücresel 

solunumdaki varyasyon, PHA biyosentezi ve regülasyonunda önemli bir kofaktör 

olan NADPH/NADP+ oranını arttırmaktadır [251]. 

 

 

Çizelge 4.13. Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 

suşlarının laboratuvar ölçekli biyoreaktördeki 3 farklı yarı kesikli 

besleme koşulunda zamana bağlı oksijen transfer parametreleri 

Yarı Kesikli 

Besleme 

t 

(sa) 

kLa  

(s-1) 

E 

(kLa/ kLa0) 

OTH*103 

(mol m-3 s-1) 

OTHmax *103 

(mol m-3 s-1) 

OAH*103 

(mol m-3 s-1) 

Doğal fenotip B. megaterium 

0=0,05 sa-1 

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 

18 

24 

42 

49 

0,024 

0,024 

0,021 

0,020 

2,67 

2,67 

2,33 

2,22 

4,80 

4,60 

4,20 

4,00 

4,80 

4,70 

4,20 

4,00 

4,80 

4,60 

4,20 

4,00 

0=0,075 sa-1 

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 

18 

24 

42 

49 

0,026 

0,025 

0,023 

0,021 

2,88 

2,77 

2,56 

2,33 

5,80 

5,40 

4,80 

4,50 

5,80 

5,40 

4,90 

4,50 

5,80 

5,40 

4,80 

4,50 
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0=0,1 sa-1 

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 

18 

24 

42 

49 

0,027 

0,027 

0,024 

0,021 

2,70 

2,70 

2,40 

2,10 

7,80 

7,20 

6,50 

5,90 

7,80 

7,20 

6,60 

5,90 

7,80 

7,20 

6,50 

5,90 

Rekombinant B. megaterium 

0=0,05 sa-1 

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 

18 

24 

42 

49 

0,026 

0,026 

0,023 

0,021 

2,60 

2,60 

2,30 

2,10 

4,90 

4,60 

4,20 

3,90 

4,90 

4,60 

4,20 

3,90 

4,90 

4,60 

4,20 

3,90 

0=0,075 sa-1 

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 

18 

24 

42 

49 

0,027 

0,025 

0,022 

0,020 

2,70 

2,50 

2,20 

2,00 

6,08 

5,75 

5,20 

4,80 

6,0 

5,80 

5,20 

4,80 

6,10 

5,75 

5,20 

4,80 

0=0,1 sa-1 

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 

18 

24 

42 

49 

0,029 

0,027 

0,024 

0,020 

2,64 

2,45 

2,18 

1,82 

8,30 

7,70 

6,54 

5,90 

8,30 

7,72 

6,54 

5,90 

8,30 

7,70 

6,54 

5,90 

 

 
Ayrıca, rekombinant hücrelerde doğal fenotip hücrelere göre daha yüksek kLa, OTH 

ve OAH değerleri elde edilmiştir. Bu durum rekombinant hücrelerin özellikle 

biyopolimer sentezinde daha yüksek bir metabolik aktiviteye sahip olmasıyla 

açıklanabilir. Ayrıca, Çizelge 4.13’de görüldüğü gibi artan glikoz besleme hızları ile 

hücrelerin artan oksijen ihtiyaçları nedeniyle oksijen transfer parametrelerinde daha 

yüksek değerlere ulaşılmıştır. 
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4.14. Doğal fenotip B. megaterium ve rekombinant B. megaterium suşları ile 
yarı kesikli biyoreaktörde üretilen PHA karakterizasyonu 

 
Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 suşlarından 

laboratuvar ölçekli biyoreaktörlerde kesikli ve yarı kesikli fermentasyonlarla elde 

edilen PHA biyopolimerlerinin yapısal özellikleri 1H-NMR analiziyle belirlenmiştir 

(Şekil 4.27). 1H-NMR analizine göre, rekombinant ve doğal fenotip B. megaterium 

suşlarından kesikli ve yarı kesikli biyoreaktörlerde elde edilen PHA biyopolimerleri 

kısa zincir uzunluklu PHA polimerleri olup, PHB-co-PHV kopolimerleri yapısındadır. 

