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Biyoplastik: Poli-B-Hidroksibiitirat (PHB)'

Mirac Yilmaz?,Yavuz Beyath®

Biyoplastik (PHB) ve Onemi

Gunluk hayatimizin bir pargasi olan plastik Granler, kanitlanmig pek ¢ok
dezavantajlarina ragmen; kolay sekil alma, elastikiyet, nakliyede rahatlik ve ucuzluk
gibi nedenlerden dolayi tercih edilen malzemeler olmuslardir. Ancak, plastigin
“kullanilip-atilabilme” 6zelligi, simdiden ¢evre Kkirliligi agisindan en blyUk sorunlardan
biri haline gelmistir (1). Her yil birka¢ yuzbin ton plastik denize atilir ve okyanusta
birikir (2). Dlnyada biriken yillik plastik miktari ise 25 milyon ton kadardir (3). Bu
nedenle, son yillarda plastikler, ekolojik problemlerin kaynagi olarak kargimiza
cikmaktadirlar (2).

90'll yillarda 100 milyon tonun Uzerinde Uretilen ve 2000 yilinda bu rakamin 150
milyon ton oldugu tahmin edilen sentetik polimerlerin, yerine kullanilabilecek bagka
bir malzeme tlrl olmadigi surece, ¢evre ve insan sagligina getirecegdi yukler gittikge
artacaktir (4, 5, 6, 7).

Petrolden elde edilen sentetik polimerler, plastik atik olarak dogaya terk
edildiklerinde, toprakta uzun slre parcalanamadigindan g¢evre kirliligine ve toksik
madde birikimine neden olmaktadirlar. Bu nedenle, biyolojik olarak parcalanabilen
polimerlerin Uretimi 6nem kazanmis ve petrol kdkenli polimerlerin yerini almalarina
yonelik caligmalar artmistir (1, 5).

1970'li yillardaki petrol krizinden sonra petrol fiyatlarinin artmasina da bagh olarak,
petrol kokenli polimerlere alternatifler aranmis ve 1976 yilinda, ingiltere'deki Imperial
Kimya Endustrisi (ICl), bakteriyel fermentasyonla Uretilen poli-Beta-hidroksibutirat'la
(PHB) ilgili aragtirmalara baslamigtir (7).

'Bu calisma Gazi Universitesi Fen Bilimleri Enstitlisii biyoloji Anabilim Dalinda Prof. Dr.
Yavuz Beyatl danismanhigi altinda Mira¢ Yilmaz tarafindan yapilan ve 2003 yilinda
tamamlanan “Topraktan izole Edilen Bacillus Cinsi Bakterilerin Bazi Metabolik Ozelliklerinin
Belirlenmesi, Plazmid DNA ve Protein Profillerinin incelenmesi” adli Doktora tezinden
alinmistir.

2Dr. Ogr. Grv., Hacettepe Universitesi Egitim Fakiiltesi Ortadgretim Fen ve Matematik Alanlar
Egitimi BOlumU Biyoloji Egitimi ABD, Beytepe, Ankara. Yazigmalardan sorumlu yazarin e-
posta adresi: mirac@hacettepe.edu.tr

*Prof. Dr., Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakaiiltesi Biyoloji B6limii Ankara.



mailto:mirac@hacettepe.edu.tr

Gunumuzde, PHB gibi biyopargalanabilir, yenilenebilir, biyouyumlu ve dogayla dost
plastiklerin bakterilerde sentezi ve polimer kimyasindaki uygulamalari ile ilgili alinan
olumlu sonuglarla biyoplastiklere olan ilgi her gecen guin artmaktadir (7, 8).

Cesitli arastiricilar, biyoplastik Uretiminde bakteriyel biyoplastiklerin, gelecek
uygulamalar icin kullanilabilecegini bildirmektedirler (4, 9). Avantajli 6zelliklerinden
yararlanmak ve endustriyel PHB Uretimi yapmak icin uygun suslarin tespiti
arastirmalarinda, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium, ve Bacillus cinsi gibi
bakteri gruplari da yer almaktadir. Calismalarda, bu cinslere ait vejetatif bakteri
hacrelerinin, diger metabolik Urtnlerin yanisira poli-p-hidroksibitirat gibi metabolik
materyaller de depoladiklari bildirilmistir (10, 11, 12).

Poli-B-hidroksibitirat ‘in (PHB) Tanimi ve Tarihgesi

Bakteriyel plastik veya biyoplastik de denilen ve petrokimyasal plastiklerin neden
oldugu cevresel kirlilige alternatif olarak ortaya ¢ikan poli-B-hidroksialkanatlar (PHA),
geleneksel plastik potansiyeline sahip, mikrobiyal olarak Uretilen polimerlerdir (12,
13). PHA'larin bakterilerde, insandaki yad veya bitkilerdeki nisasta gibi rol oynadigi
bildirilmektedir (2, 14).

Bir ¢cok c¢esidi bulunan PHA'lar, linear, uzun, 3-hidroksi yag asidi monomerlerinden
ibaret, aktif mikrobiyal polyesterlerdir (12, 15). Bunlar iginde yer alan poli-Beta-
hidroksibutirat (PHB), PHA'larin en yaygin ve genis kapsamli olarak caligilan tipidir
ve polimerin bu sinifina ticari ilginin dogmasina neden olan PHA'dir (15, 16).

ilk kez, Lemoigne tarafindan, 1920'li yillarda, topraktan izole edilen Bacillus
megaterium bakterisinde bilinmeyen bir materyalin par¢calanmasi sonucu rastlanilan
3-hidroksi  butirik asit, poli-3-hidroksibutirat homopolyesteri (PHB) olarak
tanimlamigtir. Sonraki 30 yilda PHB polimerine olan ilgi giderek artmis ve 1958
yilinda Macrae ve Wilkinson Bacillus hucresi icinde PHB sentezi ve pargalanmasini
yonlendiren hdcre ici sartlarli ve mekanizmasini arastirmislardir (7, 12, 17). PHB ile
ilgili arastirmalarla, termoplastik ve elastomerik bir materyal oldugu anlasilan polimer,
patentli Grinlere donusmaustur (8).

Biyoparcgalanabilir, termoplastik bir materyal olan PHB'In, petrol turevli plastiklerin
yerini almak igin ticari olarak Uretimi ¢aligmalari, 1960'h yillarda baglamis, ancak ilk
endustriyel Uretimi 1970'li yillarda gergeklesmistir (12, 15, 17). Uretilen ilk ticari Grin
BIOPOL adiyla patentlenmistir (18).

Bu yillarda ingiltere'de Imperial Kimya Endustrisi (ICI) bircok bakteriyel tiird,
potansiyel PHB dretimi agisindan incelemis ve endustriyel Uretimde, hlcre kuru
agirhginin - % 90" Uzerinde PHB biriktiren Alcaligenes eutrophus bakterisini
kullanmaya baglamistir (15). Daha sonraki yillarda PHB ile ilgili calismalar
Pseudomonas, Azotobacter, Hydrogenomonas, Chromatium, Bacillus vb. bakteri
cinsleriyle devam etmis; PHB'In fiziksel ve kimyasal ozellikleri, molekuler agirhgi,
ekstraksiyon metodlari, metabolizmasi, ig-dis parcalanmasi gibi ¢ok yonlu ozellikleri
incelenmigtir (7, 12).



PHB'In Genel Ozellikleri

Hucre ici depo granulu seklinde sentezlenen ve biriktirilen PHB, yapisinda kisa
zincirli B-hidroksi yag asitleri iceren, prokaryotlarin membranla g¢evrili hiicre ici depo
maddesi olup, tekrarlanan hidrofobik birimlerden olusan uzun bir polimerdir (2, 8, 18,
19, 20).

[-O—CH-CH,—C-], Yan zincirinde bir metil grubu bulunan, optikge
| I aktif D(-)-3-hidroksi butirik asidin makromolokuler
CHs O bir polimeri olan PHB'In genel formuli (C4HsO2),

seklindedir (Sekil 1). (n) sayisi 35 000 gibi yuksek

Sekil 1. D(-)-3-hidroksi bitirik bir saylya ulasabilir (4, 12, 15, 18, 21, 22)

asit polimerinin kimyasal yapisi

Hucrede bir redoks duzenleyicisidir (12, 15, 18, 19, 21, 23, 24). Faz kontrast veya
elektron mikroskobu (EM) kullanildidinda, bakteriyel hicrelerde PHB grandlleri
kolaylikla gozlenebilir. PHB, genellikle kure seklinde olup, her granul ¢ap olarak 100-
800 nm arasindadir. Bunlar 2-4 nm kalinhiginda Uniter olmayan bir membranla
cevrilidir. Granullerin yaklasik % 98'i PHB, % 2'si ise protein icermektedir (18, 25).

Yapilan EM c¢alismalarinda, granulun igte yer alan bir merkezi kisim ve birkag
tabakali membranla ¢evrilmis kabukdan olustugu bildiriimigtir (25). PHB'lar,
polipropilen gibi petrol turevli yaygin plastiklere benzer materyal ozellikler gosterirler
(15). Ancak, bir termoplastik olan PHB'in sertligi, polietilene kiyasla dort misli fazladir.
Hucre icinde sivi, atmosferde kati halde olan PHB, organik ¢dzicl ile hicreden
Ozutlendiginde kristalize olur (4, 15, 18).