Eşitlik 4.1 ve 4.2’de verilen denklemlere göre elde edilen PHB-co-PHV 

kopolimerlerinin mol bazında %58 3HV monomer birimlerinden oluştuğu 

belirlenmiştir. PHB-co-PHV kopolimerlerindeki 3HV içeriği endüstriyel uygulamalar 

için oldukça önemli olup, mol bazında %20’den fazla 3HV monomeri içeren PHB-co-

PHV kopolimerleri, film ve fiber üretimi için uygun darbe dayanımı ve polimer 

esnekliği gibi üstün malzeme özellikleri sergilemektedir [227, 252]. Ayrıca, propionik 

asit, valerik asit, valerat gibi öncül substratlar kullanmadan B. megaterium NRRL B-

14308 suşundan karbon kaynağı olarak sadece glikoz kullanarak Bacillus suşları 

arasında en yüksek 3HV içeriğine sahip PHB-co-PHV kopolimerleri elde edilmiştir. 

 

PhaC gen overekspresyonu ile elde edilen rekombinant B. megaterium hücrelerinde 

3HV içeriğinin artışına ilişkin metabolik yolak üzerinde net bir kanıt bulunamamıştır. 

Ancak rekombinant hücrelerde artan hücre çoğalmasıyla birlikte organik asitlerin 

sindirilmesi sonucu 3HV üretimi için öncül metabolitler olarak kullanılan yağ 

asitlerinin salınması ile açıklanabilmektedir. Ayrıca, rekombinant hücrelerden elde 

edilen PHB-co-PHV kopolimerlerindeki 3HV içeriğinde gözlemlenen artış, phaC gen 

overekspresyonu ile daha yüksek bir PHA sentaz aktivitesinden kaynaklandığı da 

düşünülmektedir. Kısaca, rekombinant B. megaterium hücrelerinde daha yüksek 

PhaC aktivitesi ortamdan daha kısa C4 ara maddelerine göre daha fazla C5 ara 

maddelerini polimerleştirerek doğal fenotip suştan daha fazla 3HV içeriğine sahip 

PHB-co-PHV kopolimerlerini oluşturmuştur [253, 254]. 
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Şekil 4.27. Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium NRRL B-14308 suşlarından 

laboratuvar ölçekli biyoreaktörlerde kesikli (B) ve yarı kesikli (FB) 

fermentasyonlarla elde edilen PHA polimerlerinin 1H-NMR spektrumu      

a) PHA-B-wt b) PHA-B-rec c)  PHA-FB-wt d) PHA-FB-rec. 
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Ayrıca, saflaştırılan PHA biyopolimerlerinin termal özellikleri TGA ve DSC analizleri 

ile incelenmiştir (Çizelge 4.14). Elde edilen PHA polimerlerinin literatürdeki önceki 

çalışmalarla [255, 256] uyumlu şekilde iki ana degradasyon sıcaklığına (260°C ve 

455°C) sahip olduğu belirlenmiştir. 3HV gibi farklı monomerlere sahip kopolimer 

yapısında üretilen PHA polimerlerinde iki aşamalı bozunma sıcaklıkları 

görülmektedir. Birinci aşama bozunma, çarpraz bağlı polimer zincirinin ayrışması, 

ikinci aşama bozunma ise PHB-co-PHV kopolimer zincirinin ana bloğunun 

ayrışmasından kaynaklanmıştır [257]. 

 

PHB-co-PHV kopolimerlerinin erime sıcaklıkları DSC analizi ile belirlenmiştir. DSC 

analizi ile PHB-co-PHV kopolimerlerinin iki erime sıcaklığına sahip olduğu 

görülmüştür. Bu iki değerin de, erime sıcaklığı yaklaşık 170°C olan ticari PHB’den 

düşük olduğu belirlenmiştir. PHB-co-PHV kopolimer zincirindeki 3HV içeriği arttıkça, 

polimerin erime sıcaklığı azalmakta, böylece elde edilen polimerin darbe dayanımı 

ve esnekliği artarak endüstride daha geniş uygulamalarda kullanılabilmektedir. PHB-

co-PHV kopolimerlerinde iki erime sıcaklığının oluşması, PHB-co-PHV 

kopolimerlerinin “erime-yeniden kristalleşme-yeniden erime” süreçleri ile 

açıklanabilir [258]. 