Kati ama kirilgan bir materyal olan PHB'In erime sicakhgi, 157-188 °C olup, bu,
polimerin termal olarak ayristigi sicakliga yakindir. PHB termoplastik oldugundan
preslenip sekil verilebilir (4, 15, 18).

PHB'In, UV i1simalarina direncli oldugu ancak, asit ve baz uygulamalarina kargi zayif
dirence sahip oldugu bildiriimektedir. Ayrica, polimerin su ve hava gegirmez olusu
hidrolitik pargalanmaya karsi direng sagladigindan PHB'In kullanim olanaklari
genislemektedir (8).

Polimerin molekul agirhgi, ozellikle bakterinin turine bagl olmakla birlikte, buyume
kosullari ve hucrenin yasam dongusundeki yerine gore de degisebilir (25, 26). PHB
molekulinin agirhginin 60.000-2.000.000 Da arasinda degistigi bildiriimektedir (7).
Taidi ve arkadaglari (26), PHB'In molekuler agirhginin, karbon kaynagi olarak
metanol kullanildiginda Methylobacterium extorquens bakterisinde 0,6X10° Da,
Alcaligenes eutrophus bakterisinde, 1,1X10° Da; siksinat kullanildiginda ise M.
extorquens bakterisinde 1,7X10° Da ve A. eutrophus bakterisinde 1,6SX10° Da
molekuler agirhginda oldugunu bildirmislerdir.

PHB biyosentez genlerinin, kromozomda veya Plasmid DNA'da lokalize oldugu
bildirilmektedir (27). PHB'In, biyolojik parcalanabilirligi, biyolojik uyum yetenegi ve



toksik olmayigi sayesinde endustriyel uygulamalarda kolayca kullanilabilecegi
bildiriimektedir (28, 29).

PHB Olusum Sartlari ve Tayini

Arastirmacilar, PHB'In birgok mikroorganizma tarafindan, uygun olmayan ureme
kosullarinda olugturuldugunu (18, 30) ve PHB birikiminin genellikle, fazlaca karbon
kayna@i varliginda, ancak buylme igin gerekli nitrojen kaynagi, oksijen ve esansiyel
elementler (N, P, S, Mg, K, Fe vb.) gibi besleyici maddelerin eksikliginde
gerceklestigini bildirmektedirler (12, 16, 18, 19, 22, 23, 30, 31).

Yapilan arastirmalarda, buyime ve PHB biriktiimi arasinda yakin bir ilgi tespit
edilmistir. Buna go6re, bakteri gelisiminin eksponansiyel fazinda PHB birikimi
artmakta, ge¢ eksponansiyel-erken durgun donemde ise maksimum dizeye
ulagmaktadir (22). Buyume sirasinda bolinme olmayan hucrelerde de, PHB
miktarinin ylksek oranda arttigi bilinmektedir (3). Sporlu bakterilerde PHB birikiminin
spor olusumundan hemen once oldugu ve sporulizasyonda enerji kaynag! olarak
kullanildigi belirtiimektedir (21, 32). Yapilan bir ¢alismada, Rhizobium bakterilerinde,
kaltur ortaminin asitlesmesine bagh olarak hiucre olumundn arttigr ve PHB iceriginin
buna bagli olarak dustugu bildirilmistir (33).

UV spektrofotometrik olarak tayini yapilabilen PHB, hicreden ayrildiginda, sualfurik
asitle krotonik aside donusturulerek, 235 nm dalga boyundaki absorbansi dlgulebilir
(34).

PHB'In hiicrede teshisi ve konsantrasyonunun belilenmesinde '"H NMR ve Gaz
Kromatografisi analizi ve FTIR spektroskopi yontemi kullanilabilmektedir (30, 35, 36).
Canli bakteri hlcresi icerisindeki PHB depo grandllerinin tespit edilmesi igin genis
olarak kullanilan metotlardan biri de lipofilik boyalarla boyamadir. Bu amagcla Nil Blue
A, Sudan Black B ve Sudan lll gibi bazi florosan boyalar kullanilabilir (37, 38, 39, 40).

PHB Sentezi

Polimerin biyosentezi, monomerlerin olusumu ve birlestirimesi gibi, iki enzimatik
asama gerektirir. Uretim seviyesi, zincir uzunlugu ve olugsan Kkopolimerlerin
kompozisyonu, bu enzimlerin performansina baghdir (41).

Hucre iginde PHB birikiminin artmasi igin, yiksek NAD(P)H, yuksek asetil-CoA ve
dusuk serbest CoA duzeyinin olmasi gerekmektedir. Bu sartlarin olusumu,
mikroorganizmalara gore dedismekle beraber genelde nitrojen, potasyum, sulfur
veya oksijenin sinirlandirilmasi gibi buyimeyi sinirlandirici etkenlere baglidir (7).

En kapsamli karakterize edilen polimer olan PHB'In biyosentezi, U¢ degisik enzim
tarafindan katalize edilen, U¢ enzim reaksiyonundan olusmaktadir (Sekil 2). llk
reaksiyon, iki Asetil-CoA molekuilunun, B-ketoagil CoA tiolaz tarafindan, Asetoasetil



CoA'ya dénistiriilmesini icermektedir. ikinci reaksiyon, Asetoasetil CoA'nin NADPH
bagll bir Asetoasetii CoA dehidrogenaz tarafindan, R-3 Hidroksibutirii CoA'ya
indirgenmesidir. Son olarak, R-3 Hidroksibutirii CoA monomerleri PHB sentaz
tarafindan, PHB'a polimerize olmaktadir. Asetil CoA ve 3-Hidroksibutirii CoA, PHB
sentezindeki ara araclardir. Asetat ve PHB, Asetii CoA'nin konsantrasyonunu
arttirabilir ve hucrede 3-Hidroksibutirii CoA ve 3H'In sentezini bundan dolayi
kolaylastirir (15).

Asgti-CoA+Asetil-CoA Prokaryot hicrelerde PHB'In

CoA-& | f-ketoacil CoA tiolaz hiicre igi sentezi icin baslangi¢
h . bilesigi, Asetil CoA'dir. Substrat
Asetoasetil CoA ve Asetil CoA'nin hicre igi
MADPH konsantrasyonunun artmasiyla

, _ olusan kosullar, sentezde
Asetoasetil CoA dehidrogenaz pozitif bir etkiye sahiptir. Bu

NADP+ ayni zamanda PHB sen.tezir)i
_ o basitlestirmektedir Enzimatik
F-3-Hidroksibitirl Cob, olarak katalizlenen reaksiyonun
#F’HEI centaz duzenleyici mekanizma idaresi
altinda olmasi bunun nedeni
FHE olarak gosterilmektedir (18).

Sekil 2. PHB Sentezi (3)

PHB olusumunda ilk basamagi katalizleyen, B-ketoagil CoA tiolaz (phbA geni ile
kodlanan), acil-CoA+asetil-CoA'daki substratlarin tiolitik ayrilmasini iceren enzim
ailesinin bir Gyesidir. YUksek Okaryotlardan, mayalara ve prokaryotlara kadar dogal
olarak bulunurlar (15).

Asetoasetil CoA dehidrogenaz (phbB geni ile kodlanan), bir R-3-hidroksiagil CoA
dehidrogenazdir ve 3-hidroksibultiril-CoA'yl asetoasetil-CoA'ya ¢eviren ikinci
basamagi katalizler (15). PHB biyosentez yolunda, tiolaz ve dehidrogenaz enzimleri
tarafindan katalizlenen reaksiyonlar, polimerizasyon igin monomer saglar. Olugsan bu
R-3 Hidroksibdtirii CoA monomerleri ise, PHB sentaz tarafindan (phbC ile kodlanan)
PHB'a polimerize edilir (15).

PHB grandlleri ile sentaz enzimi polimerizasyonu arasindaki iligki yillardir
bilinmektedir. Sinirh karbonlu ortamda gelisme sirasinda, sentaz enzimi ¢é6zinmus
formda olugsmaktadir. Nitrojen azliginda ise PHB sentaz olugsmaktadir. Céziunmus
sentazin bu sartlar altinda hizla ttikenmesi PHB grandilleri ile iligkilidir (12).



PHA sentezinin anahtar enzimleri olan ve 3-hidroksiacil-CoA substratlarinin PHA'lara
donUsumuinu katalizleyen PHA sentazlarin, 54 farkh c¢esidi tayin edilmis ve
klonlanmigtir Alt Unite kompozisyonu ve substrat 6zgullugune bagh olarak PHA
sentazlar Ug gesit olarak ele alinir. I. Sinif PHA sentazlar Alcaligenes eutrophus'dan,
II. Sinif PHA sentazlar Allochromatium vinosum ve |lll. Simif PHA sentazlar
Pseudomonas aeruginosa'da bulunan enzimlerdendir (42). Caulobacter crescentus
'dan izole edilen 2019 Nukleotid igeren ve 673 aminoasidi kodlayan PHB sentaz geni,
phaC, yaklasik 73 kDa olan molekuler agirigi ile bugine kadar tanimlanan en blyuk
PHA sentaz enzimidir (43).

Miyake ve arkadaslari (44), asetil-CoA'nin asetilfosfata donlisumini saglayan
fosfotransasetilaz ezimi ile ilgili yaptiklari galismada, bu enzimin agiga ¢ikardidi asetil
fosfatin PHB sentaz aktivatori gibi rol oynadigini ve PHB sentezini aktive etttigini
bildirmislerdir. Ancak, bu enzimdeki azalmanin da PHB sentezi izyolundaki asetil-
CoA substratini arttirabileceg@ini ve sonug¢ olarak PHB birikiminin yuUkselebilecegini
rapor etmislerdir.

PHB sentezinde is goren enzimlerin farkli hicre igi sartlara uyum saglayabilmeleri,
PHB Ureten mikroorganizmalarin genis bir cesitlilige sahip olmalarina neden
olmaktadir. Ancak, her ne kadar PHB biriktirimi bir cok prokaryotik mikroorganizmada
gorulur ise de, B-keto acil CoA Thiolaz, Asetasetii CoA Dehidrogenaz ve PHB
Sentazin enzimatik mekanizmalari ile ilgili biyokimyasal aragtirmalar sadece bunlarin
iki dogal yapimcisi olan Zooglea ramigera ve Alcaligenes eutrophus da yapiimigtir.
Ornegin, Bacillus megaterium PHB'In ilk olarak izole edildigi ve tanimlandigi bakteri
olmasina karsin, henuz biyosentez mekanizmasi tam olarak karakterize
edilememigtir (15).

PHB "in Biyolojik Parcgalanabilirligi

PHB, biyolojik parcalanabilirligi nedeniyle, bir kez kullanilip atilan egyalarin
uretiminde buyuk avantajlar saglar (18).

PHB'In en 6nemli 6zelliklerinden biri, toprak ve insan viucudu vb. yerlerde, toksik
urinler meydana getirmeksizin tamamen pargalanabiliyor olmasidir. PHB'In aerobik
ortamdaki pargalanma urunleri karbondioksit ve su; anaerobik ortamda pargalanma
ariinu ise metandir (1, 3, 7).

PHB'In pargalanma suresi bir kag aydan (anaerobik), bir kag yila (denizsuyu) kadar,
katki maddesi ile ayarlanabilir. Parcalanmada nitrojen oksidi olugsmamasi, c¢evre
korunmasinda 6nemlidir. Pargalanan biyoplastik bitkilerin gelismesini olumlu yénde
etkilemektedir (4, 15, 45) . Polimerin pargalanmasinda, bakteri, mantar, ve yuksek
organizmalar biyolojik faktorler olarak; hidroliz ve oksidasyon kimyasal faktorler
olarak; gunes 1s1g1, 1slanma ve mekanik agsinma ise fiziksel faktorler olarak etki
etmektedir (15).



PHB ve onun kopolimerleri bakteriler, funguslar ve algler gibi mikroorganizmalar
tarafindan belirli gevre sartlarinda, nispeten kisa bir peryot icerisinde tamamen CO,
ve enerjiye donusturtlerek pargalanabilmektedir (18). Tamamen pargalanma igin
gereken zaman ve biyoparcalanma oraninin, kalinlik, yuzey ozellikleri, 1s1 ve

cevredeki mikrobiyal nifus gibi etkenlere bagh olarak degistigi bildirilmistir (3, 18).

Nguyen ve arkadaslari (46), PHB, PHV ve P(HB-HV) (polihidroksibutirat-co-
hidroksivalerat) kopolimerlerinde, i1siya bagh (170-200 °C) parcalanmay! arastirdiklari
calismalarinda, reaksiyonun ilk birka¢ saatindeki tabakalagmayi, isi etkisiyle erimenin
takip ettigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, 1s1 etkisiyle PHB pargalanmasinin
hizlandigini belirterek, bunun polimerlerin oligomer formlarinin krotonat son gruplari
ile ilgili oldugunu bildirmislerdir.Mergaert ve arkadaslari (47) ise, PHB'In toprakta ve
steril tampon ¢oOzeltide pargalanmasini arastirdiklar calismada, her iki ortamda da
molekul agirhginin dastigund, ancak kutle miktarindaki azalmanin sadece toprakta
goéruldugunu ve bunun toprak cesidine bagli olarak degistigini bildirmislerdir. Buna
goére, kutle azalmasindaki en yuksek duzeye Kkilli toprakta ulasiimistir. Bazi
arastirmacilar da, topraktaki P(HB-HV) biyoparcalanirhk ylzdesinin topragin cesidi

o

ve icerdigi su miktarina bagh olarak degistigi bildirmektedirler (48).

PHB'In, karbon ve enerji kaynadi olarak bakteriler tarafindan kullanilabilmesi icin
depolimerize olmasi gerekmektedir. Depolimerizasyon sonucu olugan monomerik 3-
hidroksibutirik asit ve dimer yapi birgcok organizma igin kullanilabilir substratlardir
(Sekil 3) (18).

F'ﬁB
PHE depalirr

Of-)-3-hidroksibltirat
D{-1-3-hidroksibitirat dehidrogena
Asetoasetat

Asetoasetil Col sentaz
Azetogsetil Cod p  D(-)-3-hidroksibotirl CoA
i B-Ketotiolaz
Asetil CoA

Sekil 3. PHB'In pargalanmasi ve sentezi (3)

PHB'In depolimerizasyonu i¢in kullanilan enzimler hicre icgi veya hucre disi enzimler
olabilir. PHB'I pargalayan hicre igi enzimler Bacillus megaterium ve Alcaligenes
eutrophusda saptanmistir (18).

Hucre ici depolimerazlarin, hiicre disi depolimerazlardan farkh fonksiyonlari vardir.
Hucre ici depolimerazlar, hicre iginde hareketli ve kristalize olmayan, dogal PHB
elastomerlerini pargalarlar. Donugum sonrasinda kristalize olan, denature edilmis
PHB ise hlcre disi1 depolimerazlar tarafindan hidrolize edilir (3).

Bununla beraber, hicre disi PHA depolimerazlarla hicre i¢i depolimerazlar



arasindaki yapisal farklihk nedeniyle, bozulmamis, dogal PHA grandllerinin hiicre digi
PHA depolimerazlarla direkt olarak parcalanamadigi bildiriimektedir (7).

PHA sentaz ve PHA depolimeraz aktivitelerinin, granullerin membran protein
tabakasi ile yakin iligkili oldugu ve membrani parcalayici veya tahrip edici metodlar
olan PHB ekstraksiyon metodlarinin, sentaz aktivitesinin kaybina ve
depolimerizasyona hassasiyetin artmasina yol agtigi bildiriimektedir (7).

PHB'In hicre igi pargalanmasi, PHA depolimeraz enziminin PHB'I hidrolize etmesi ile
baglar. R-3-hidoksibutirat dehidrogenaz ve asetoasetil-CoA sentaz, R-3-hidroksi
batirat monomer ve dimerlerinin olusumuna neden olur (7).

A. eutrophus'da PHB'In in vivo depolimerizasyonu sonucu olugsan 3-hidroksi butirik
asit monomerlerinin, hicredeki dusik —R-(-)-3-hidroksi butirik asit dehidrogenaz ve
yuksek PHA depolimeraz aktivitesi ile olusturuldugu bildiriimistir (3).

Ancak, Gribel'in (1968) B. megaterium 'la yaptidi ¢caismada PHA sentaz ve PHA
depolimeraz enzimlerinin granule bagh olmayip, ¢ézinmus halde oldugu bildirilmigtir.
Burada, granul dig membraninin bir proteini, depolimeraz aktivitesini engeller. Buna
gore, ¢odzucu ile granul yapisinin tahrip olmasi Gzerine polimer hidrolizindeki artig
aciklanabilir (7).

PHB'In, hiicre disi pargalanmasi depolimeraz tarafindan katalizlenir. Bu enzimlerin
aktiviteleri polimerin kompozisyonuna, amorf veya kristalin olmasina, yani fizik
formuna, ornegin boélimlerine ve en o6nemlisi cevresel kosullara bagli olarak
degdisebilmektedir (15).

Alcaligenes faecalis 'de PHB depolimeraz enziminin etkinliginin kristal yapinin
kalinlagsmasi ile azaldidi bildirilmistir (49).

Abe ve Doi (50), (R)-3-hidroksialkanoik asitlerle koployester olugsturan (R)-3-
hidroksibutirik asitlerin enzimatik pargcalanmasi Uzerine yaptiklari g¢alismada,
Alcaligenes faecalis T1 PHB depolimeraz enzimi varliginda, kopolyesterin erozyon
oraninin hem kristaliniteye hem de Ornegin tabaka kalinligina bagh oldugunu ve
enzimatik parcalanmanin monomer birimlerin karbon sayisindaki artigla arttigini
bildirmiglerdir.