 

Çizelge 4.14. Doğal fenotip B. megaterium NRRL B-14308 ve rekombinant B. 

megaterium NRRL B-14308 suşundan laboratuvar ölçekli 

biyoreaktörlerde kesikli ve yarı kesikli fermentasyonlarla elde edilen 

PHA polimerlerinin termal özellikleri 

Polimer Td1 (°C) Td2 (°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 ölçekli metabolik model rekonstrüksiyonu ve akı 

denge analizi (FBA) 

 

B. megaterium NRRL B-14308 suşu için geliştirilmiş yeni bir metabolik model 

oluşturabilmek için, iJA1121 modeli [212] temel alınmış olup, iBM1128 metabolik 

modeli 1128 gen, 1355 metabolit ve 1716 reaksiyondan oluşacak şekilde 

geliştirilmiştir. iJA1121 metabolik modeli ise 1121 gen, 1349 metabolit ve 1709 

reaksiyondan oluşmaktadır. KEGG, MetaCyc, UniProt ve BioCyc biyokimyasal 

veritabanları kapsamlı ve detaylı bir şekilde taranarak, B. megaterium’un 

genomunda bulunan ancak iJA1121 modelinde yer almayan 7 gen, 6 metabolit ve 7 

reaksiyon, manuel olarak oluşturulan iBM1128 modeline eklenmiştir. iBM1128 

metabolik modelinde eklenen yeni reaksiyonlar ve metabolitler EK-7’de verilmiştir.  

Ayrıca, iBM1128 metabolik modeli, B. megaterium’un çoğalmasını nicel olarak 

simüle etmek için kullanımıştır. Bu kapsamda, iBM1128 modeli COBRA Toolbox ve 

MATLAB R2020b ile stokiyometrik matrise dönüştürülmüştür. Akı denge analizi 

(FBA) algoritmasını kullanarak, lineer diferansiyel denklemlerden oluşan 

stokiyometrik matris Gurobi Solver 9.0 çözücüsü ile çözülmüştür.   

İlk olarak, kesikli fermantasyon deneylerinde karbon kaynağı olarak 10 g L-1 

derişiminde glikoz kullanılmıştır. Karbon kaynağı olarak sadece glikoz içeren  

minimal medium (MM) besi ortamındaki hücre çoğalma hızları, FBA ile tahmin 

edilmiş ve sonuçlar hem doğal fenotip hem de rekombinant B. megaterium 

mikroorganizmaları ile kesikli fermantasyon çalışmalarından elde edilen  deneysel 

verilerle karşılaştırılmıştır (Çizelge 4.15).  
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Çizelge 4.15. Doğal fenotip (w.t) ve rekombinant (rec) B. megaterium 

mikroorganizmalarından laboratuvar ölçekli biyoreaktörde kesikli 

fermantasyon (-B) çalışmalarındaki çoğalma hızlarının deneysel 

ve in silico (FBA) analiz sonuçları. 

Fermantasyon Glikoz Akısı 

(mmol gCDW-1 sa-1) 

µ  (sa-1) 

In silico        Deneysel 

B-w.t 7,5 0,357 0,354 

B-rec 8 0,381 0,371 

 

Çizelge 4.15’de gösterildiği gibi, akı denge analizi kullanılarak simülasyonlardan elde 

edilen çoğalma hızları ile deneysel sonuçlardan elde edilen çoğalma hızları birbiri ile 

uyumludur.  

 

Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium hücreleri ile üç farklı üstel besleme 

hızında (µ=0,05 sa-1, µ=0,075 sa-1, µ=0,1 sa-1) gerçekleştirilen yarı kesikli beslemeli 

fermantasyon çalışmalarında elde edilen deneysel verilerle, FBA ile elde edilen 

simülasyon sonuçları karşılaştırılmıştır (Çizelge 4.16). FBA simülasyon sonuçlarına 

göre, in silico çoğalma hızlarının deneysel verilerle uyumlu olduğu görülmektedir. 

Buna göre, B. megaterium NRRL B-14308 suşu için oluşturulan iBM1128 metabolik 

modelinin hücre çoğalması simülasyonu için oldukça başarılı olduğu belirlenmiştir.  
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Çizelge 4.16. Doğal fenotip (w.t) ve rekombinant (rec) B. megaterium 

mikroorganizmalarından laboratuvar ölçekli biyoreaktörde yarı 

kesikli fermantasyon (-FB) çalışmalarındaki çoğalma hızlarının 

deneysel ve in silico (FBA) analiz sonuçları 

Fermantasyon Glikoz Akısı 

(mmol gCDW-1 sa-1) 

µ  (sa-1) 