Hidroliz reaksiyonunun Urunu iz halindeki D(-)-3-hidroksibutirat monomeriyle esasen
bir dimerdir. Dimer ve monomerler hicrelerce igeriye alinir. Hicre icinde bir hicre igi
Beta-hidroksibutirat dimer hidrolaz tarafindan dimer katalizlenir ve daha sonra olusan
monomer ara metabolik yol izlerine dahil edilir (18). Ornegin, Alcaligenes faecalis ve
Pseudomonas lemoignei 'den elde edilen hicre disi PHB depolimeraz enzimi,
PHB'dan 3-Hidroksibltirik asit dimer ve trimer yapilarini serbestlestirmistir. Yine
Bacillus megaterium ile yapilan g¢alismalarda da PHB'In parcalanmasi sonucu 3-
Hidroksibutirik asit trimer yapilarinin hiicrede biriktirildigi goraimustar (51).

Charles ve arkadaslari (52), Rhizobium meliloti 'de PHB'In pargalanma iz yolunu
etkileyen genlerin kromozom ve mega plazmidde yerlestigini tespit etmiglerdir.



PHB "I Pargcalayan Mikroorganizmalar

PHB 'In pargalanmasinda, topraktaki birgok mikroorganizma gorev alir (18). Aerobik
ve anaerobik PHB parcalayan bakteriler disinda funguslar da, bu yikima
katiimaktadir. Bunlar toprak, kompostlar, aerobik ortamlar, anaerobik batakliklar, gol-
deniz sulari ve hava gibi cesitli ekosistemlerden izole edildiklerinden PHB'In bu
ortamlarda parcalanabildigi bildirilmigtir (53, 54). Topraklarda yer alan parcgalayici
organizmalarin bazi Gram negatif mikroorganizmalar, Gram pozitif basiller,
streptomycetler ve kif mantarlari oldugu bildirilmigtir (47).

PHB depolimeraz enzimi salgilayan bakteri ve mantarlar, PHA'lari suda ¢6zinebilen
oligomer ve monomerlere hidrolize ederler. Aerobik ve anaerobik PHA parcalayan
mikroorganizmalarin bu yetenekleri PHA kristalleri veya filmleri Gzerinde yapilan
calismalarla gercgeklestirilir (49).

Molitoris ve arkadaslan (54), bir calismalarinda, Comomonas sp., Pseudomonas
lemoignei ve P. fluorescens tarafindan polihidroksialkonatlarin ylzey tabakasinin
bakteriyel olarak pargalandigini bildirmiglerdir. Bakteriyel hidroliz sirasinda
polimerdeki morfolojik degisikliklerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile
arastirildigr calismada, parcalanan orneklere bakildiginda hidrolizin ylUzeyden
basladigi gorulmustuar.

Denitrifikasyon yapan bazi bakteriler, PHB'I anaerobik olarak parcalayabilmektedirler.
Khan ve Hiraishi (55), aktif camurdan izole ettikleri yeni bir denitrifikant
kemoorganotrof bakterinin PHB ve kopolimeri P(HB-HV)'I aerobik ve anaerobik
sartlarda parcgalayabildigini bildirmiglerdir. Denitrifikasyon bakterilerinin PHB ve P(HB-
HV)'I pargalamalari onlari elektron vericisi olarak kullanmalari ile mimkin olmaktadir.
Stieb ve Schink (56), denizin anoksoik kismindan izole ettikleri, zorunlu anaerobik,
Gram negatif bir bakteri olan Ilyobacter polytropus'un 3-hidroksibutirati, butirata
fermente ettigini tespit etmislerdir.

Cevreyle dost, biyoparcalanabilir plastiklerin kullanim ve tliketimlerinin artmasi dogal
cevredeki birikim ve biyopargalanabilir potansiyellerinin iyice bilinmesi geregini ortaya
cikarmistir. Bu amagla, polimerleri pargalayici mikroorganizmalar ve mekanizmalar
Uzerinde yapilan ¢alismalar da her gegen gun artmaktadir. Bu ¢alismalardan birinde,
Sei ve arkadaslari (57), PHB pargalayan mikroorganizmalarin hizli ve duyarh bir
sekilde tespitine yarayan, bir PCR primer seti ve gen probu dizayn etmigler ve bunun
¢alismalarinda kullandiklari 57 PHB pargalayan mikroorganizmadan 47'si tUzerinde
olumlu sonug verdigini bildirmiglerdir.

PHB 'In Yenilenebilme Ozelligi

PHB'In biyolojik yapisi ve biyolojik yikima ugramasi kadar onemli olan, onun
yenilenebilen kaynaklara dayali Uretilebilmesi gergegidir. Bir dogal materyal olan bu
polyester bakteriyel orijinlidir ve gergekten bir ¢ok mikroorganizma, bu



makromolekuli pargalama yetenegindedir. Bunun vyani sira, petrokimyasal
termoplastlar gibi, geri donusturalebilir bir biyopargalanma gosterirler (15).

PHB'In fermentatif Uretimi, sekerler ve yag asitleri gibi tarimsal Grunlerin karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanilabilmesine bagldir. Bu, tarimsal kaynakli karbondioksit
ve sudan meydana gelmektedir ve bunlarin biyoparcalanabilir PHB'a ¢evriminden
sonra, yikim Urlnleri yine karbondioksit ve sudur (3). Dolayisiyla, bazi uygulamalar
icin biyoparcalanma kritik iken, PHB'lar, azalmakta olan fosil yakitlarin yerine
yenilenebilen bilesikler olarak dikkat gekmektedirler (15).

. COz-Hz 0 . Biyoplastiklerin yeniden
Bioparcalanma ————p Bitkiler olusum devresi, sentez —
/ \;ntnaentez parcalanma —sentez olarak

Plasfic Urinler Karbenhidratiar gosterilmigtir. (Sekil 4.) Bu

devre tabiatta kendiliginden

Fermentasyan . .
: gerceklesebileceginden,
FHE » Geri Donigim cevre korunmasi agisindan
Sekil 4. PHB'In karbon déngisii (3) da onemlidir (4).

PHB 'in Kullanim Alanlan

PHB, kolay sekil alma ve pargalanabilme 6zellikleri nedeniyle daha ¢ok paketleme
malzemesi olarak kullaniimaktadir (15) Ancak, biyouyum yeteneklerinin de olmasi,
implantasyon maddesi olarak kullanimini da her gegen gun arttirmaktadir (58).

Ozellikle PHB ve kopolymer poli-B-hidroksibiitirat-co-polihidroksivalerat P(HB-HV),
gida ve kozmetik alanindaki paketleme maddeleri, tarim, kigisel temizlik araglari ve
biyomedikal drlnler gibi alanlarda ¢ok genis potansiyel uygulamalara agiktir.
Hidroksiasit uzun yan zincirli PHB'lar basinca duyarli yapigkanlar olarak
kullaniimaktadir. PHB, lateks gibi kagit ortuler, gunlik krem onculleri Uretimi ve
gidalardaki unun dagihmini saglayan ajanlarin yapimini saglayabilirler (15, 29, 58).

Biyouyumlu olan PHB monomerleri insan vucudunda bulunan dogal metabolit olmasi
nedeniyle, polimer vicutta sadece ¢ok hafif bir immunolojik cevap olusmasina neden
olur. Bu o0zelliginden dolayr PHB insanlarda ilaglarin kontrolli salinimi igin test
edilmistir. Boyle ¢alismalarda ilag, PHB den yapilmis bir hap igine sikistiriimis ve agiz
yoluyla hastalara verilmistir (17).

PHB'In viicut icinde biyolojik parcalanmasi yavastir. insan viicudu PHB depolimeraz

enzimi icermez. Bu 06zelliginden dolayl da PHB cerrahi dikisler, protezler ve igneler
gibi cerrahi malzemelerin yapiminda kullanilmigtir (17).
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Yapilan calismalar, tekstil sanayinde, PHB'dan vyararlanilabilecegini gostermistir.
Alcaligenes eutrophus 'dan izole edilen genlerin pamuk bitkisine (Gossypium
hirsutum L.Cv DP50) aktariilmasi sonucu, transgenik pamugun lif limenleri iginde
PHB Uretimi saglanmigtir. PHB grandlleri sayesinde yUksek 1sI kapasitesi ve dusuk
termal gecirgenlie sahip olan transgenik liflerin tekstil sanayi uygulamalarinda
avantaj sagladigi bildirilmistir (59).

Biyobozunur plastiklerin paketleme, gida, tip, eczacilik ve tarimdaki kullanim alanlari
asagida siralanmistir:

-Paket filmleri, posetler, torbalar, gida muhafazasinda kullaniimak Uzere tepsiler ve
cesitli kaplar,

-Sampuan ve mesrubat siseleri, karton sut kutularinin i¢ ytizey kaplamalari,

-illag, tablet, insektisit, herbisit ve giibrenin uzun siirede, belli hizda saliveriimesi
igin biyopargalanir tasiyicilar,

-Bir kereye mahsus kullanilan tras bigagi, ¢atal, bicak, tabak gibi mutfak kaplari ve
bebek bezleri,

-Cerrahi pens, ameliyat ipligi, eldiven, onluk ve maske,

-Kemik degistiriimesi ve cerrahi plakalar,

-Pansuman sargisi,

-Kan damari degigtirilmesi,

-Bitki sulama borulari, bitki yapraklarinin kaplanmasi,

-Pi (izoelektrik nokta) dzelliklerinden yararlanilarak kemik buyUtlilmesi ve tedavisi,

-Kiral bilesenler Uretimi igin baslatici materyaller,

-Taze balik, peynir, et ve et Urlnleri, kurutulmusg Urunler, orta nemli gidalar, yagl
tohumlar, kurutulmus pastacilik Uranleri, cipsler, sekerlemeler gibi gidalarda nem ve
oksijene kargi koruma veya parlaklik saglama, aroma kaybini 6nleme amaciyla
kullanim (3).

PHB 'In Ziraatta Kullanim Alanlari

PHB, ozellikle toprakta biyopargcalanma gerektiren uygulamalar igin ¢ok uygundur.
Ornegin, film seklinde kaplamada aliiminyum folyo gibi kullanilmistir. Benzer bir
uygulama olarak ekin sulamasi i¢in PHA'lardan yapilacak oluklar kullanilabilir. Bu
durumda hasat mevsiminin sonunda bunlarin tarladan toplanmasi gerekmeyecektir.
Ayrica bunlar tohum kapsullendiriimesinde, fide tagsimaciliginda 6rnekleri korumak
icin, gubre yada pestisitlerin kontrolli salinimi icin plastik kiliflar olarak kullanilabilir.
Kis mevsiminde bugday: topraktaki bir zararlidan korumak gerektiginde, uygun bir
insektisit PHB grantll igine alinabilir ve sonbaharda bugdayla birlikte topraga ekilir
(17).
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Topraktaki bakteriler PHB granuliunde kolonize olmaya baslayacak ve PHB yaklasik
bir haftalik inkUbasyon periyodundan sonra insektisidi serbest birakmaya
baglayacaktir. Bu sure kimyasallarin olmadigi bir gevrede tohumlarin ¢imlenmesi igin
yeterli zamandir. Bitki buyumesi ve mikrobiyal buyume insektisidin salinimiyla
beraber ge¢ sonbahara kadar surecektir. Yaklasan kigla beraber topragin sicakhgi
dusecek, mikrobiyal biyume orani azalacak ve bdylece daha az insektisit serbest
birakilacaktir. Boylece aktif kimyasallar atiimadan toprakta zararlinin aktivitesi tim
kis boyunca disecektir. ilkbahar ve toprak zararlisi geri geldiginde yiiksek toprak
sicakhigi PHB pelletlerinin daha fazla mikrobiyal parcalanmasini tesvik edecektir.
Boylece diger zararlilar igin insektisit mevcut olacak ve bu guzel bir “biyolojik
geribesleme” mekanizmasi ortaya ¢ikaracaktir (17)

PHB'In Veterinerlikte Kullanim Alanlari

Veteriner hekimliginde ilaglarin salinimi icin biyolojik pargalanabilen bir matriks olarak
PHB'In birgok kullanim alani vardir. Polimer 6zellikle sigirlarin rumeninde ¢ok iyi
parcalanabilmektedir. Bu konuda c¢ok tipik bir 6rnek olarak bir yil boyunca
hayvanlarin kurtlanmasini 6nlemek igin antihelmitik ila¢ iceren PHB'In buyuk
kapsulleri yapilmigtir. Ciftciler, ilaci, yonetmelikte 6nerilen dozda iki ayda bir sigirlarin
etrafina birakarak onlarin parazitlenmesini engellemislerdir (17).

PHB'In Tipta Kullanim Alanlari

PHB ve kopolimerleri gesitli Grlnlerin yapisinda dnemli bir potansiyele sahip olmakla
birlikte, son zamanlardaki en ilgin¢g uygulamalar biyolojik uygunlugu ve maliyetinden
dolayi tip ve eczacilik alanlarindadir. Bu alanlardaki gelismeler de oldukga ilerlemis
safhadadir. Hayvan dokularina PHB girisi yuksek siddette toksik etki yapmadigindan;
vlcutta absorbe edilebilen protez aletlerin, yapay kan damarlarinin ve cerrahi
dikislerin yapiminda PHB'In kullaniimasi birgok arastiriciya kilavuzluk etmistir.

PHB ve kopolimerlerinin hayvan dokularina implante edildiginde onlarin biyolojik
olarak parcgalanabildigi gorulmus ve bu alanda hem tibbi, hem de eczacilik amaglari
icin de PHA'larin kullanimina olan ilgi artmistir. Sonugta, veterinerlikte ve insanlarin
ilacla tedavisinde teropatik bilesiklerin kontrolli olarak saliverilmesi igin PHA'lar
kullaniimistir (18, 59, 61).

Polimerin uygulama alanlari onun 6zelliklerine baglh olarak, dogrudan kullaniimasinin
yaninda depolimerizasyon Urini olan D(-)-3-hidroksibdtirik asit monomerinin
kullanimi da oldukga ilging ve yaygindir. Ozellikle PHB'in pargalanma Griini olan D-(-
)-3-hidroksibutirik asit bu alanda ¢ok dnemlidir. Clnkl bu tim ylksek organizmalarda
bir ara metabolit bilesigidir; lipit metabolizmasinin GrlinG olarak bulunur. insan
kaninin normal bir 6gesi olan 3-hidroksibutirik asit, belirli dokularda 6zellikle de beyin
ve kalp dokusu igin bir enerji kaynagi olarak hizmet eder ve bunun beyin gelisiminde
rol alan aminoasitlerin preklrsorl olarak fizyolojik bir role sahip oldugu saptanmistir
(17).
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D-(-)-3-hidroksibdtirik asitin diabetiklerin kan serumunda anormal konsantrasyonlarda
var olan keton yapilarindan biri olarak rol oynadigina dair birgok bilgiler de vardir.
Calismalar, D(-)-3-hidroksibutirik asidin damar ici veya agizdan. karbon saglanmasi
icin kullanilabilecegini ve daha yaygin olarak kullanilan glikoz yerine bazi Klinik
avantajlara da sahip oldugunu gdstermistir. ilging olan bir diger ¢alismada da, cok
sisman (obese) hastalar, 14 gun boyunca teropatik ac¢lik altinda tutulduklarinda hig
achktan sikayet etmemislerdir (17).

Kronik osteomyolitis hastalarinin tedavisinde biyopargalanabilir, biyouyum ve kemik
gecirgenligini saglayan piezoelektrik Ozellikleri bulunan P(HB-co-HV) kopolimeri
kullanilarak, bu kopolimerden hazirlanan kapsuller igine antibiyotik konmustur.
Tavsanin tibia kemigi icine yerlestirilen kapsulin, ilag saliniminin etkinliginin
arastirlldigir  calismada, kopolimerin  antibiyotik tasiyict  bir sistem olarak
kullanilabilecegi bildirilmigtir (62).

PHB'In hastanelerde cerrahi sargilar ve eldivenler iginde bir yaglayici madde olarak
veya ince toz formunda kullaniimasi oldukga ilgingtir. Ayrica biyolojik
parcalanabilirligiyle ilgisi olmaksizin yarada kalabilecek olan bu PHB sargilarindaki
fibrillerin, normal sargilardakilerden ¢ok farkli delik yapisina sahip olusu bir avantaj
da saglar. Hastalar iginde unutulan pamuklarin, birgok Ulkede hukuk davalarinin
basinda geldigi distnulirse bu avantaj olduk¢ca 6nemlidir (17).

Yuksek teknolojiyle PHB'In gelecege yonelik kullanim alanlarindan biri de; uygun
Olcllerde su gegirmez bir tup formunda duzenlenen ¢ok ince fibrillerden meydana
gelen kan damari veya bir vaskuler asi gibi kullaniimasidir. Bu agi vicut i¢inde
gelisen yeni dokular igin gegici bir yapi iskelesi olarak rol alabilir ve sonugta dogal
dokular tarafindan tamamen eski haline gelebilir. Bu, vicudun dogrudan tepkisini
alan sentetik damarlardaki engelleme ve pihti olugsum problemini tamamen yok eder
(17).

Metal yapi iskeleleri yerine emilebilen maddelerin kullaniimasinin en &énemli
avantajlari, bunlarin metabolize olabilmeleri, operasyon sonrasinda istenmeyen
cerrahi degisimlerin engellenmesi ve olusan damarlarin iskeletinin saglanabilmesidir.
Ayrica yap! iskelelerinin emilmesi sayesinde, ila¢ serbestlestirici farmakolojik
ajanlarin vicuda dahil edilmesi mimkun olur (58).