In silico         Deneysel 

FB-w.t- µ=0,05 1,66 0,075 0,05 

FB-w.t- µ=0,075 1,74 0,083 0,075 

FB-w.t- µ=0,1 2,22 0,109 0,1 

FB-rec- µ=0,05 1,62 0,072 0,05 

FB-rec- µ=0,075 1,85 0,088 0,075 

FB-rec- µ=0,1 2,40 0,114 0,1 

 

iBM1128 modeli ile PHA üretimini optimizasyon çalışmalarında, PHA sentez 

reaksiyonu amaç fonksiyon olarak seçilmiştir. Ancak, model üzerinde farklı glikoz ve 

oksijen alım değerlerine ve PHA metabolik yolak üzerinde PHA üretimine zorlayıcı 

değişikliklere rağmen olumlu sonuç elde edilememiştir. Bu olumsuz durumun nedeni 

olarak, temel alınan iJA1121 metabolik modeli çalışmasında, sekonder bir metabolit 

olan ve influenza A ve influenza B tedavisinde kullanılan antiviral bir ilaç olan 

oseltamivir sentezinin ana hammaddesi olan şikimat üretimini arttırabilmek için 

metabolizma üzerinde yapılmış olan değişiklikler nedeniyle akı dağılımının PHA 

birikimine engel olduğu düşünülmektedir. 

 

Bu nedenle, ileriki çalışmalarda, Gen Bankasında genomu bulunan B. megaterium 

NRRL B-14308 suşunun genom sekansı temel alınarak, literatürde ve biyokimyasal 

veri tabanlarındaki veriler ışığında, gen-protein-reaksiyon ilişkileri teker teker ele 

alınıp B. megaterium suşları için oluşturulmuş model geliştirilecektir. Geliştirilecek 

yeni model stres koşullarında hücre metabolizmasında meydana gelen fizyolojik 

değişimleri açıklamak ve böylelikle mikroorganizmanın PHA üretim metabolizmasını 

açığa çıkarmada kullanılabilecektir.  
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5. SONUÇLAR 
 

Tez çalışması kapsamında elde edilen sonuçlar ana hatlarıyla aşağıda verilmiştir. 

• B. megaterium’un genomunda yer alan PHA-sentaz (phaC) geni tasarlanan 

primerler yardımıyla PZR ile çoğaltılmış, agaroz jel elektroforezinden sonra 

UV-transilluminatörde kontrol edilip doğrulanan PZR bantları jelden kesilip 

saflaştırılmıştır.  

 

• PZR ile çoğaltılan gen kaseti ve pC-HIS1623hp vektörü, tasarıma uygun 

olarak seçilen SpeI ve SpHI-HF restriksiyon enzimleri ile kesilmiştir.  

 

• Restriksiyon enzimleri ile kesilmiş vektör ve PZR ürünleri 16°C’de 16 sa 

ligasyon tepkimesiyle klonlanıp rekombinant plazmidler CaCl2 

transformasyonu ile E. coli DH5α suşuna aktarılmış ve hücreler çoğaltılmıştır.  

 

• Çoğalan kolonilerden rekombinant plazmidler saflaştırılarak restriksiyon 

enzim kesimleri ile kontrol edilmiş, hem agaroz jel elektroforez görüntüsünde 

beklenen büyüklükte DNA ürünleri gözlenmesi hem de  DNA dizi analizi ile 

klonlama çalışmasının başarılı olduğu belirlenmiştir. 

 

• DNA dizini doğrulanmış rekombinant plazmidler, B. megaterium’a protoplast 

transformasyonu yöntemiyle aktarılmış ve tez çalışmalarında kullanılmak 

üzere çeşitli rekombinant B. megaterium suşları elde edilmiştir. 

 

• Elde edilen rekombinant B. megaterium suşlarından PHA üretimini arttıracak 

en uygun klonlar seçilmiştir. 

 

• Doğal fenotip B. megaterium ve B. megaterium NRRL B-14308-pCHIS-phaC-

GGS-6His (NRRL-B-L1) suşları tanımlanmış minimal besi ortamında PHA 

üretim çalışmalarında kullanılacak en uygun suşlar olarak belirlenmiştir. 
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• SDS-PAGE ve western blot analizleri ile phaC geninin rekombinant B. 

megaterium hücrelerinde ekspres edildiği kanıtlanmıştır. 

 

• Rekombinant  B. megaterium mikroorganizmalarında PHA üretimi için en 

uygun indükleyici derişimi %0,5 ksiloz çözeltisi olarak belirlenmiştir. 

 

• Doğal fenotip B. megaterium ile orbital çalkalamalı biyoreaktörlerde üretilen 

ve çözücü ekstraksiyonu ile saflaştırılan PHA örneklerinin yapısal ve termal 

özellikleri Fourier dönüşüm kızılötesi spektroskopisi (FTIR), 1H-NMR, GC-

FID, GC-MS, TGA ve DSC analizleri ile karakterize edilmiştir.  