PHB ve kopolimerlerinin 6nemli bir 06zelligi de polipeptitler, polinikleotitler,
polisakkaritler ve proteinler gibi piezoelektrik polimer olmasidir. PHB ve kopolimerleri
polivinilidon, florit polimeri gibi kesikli piezoelektrisite gostermektedir. Poliviniliden
florit polimerinin filmleri kemigi elektriksel stimulasyon ile kuvvetlendirebildigi ve
kemigin onarildigi bilinmektedir. Bu durumda bir kemik kirigini sabitleyen levhalar
benzer mekanik Ozelliklere sahip takviyeli bir PHB karisimindan yapilirsa, uyarilan
kemik blyur ve gelisir. Boyle bir kemik kingindaki plaka biyolojik olarak
parcalanabilir ve vicut tarafindan bulundugu yerde yavasca emilebilir. Bu sirada
kemik de kaynar ve plakay! uzaklastirmak igin ikinci bir operasyona gerek kalmaz
(17).
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PHB'In Kimyasallarin Eldesinde Kullaniimasi

(R)-(-)-hidroksi karboksilik asitler, bluylk oranda antibiyotikler, vitaminler, aromatikler
ve feromonlar gibi ince kimyasallarin sentezi igin kiral yapi bloklar olarak
kullanilabilirler. Yeni bilesenlerin sentezi icin, kiral bir merkeze sahip olan bu
bilesikler, iki fonksiyonal grup (OH, COOH) igerirler (63).

Organik kimyada asimetrik sentez iglemi ¢ok dnemlidir ve bu alanda enantiomerik saf
bilesikler revacgtadir. D-(-)-3 -hidroksibutirik asit de bu gruba ait oldugundan, saf
maddelerin genis miktarlarda eldesinde PHB'in kullanilmasi énem kazanmaktadir.
Dogada en yaygin form olan D-(-)-konfiglirasyonuna sahip olan bu optik izomerler,
bulunduklari ortamda kiral merkezleriyle digerlerinden daha kuvvetli baglanma
Ozelligine sahip oldugundan kromatografide kullanilabilir. Ayrica bunlarin yag/su
emulsiyonlari igin, emulsifikasyon ajani olarak kullanimi da mamkuandur (17).

Bircok ilag, sadece bir kiral formda aktiftir ve D-(-)-3-hidroksibutirat boyle bilesiklerin
organik sentezinde bir c¢imento blogu gibi kullanihr. D-(-)-3 hidroksibltirat
monomerinden, Hindistan misirindaki hasaratin bir seks hormonu, bir balarisi
hormonu, Cerambycidae familyasindan bir bécegin koruyucu substrati ve glzel koku
olarak S-citronellol gibi 6 saf kimyasalin organik olarak sentezlendigi belirtiimigtir
(17).

PHB'In Paketleme Filmleri ve Tek Kullanimhik Malzemelerin Yapiminda
Kullaniimasi

PHB ve kopolimerlerinin mekanik 6zellikleri polietilen, polipropilen vs. gibi bazi ticari
plastiklere benzediginden termoplastik poliesterlerdir. PHB daha kirllgan olmasi ve
zayif ¢ozgen dayanikliligi diginda, polipropilenle benzer o6zelliklere sahiptir (18).
Dusik su buhari gegirgenligi gibi besin paketleme endustrisi agisindan énemli olan
bir 6zelligi ile de, dustuk yogunluklu polietilene benzemektedir (29). Kopolimerler ise
daha esnektir ve daha dusuk erime sicakhdina sahip oldugundan, preslenmis
artnlerin imalati icin daha kullanighdirlar. Diger taraftan sadece belirli bakteriler
tarafindan Uretilen uzun yan zincirli (C4-C12) polimerler, daha disik erime noktalari
ve cam gecirgenlik sicakligina sahiptir. Bu materyaller lastik benzeridir ve gergekte
bir termo-elastomerdir (18).

PHB, kopolimerleri kadar iyi bir sekilde preslenebilir, bigimlendirilebilir, lif haline
donustarulebilir, filmleri yapilabilir ve klorine edilmis polietilen gibi diger sentetik
polimerlerle heteropolimer yapiminda kullanilabilir (18).

PHB kalip yapimi, sikistirimis film ve bazi fibrillerin geligtiriimesinde kullaniimigtir.
Yapilan paket filmleri mukemmel bir gaz bariyeri 6zelligindedir. 25 ym kalinhgindaki
bir PHB filmi 45 cm®m?/giin'lik bir oksijen gecirgenligine sahiptir. Disiik olan bu
oksijen gegirgenliginden dolayi gida maddelerinin paketlenmesinde PHB filmleri
rahatlikla kullanilabilir. Bu PHB filmleri polipropilen filmleri kadar gugludur, fakat poli-
etileter fitalat kadar dayanikli degildir. Oysa cam takviyeli PHB kaliplari naylon
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benzerlerine gore daha sert ve dayaniklidir. Fakat bunlarin da sicakliga dayaniklihgi
muhendislik agisindan iyi degildir. Ancak birgok plastik, cam-fiber dolgusu ilavesiyle
kuvvetlendirilebilmigstir (17, 18).

PHB mukemmel olan gaz bariyer 6zelliinden dolayi, film seklinde kaplamacilikta
kullanilmistir. Kanadadaki Hamur ve Kagit Arastirma Enstitiisti, Montreal'deki Mc Gill
Universitesi ile PHA laktik reten bir firma olan Ecole Politeknik ve Imperial Kimya
Sirketi arasindaki ortak bir projeyle PHB, kaplanmis kagit ve yuksek kalitede film
yapmak icin kullanilimigtir. Bu kaplanmis kagitlar tamamen biyolojik olarak
parcalanabilmektedir ve ticari olarak, kaplanmis kagitlarda geri donigum daha kolay
olmustur (18).

Biyolojik olarak parcalanabilirliginden dolayr tek kullanimhk drdnlerin Gretimi igin
PHA'lara yonelinmigtir. Bu alanda Imperial Kimya Sirketi ve bunun yan kurulusu olan
Marlborough Biopolimers gibi sirketler PHA'larin arastiriimasi ve geligtiriimesinde
aktif olarak rol almistir. PHA polimerine bu iki sirket ticari isim olarak BIOPOL adini
vermigtir ve 1970' li yillarda ilk ticari prosesleri patentlemislerdir (18).

Imperial Kimya S$irketi, kadinlara mahsus hijyenik Grunler, tek kullanimlik gocuk
bezleri ve geri donlisimi guc olan plastik filmler gibi tek kullanimhk mutfak
malzemeleri igin PHA'In potansiyel bir pazar oldugunu dnceden gérmesine ragmen
PHA'In ilk ticari kullanicisi Almanya'da Wella kozmetik sirketidir. Bu sirket PHA'
enjeksiyonla sise seklinde kaliplamis ve sa¢ sampuanlarini paketlemek igin
kullanmistir (18).

Polipropilene fiziksel 6zellikleri yiziinden ¢ok benzeyen PHB, polipropilenden yapilan
yikanabilir kaplar, kiristirilabilen paketler ve ipler gibi pek ¢ok Grandn yapiminda da
kullanilabilmektedir (17).

PHB Uretiminde Kullanilan Substratlar

PHB ve cesitli PHA'larin Uretimi icin kullanilan substratlar 6zellikle karbon kaynagi
acisindan bakildiginda, glukoz, sukroz ve yag asitleri ile alkanlar ve kloroalkanoik
asitler gibi kimyasal bilesenlerdir (30, 51, 64) Ayrica, butirik ve pentatonik asit,
propiyonik asit, 4-hidroksi hegzanoik asit, L-Laktat gibi karbon kaynaklari kullanimi
da denenmistir (64, 65)

PHB ve kopolimerlerin kompozisyonu, kullanilan karbon kaynagina bagli olarak
degisebildigi, ancak bu dagilimin tesadufi olabilecegi de sGylenmistir (65, 66) .
Ramsay ve arkadaslari (67), Alcaligenes latus, Alcaligenes eutrophus, Bacillus
cereus, Pseudomonas pseudoflava, Pseudomonas cepacia ve Micrococus
halodenitrificans bakterilerini glukoz ve propiyonik asit bulunan ortamda
geligtirdiklerinde, nitrojeni sinirlandiriimisg sartlar altinda P(HB-co-HV) kopolimeri
urettiklerini tespit etmislerdir. Arastiricilar, kopolimer i¢cindeki HV oraninin propiyonik
asit miktarina bagli olarak degistigini de saptamislardir.

Chen ve arkadaslari (45), hucre kuru agirhginin %85'i kadar PHB biriktirdigini
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bildikleri A. latus DSM 1122 susunun PHV Uretimi Gzerine yaptiklari calismada,
ortama Na-valerat eklediklerinde sadece PHV, oysa propiyonat ve asetati ayni anda
ilave ettiklerinde PHB ve PHV elde edildigini tespit etmiglerdir.

Amonyum klortr (51), amonyum asetat, balik peptonu (68) amonyum silfat (7) vb.
azot igceren kaynaklardan da PHB verimini arttirici galismalarda yararlaniimaktadir.
Durner ve arkadaslari (69), Pseudomonas oleovorans ile yaptiklari calismada,
oktonat ve amonyum igeren besiyerini farkli C/N oranlarinda hazirlamiglar ve C/N
orani arttiginda PHA birikimini yukseldigini ve bunun nitrojenin sinirlanmasindan
kaynaklandigini bildirmiglerdir

Pseudomonas pseudoflava ile yapilan bir galismada da, besiyerinde karbon kaynagi
olarak glukoz ve ksiloz kullanilirsa %PHB verimimin %22, arabinoz kullanilirsa %17
olabilecegi bildirilmistir. Arastiricilar, arabinoz ve ksiloz igeren ortamda, PHB
biriktirilmesinin son asamasinda nitrojen sinirlandirildiginda, PHB miktarinin
dustugund de bildirmiglerdir (70).