 

• Karakterizasyon çalışmaları sonucunda elde edilen PHA biyopolimerlerinin 

kopolimer yapısında olduğu (PHB-co-PHV) ve 3-hidroksibütirat (3HB) ve 3-

hidroksivalerat (3HV) monomer birimlerinden meydana geldiği belirlenmiştir.  

 

• PHA saflaştırması sırasında çözücü işleminin etkinliğini arttırmak için 

liyofilizasyon, etanol/ısıl işlem  ve mikrodalga yardımı ile kurutma gibi çeşitli 

dehidrasyon tekniklerinin PHA üretimine olan etkisi incelenmiştir. 

 

• Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium mikroorganizmaları kullanılarak 

laboratuvar ölçekli biyoreaktörde daha yüksek hücre yoğunluğu ve PHA ürün 

verimi elde edebilmek için, PHA üretim ortamının optimizasyonu çalışmaları 

yapılmıştır.  

 

• Minimal besi ortamındaki iz element çözeltisinde bulunan Fe+2 derişimi 2 

katına çıkarıldığında (10 g/L), 1,4 kat daha fazla PHA ürün verimi elde 

edilmiştir.  

 

• PHA üretimini arttırmak için sınırlayıcı olarak azot seçilmiş ve hücre kuru 

ağırlığı, PHA birikim miktarı ile hacimsel verimlilik açısından en uygun C/N=20 

molar derişimi belirlenmiştir. 
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• Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium mikroorganizmaları ile 

laboratuvar ölçekli biyoreaktörde PHA üretimi için en uygun çözünmüş oksijen 

derişimi seviyesi %20 olarak belirlenmiştir. 

 

• Laboratuvar ölçekli kontrollü biyoreaktörlerde, kontrolsüz orbital çalkalamalı 

biyoreaktörlere göre yaklaşık %40-80 daha fazla hücre çoğalması ve %50 

daha fazla PHA birikimi elde edilmiştir. 

 

• Doğal fenotip ve rekombinant B. megaterium mikroorganizmalarından PHA 

fermentasyonu çalışmalarında laboratuvar ölçekli biyoreaktörde yarı kesikli 

besleme  çalışmaları gerçekleştirilmiş; üç farklı üstel besleme hızında 

(µ=0,05; µ=0,075 ve µ=0,1 sa-1) en yüksek hücre derişimine ve PHA ürün 

verimine µ=0,1 sa-1 besleme hızında ulaşılmıştır. 

 

• Rekombinant suşun, doğal fenotipe göre yarı kesikli sistemde 3 farklı üstel 

besleme hızında incelendiğinde, yaklaşık %12,5 daha fazla hücre derişimine 

(6,15 g L-1) ulaştığı belirlenmiştir. 

 

• Üstel yarı kesikli besleme stratejisi ile kesikli sisteme göre 2,2 kat daha fazla 

PHA üretilmiştir. 

 

• Rekombinant B. megaterium hücrelerinde µ=0,1 sa-1 üstel spesifik çoğalma 

hızında en yüksek nihai hücre derişimi (7,68 g L-1), hücrelerin PHA içeriği 

(%80), hacimsel PHA verimliliği (0,54 g L-1 sa-1), hücre ve ürün verimi (0,74 

g g-1 ve 0,62 g g-1) elde edilmiştir. 

 

• Rekombinant B. megaterium hücrelerinde doğal fenotip hücrelere göre daha 

yüksek oksijen transfer parametre değerleri elde edilmiştir. Bu durum 

rekombinant hücrelerin özellikle biyopolimer sentezinde daha yüksek bir 

metabolik aktiviteye sahip olmasıyla açıklanmıştır. 
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• B. megaterium NRRL B-14308 suşundan propionik asit, valerik asit, valerat 

gibi öncül substratlar kullanmadan karbon kaynağı olarak sadece glikoz 

kullanarak, 1H-NMR ve GC-FID analizlerine göre, Bacillus suşları arasında 

rapor edilen en yüksek 3HV içeriğine sahip (%58 mol 3HV) PHB-co-PHV 

kopolimerleri elde edilmiştir. 