Page ve arkadaslari (71), Azotobacter vinelandii UWD susunu, glukoz ve balik
peptonu iceren besi ortaminda gelistirdiklerinde %80 PHB verimine ulagmiglardir
Rhizobium melilotinin fruktozlu ortamda uretildiginde ylksek miktarda PHB depo
ettigi bildirilmistir (30).

Alcaligenes eutrophus'da Tanaka ve arkadaslari (64), L-Laktath besiyerinde % 55
PHB birikimi tespit etmiglerdir.

A.eutrophus'un polietilen glikol veya polisakkaritlerden kopolimerler Urettigi ve bu
kopolimer kompozisyonu ve molekuler agirhiginin yapilan muidahalelerle kontrol
edilebilecegi bildirilmigtir (72). Yine ayni bakterinin gklukoz, propiyonik asit veya 4-
hidroksi butirik asit ya da butirolacton kullanildiginda P(3HB-co-3Hv-co-4HB) Urettigi
bildirilmistir (73).

Biyoparcalanabilir plastiklerin imali igin potansiyel hammadde olan PHB'In,
fermentasyon olayi ile kutle Uretiminin gelistiriimesi yoluna gidilmistir. Fermentasyon
olayl, kesikli, yarikesikli ve surekli fermentasyon olarak gercgeklestirilebildigi
bildirilmigtir (7).

PHB'in Ucuz Uretimi

PHB olusumu icin kullanilan seker substratinin fiyatinin, PHB Uretiminin ticari
basarisinda sinirlayici faktorlerden biri oldugu ve polimer Gretiminin her bir tonu igin,
3 ton glukoz kullaniimasi gerektigi bildiriimektedir (74). Kullanilan glukozun, maliyeti
yukseltmesi sonucunda duretiien PHB'In kg fiyatt 15-30 US Dolar arasinda
degismektedir (75).

Polimerin kullanim sinirlarini  belirleyecek olan maliyet fiyatini diastrmek igin,
rekombinant turler Uzerinde calismalar yapiimasinin yanisira, farkli ve ucuz karbon
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kaynaklari kullanarak yuksek PHB verimi elde eden suglar Uzerinde arastirmalar da
yapiimaktadir (75).

Dusuk fiyath biyoplastik Uretimi igin melas, (1, 10, 74, 76) ksiloz, arpa ve soya atik
sulari (77) ve peynir altt suyunun (78) kullanilmasi arastiriimaktadir. Ucuz PHB
uretimi icin kullanilabilen melas, bakteriler igin karbon kaynagi olmasinin yani sira,
icerdigi vitaminler ve mineraller ile, blUylime faktéri kaynagi olarak da
kullaniimaktadir (79).

Page (74), Azotobacter vinelandii UWD susunun seker pancari melasi gibi kompleks
karbon kaynaklarinda da yuksek PHB verimine sahip oldugunu saptamistir.

Page (1), iyi bir polimer ureticisi olan A. vinelandii UWD susunun, ucuz karbon
kaynagi olan seker pancari melasinda Uretildiginde, glukozun Ugte biri maliyete mal
oldugunu ve eger ortama valerat ilave edilirse PHV kopolimerinin olustugunu
bildirmistir. Seker pancari melasinin tanimlanmamis buyumeyi uyarici faktorler
icerdigini soyleyen Page, seker pancari melasindan polimer Uretimini arttirmak igin
ortama azot bilesenleri ilave edilebilecegini de belirtmigtir.

PHB'In pratik uygulamalarinda Uretim fiyatlarinin indirgenmesi i¢cin daha ekonomik
kUltr ortamlar aragtiriirken substrat maliyetinin  dUsuridlmesinin  yani sira,
karbondioksidin donusturulip ucuz yoldan PHB Uretilebilmesi igin, Cyanobacter ile de
calismalar yuratilmektedir. (31, 44, 64, 80, 81, 82)

Ucuz karbon kaynaklari ve hatta peyniralti suyu gibi atiklardan PHB uretimi yapilarak
verimin artttinimasi amaclanmaktadir. Ahn ve arkadaglari (78), rekombinant E. coli
kullanarak peynir alti suyundan ytuksek PHB verimi alindigini bildirmislerdir. Kim (83)
ise galismasinda, yine rekombinant E. coll'yi peynir alti suyunda gelistirmis ve %20
PHB verimi; Azotobacter chrococcum'u ise nigasta igceren besi ortaminda geligtirerek,
oksijeni sinirlandiriimig sartlar altinda %46 PHB verimi elde etmistir.

Mikroorganizmalarda PHB Uretimi

Prokaryotik mikroorganizmalarin genis bir kismi tarafindan sentez edilebilen PHB,
toprak, deniz ve tatlisu, bunlarin sedimentleri gibi farkli ¢cevresel érneklerden izole
edilen, ¢cok sayida heterotrofik ve ototrofik aerobik, fotosentetik anaerobik bakteriler,
Actinomycetesler, cyanobakteriler, anaerobik, yag asidi okside eden bakteriler, Gram
negatif ve Gram pozitif bakteriler tarafindan depolanabilmektedir (9, 19).

PHB, ozellikle Alcaligenes sp., Azotobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp. ve
cesitli toprak mikroorganizmalar gibi bir ¢cok mikroorganizma tarafindan olusturulur
(7,11,12, 18, 30).

Ticari olarak biyoplastik uretiminde imperial Kimya Sirketi 6ncelikle metilotrofik

bakterileri ve Azotobacterleri kullanmis, ancak daha sonra PHB Uretim seviyesi daha
yuksek olan Alcaligenes eutrophus bakterisi ile devam etmigtir.
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Alcaligenes ve Azotobacter Cinsi Bakterilerde PHB uretimi

Yapilan ¢alismalarda, Alcaligenes eutrophus bakterisinin, fruktozu karbon kaynagi
olarak kullanarak hucre kuru agirhginin % 80'inden fazlasini PHB olarak
biriktirebildigi (15) ve Alcaligenes eutrophus'un glukozu kullanabilen mutantlarinin da
PHB uretiminde kullanilabilecegi bildirilmektedir. Alcaligenes latus gibi bu cinse ait
diger turler de birgcok karbon kaynagini kullanarak yuksek PHB verimi sadlarlar.
Ortamdaki C/N oraninin artisinin polimer sentezini kolaylastirmasi nedeniyle,
Alcaligenes turlerinde PHB Uretiminin kinetiginde blyume fazini takiben, azot
kaynaginin sinirli hale getirilmesinin oldukga belirgin bir depo fazi olugturdugu rapor
edilmistir (18).

Beaulieu ve arkadaslari (79), Alcaligenes eutrophus DSM 545 susunda %3 glukoz ve
farkli amonyum kaynaklari ile seker kamigi melasinda PHB verimini arastirdiklari
calismalarinda, en iyi bluyime ve PHB Uretiminin amonyum sdilfat iceren besiyerinde
oldugunu bildirmiglerdir. Arastirmada, bakteri tarafindan metabolize edilemeyen
melas, karbon kaynagi olarak degil sadece bluyume aktivatora olarak kullaniimistir.
Optimal buyime ve PHB uretiminin %0,3 melas oraninda saglandigi rapor edilmistir.
Calismada ulagilan en yuksek PHB Verimi ise %26 seviyesindedir.

Tanaka ve arkadaslari (64) ise, gelistirdikleri iki agsamali fermentasyon metodunda, A.
eutrophus'un Lactococcus lactis'in  ksilozdan Uretmis oldugu L-Laktat iceren
besiyerinde buyutulurse, % 55 oraninda PHB biriktirdigi tespit etmislerdir.

Kim ve arkadaslar (84), A. eutrophus NCIMB 11599 susunun farkli zamanlarda ve
amonyumu sinirh sartlarda incelemiglerdir. Arastirmacilar, en yuksek hucre
yogunlugu sirasinda sinirlanan amonyum oraninin PHB veriminde %76'lik bir artisa
sebep oldugunu bildirmiglerdir.

Borman ve arkadaslari (85), Azofobacter beijerinckii bakterisinin kasein pepton,
maya 6zutl, kasamino asit ve Ure gibi organik azot kaynaklarinin glukoz veya sitikroz
gibi karbon kaynaklariyla kombine edildiginde, azot sinirlamasina gerek kalmadan
%50'den fazla PHB uretebilecegini bildirmislerdir. PHB'In blyume iligkili sartlardan
etkilendigini ve 6zellikle kazein pepton igeren besiyerinde buylimenin durgun fazinda
en yuksek PHB duretim degerine ulastigini sodylemislerdir. Calismada, oksijeni
sinirlandiriimig sartlarda PHB dretiminin arttigi da vurgulanmigtir.

Farkl Azotobacter turlerinin PHB verimi Uzerine yapilan galismalardan birinde, A.
vinelandii UWD susunun glukoz, fruktoz, sakkaroz, maltoz gibi rafine karbon
kaynaklari ile seker kamigi melasi, seker pancari melasi, misir surubu , malt ekstrakti
gibi kompleks karbon kaynaklarinda yuksek PHB verimi elde edildigi bildirilmigtir (74,
86).