 

• Literatürde B. megaterium mikroorganizması için mevcut en son metabolik 

model olan iJA1121 modeli temel alınarak, genomik ölçekte metaboliksel 

modelleme çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

 

• iJA1121 modeli üzerine, KEGG, MetaCyc, UniProt, BioCyc biyokimyasal veri 

tabanları kapsamlı ve detaylı bir şekilde taranmış ve B. megaterium 

genomunda bulunan ancak modelde yer almayan 7 gen, 7 reaksiyon ve 6 

metabolit manuel bir şekilde eklenmiş ve düzenlenmiştir (iBM1128). 

 

• iBM1128 metabolik modelinde akı denge analizi algoritması kullanılarak yarı 

kesikli besleme sisteminde farklı üstel glikoz besleme hızlarının hücre 

çoğalması üzerine model simülasyonları gerçekleştirilmiştir. 

 

 

Sonuç olarak, bu çalışma kapsamında, genetik modifikasyonlarla elde edilen 

rekombinant B. megaterium mikroorganizması kullanılarak bakteriyel yolla 

biyopolimer üretimi ve biyopolimer üretiminde etkili biyoproses tasarım 

parametrelerinin incelenmesiyle B. megaterium NRRL B-14308 suşundan PHA’nın 

yüksek verimlilikte üretimi ve B. megaterium suşunun metaboliksel modellemesi 

gerçekleştirilmiştir. Literatürde ilk kez B. megaterium’un genomunda PHA 

sentezinden sorumlu phaC geni bir ekspresyon vektörüne klonlanmıştır. Böylece B. 

megaterium mikroorganizmasında PhaC enziminin üretiminin arttırılmasıyla PHA 

üretimi arttırılmıştır. Ayrıca, literatürde tanımlanmış ortamda öncül substratlar 

kullanılmadan karbon kaynağı olarak sadece glikoz kullanarak Bacillus suşları 

arasında mol bazında en yüksek 3HV içeriğine sahip PHBV kopolimerleri üretilmiştir. 
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Yüksek 3HV içeriği, biyopolimerin esnekliğinin, dayanıklılığının ve bunlara bağlı 

olarak uygulama alanlarının artması açısından son derece önemlidir.  

 

B. megaterium scl-PHA yapısında biyopolimerler üretirken, Pseudomonas cinsi 

mikroorganizmalar mcl-PHA yapısında biyopolimerler üretmektedir. Bundan sonraki 

çalışmalarda, B. megaterium genomunda gerçekleştirilecek genetik 

modifikasyonlarla, endüstriyel açıdan oldukça önemli olan scl-mcl-PHA yapısında 

biyopolimerler elde edilebilir. Ayrıca, B. megaterium suşları için oluşturulmuş 

genomik ölçekte metabolik modeller, stress koşullarında hücrenin PHA üretim 

metabolizmasını açığa çıkarmak ve PHA üretim verimini daha da arttırmak için 

kullanılabilir.  
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EKLER 

 

EK 1: phaC gen overekspresyonu gerçekleştirilmiş pC-HIS1623hp plazmid haritası 
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EK 2: BSA standart kalibrasyon eğrisi 
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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 için eklenen yeni reaksiyonlar ve metabolitler 

 

No Reaksiyon Adı Reaksiyon 

1 (R)-3-hydroxybutyryl-CoA 

dehydratase 

RHYBC[c] <=> CRONYLCOA[c] +H2O[c] 

2 3-oxoadipate CoA-transferase SUCCOA[c] + 3OA[c]  <=> SUCC[c] + 3OACOA[c] 

3 
GDP-L-fucose synthase 

C00325[c] + NADP[c] <=> C01222[c] + NADPH[c] + 

H[e] 

4 GDP-mannose 4,6-

dehydratase 

GDPMAN[c] <=>  C01222[c] + H2O[e] 

5 Succinyl-CoA:acetate CoA-

transferase 

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

6 (S)-malate:acceptor 

oxidoreductase 

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

7 D-galactonate hydro-lyase DGALAC[e] <=> C01216[c] + H2O[c] 

 

 

Metabolit Adı Kısaltması Kimyasal 

Formülü 

KEGG 

Numarası 

3-Oxoadipate 3OA[c] C6H6O5 C00846 

GDP-L-fucose C00325[c] C16H25N5O15P2 C00325 

GDP-4-dehydro-6-deoxy-D-

mannose C01222[c] C16H23N5O15P2 C01222 

quinone C15602[c] C6H4O2 C15602 

Hydroquinone C15603[c] C6H6O2 C15603 

2-Dehydro-3-deoxy-D-galactonate C01216[c]  C6H10O6 C01216  

3-Oxoadipate 3OA[c] C6H6O5 C00846 
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