Page ve Knosp (87), A. vinelandii UWD susunun, glukoz ve yanisira amonyum
asetat veya N, iceren besi ortaminda 24 saatlik kultir sonucunda, hicre kuru
agirhgina oranla sirasiyla %65 ve %75 PHB verimine ulastigini bildirmiglerdir.
Arastirmacilar, bu susda polimer Uretiminin oksijen sinirlandiriimasina bagli
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olmadigini, glukozun PHB'a donusumunun etkinliginin oksijeni sinirli kdlttrlerde
arttigini bildirmislerdir.

Nisasta gibi ucuz substratlardan PHB Uretiminin arastirildidi bir c¢alismada
Azotobacter chrococcum kullaniimig ve farkh oksijen konsantrasyonlari altindaki PHB
verimleri arastinimigtir. Oksijen sinirlamasinin  PHB verimini arttirdigi  belirtilen
arastirmada, PHB veriminin %20'den %46'ya ulastigi bildiriimigtir (83).

Bacillus ve Pseudomonas Cinsi Bakterilerde PHB Uretimi

Cesitli arastiricilar, biyoplastik Uretiminde Bacillus biyopolimerlerinin potansiyel
gelecek uygulamalar igin kullanilabilecegini bildirmektedirler (4, 9). Ayrica, Bacillus
'larin melas gibi ucuz substratlarda hizh bir sekilde buyudukleri; yuksek sicaklik ve
yuksek osmotik basinca dayanikli olduklari ancak, hiucre duvari yapilarinin kalin
olusu nedeniyle PHB ekstraksiyonu zor oldugu bildirilmistir. Yine de avantajli
Ozelliklerinden yararlanmak ve endustriyel PHB Uretimi yapmak igin uygun suslarin
tespiti arastirmalari devam etmektedir (10).

Bacillus turlerinde PHB sporulasyon igin hlcre igi enerji rezervi olarak iglev
gbérmektedir. Ornegin, B. cereus'da spor olusumundan hemen dnce PHB birikiminin
maksimum oranda oldugu ve bakterinin sporulasyon doneminde PHB'in kullanildigi
bildiriimektedir (21). Benoit ve arkadaslari (32), B. thuringiensis Uzerinde yaptiklari
c¢alismada, durgun fazdaki sporulasyon sirasinda PHB'In tiketiimeye basladigini ve
PHB'In spor sekillenmesi sirasinda enerji kaynagi olarak kullanildigini bildirmislerdir
Kato ve arkadaslari (51) yaptiklari ¢alismada, B. megaterium 'da 3-Hidroksibatirik asit
trimer yapilarinin ge¢ eksponansiyel fazda biriktirildigini, durgunlasma ve 4lum
fazinda ise pargalanma sonucunda en yuksek duzeye ulastiklarini sdylemislerdir.

Lach ve arkadaslari (88), filamentli, kiguk sferik hucreler olusturan B. megaterium
PV302 mutantinda, PHB miktarinin hicre kuru agiriginin %16'si kadar oldugunu
tespit etmiglerdir. Atasal susla karsilastinidiginda, mutantta sporulasyon ve
gelismede bozukluklar goraldigu bildirilmigtir.

Yapilan arastirmalarda bazi Bacillus suslarinin hdcre kuru agirliginin %50 den
fazlasini PHB seklinde biriktirebildigi bildirilmektedir (4, 45, 89)

Chen ve arkadaslari (45), zenginlestiriimis besiyerinde buyutlilen Bacillus
bakterilerinde hicre kuru agirhgina gore %5-20 arasinda PHB biriktirildigini
bildirmektedirler.

Kato ve arkadaslari (51) da kendi izole ettikleri B. megaterium B-124 susunun hucre
kuru agirliginin %20 sinin PHB oldugunu bildirmislerdir. Dave ve arkadaglar (4), aktif
camurdan izole edilen 10 Bacillus susundan 6Ozellikle birinin %70 PHB verimlilige
sahip oldugunu sdylemiglerdir.

Mercan ve Beyatli (90), 10 adet B. sphaericus susunun PHB Uretimlerini tespit
ettikleri calismalarinda, PHB Uretiminin %5,00-%25,88 arasinda bulmuslardir. Ancak
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Ozellikle Uretimi en yuksek olan bazi suslarin, %0,2 beef ekstrakt iceren besi
ortaminda yuzde verimlerinin %32,50'ye kadar c¢iktigini bildirmislerdir. Labuzek ve
Radecka (9), B. cereus UW85 susunu nitrojeni sinirlandiriimis sartlarda gelistirmisler
ve PHB verimini %9 olarak tespit etmiglerdir.

Wu ve arkadaglari (10), melasl besiyerindeki oksijen sartlarini degistirerek yaptiklari
calismada, oksijen miktarindaki azalmanin sporulasyona neden oldugunu ve PHB
uretiminin duastigunu; nitrojen ve fosforun oraninin karbona goére dusuk oldugu
besiyerlerinde ise PHB Uretiminin arttigini bildirmislerdir. Bacillus sp. Jma5 sugunun,
PHB verimini %25-35 olarak tespit etmiglerdir.

Bacillus 'larin amilaz ve proteinaz enzimlerinin varligi nedeniyle gida atik sularindan
faydalanabilecegini bildiren Law ve arkadaslari (77), aktif camurdan izole ettikleri
Bacillus susglarini arpa ve soya atik suyunda gelistirerek PHB verimlerini arastirmisglar
ve suslardan HF-1'in atiklardan %19,22 HF-2'nin ise %10,18 PHB verimine ulastigini
bildirmiglerdir. Arastirmacilar, dusuk maliyetli PHB Uretimi igin ucuz karbon
kaynaklarinin kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Gouda ve arkadaslari (76), seker kamisi melasi ve misir suyunu karbon ve nitrojen
kaynagi olarak kullanarak B. megaterium 'da PHB Uretimini incelemisler ve en yuksek
PHB miktarinin melas ve glukoz iceren besiyerinde elde edildigini bildirmiglerdir.
Arastirmacilar, hucre gelisiminin en iyi oldugu melas yuzdesinin %3 olmasina
ragmen, en yiksek PHB verimi olan %46,2'lik oranin %2 melas igeren besiyerinde
elde edildigini bildirmislerdir.

Hoffmann ve arkadaslari (91), ¢galismalarinda, glukonat veya asetat gibi basit karbon
kaynaklarinda Uretilirlerse, c¢esitli Pseudomonas bakterilerinin, orta zincir
uzunlugunda, 3-hidroksi yag asitlerinden sekillenen (C6-C14) PHA biriktirme
yeteneginde oldugunu belirtmiglerdir.

Ps. aeruginosa, Ps. putida ve Ps. fluorescens gibi diger florosan Pseudomonas
suslari da, karakteristik bir 6zellik olarak karbon kaynaklari varliginda ve sinirlayici
sartlar altinda PHB Uretimi yapmazlar. Ancak, Huisman ve arkadaslari (92), yag
asitlerinde Uretilirlerse, orta zincir uzunlugunda (C6-C12) PHA uretebildiklerini
goOstermiglerdir. Arastirmacilar, polimer olusturma yeteneginin plasmid DNA'dan
kaynaklanmadigini, 6zel bir enzim sisteminin PHA Uretiminde etkin oldugunu
belitmisler ve PHB uretmeme 06zelliklerinin bu bakterilerin siniflanmasinda
kullanilabilecegini bildirmiglerdir.

Metilotrofik organizmalardan olan bazi Pseudomas 'larin da PHB uretimi arastiriimis
ve yuksek verim gorulmuastir. Ps. oleovorans, Ps. aeroginosa, Ps. putida, Ps.
fluorescens ve Ps. testotereni, n-alkoller ve n-alkanoik asitler kullanilarak PHB
uretimi gdézlenmistir (12, 17). Karaboz ve Umay (93), Ps. extorguens bakterisini
metanol iceren karbon kaynaginda urettiklerinde % 27 PHB uretimi saptamislardir.
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Fakultatif metilotrof Pseudomonas sp.135 susu Uzerinde yapilan bir calismada
methanol variginda NH,'Un sinirli tutuldugu ortamda %55, Mg*? eksikliginde %42,5
ve PO*, eksikliginde ise %34,5 PHB verimi saglandi§i tespit edilmistir (94).

Xi ve arkadaslari (95), Ps. stutzeri 1317 susunu glukoz, glukonat, yag asidi ve alkol
iceren ortamda yetistirmisler ve PHA yapisinin ortamdaki yag asidi ve alkollere bagli
olarak degistigini tespit etmiglerdir. Arastiricilar, glukoz igeren besiyerinde 20. saatte
baslayan nitrojen eksikliginin hem hucre sayisi hem de polimer miktarinda artmaya
neden oldugunu ve %50 PHB verimine ulagtiklarini bildirmiglerdir.

Ates ve Ekmekgi (96), Pseudomonas extorquens DMS 1337 ve Azotobacter
chrococcum (TEM)'in pancar melasi igceren besi ortamindaki PHB dretimini
inceledikleri arastirmalarinda, P. extorquens DSM 1337'nin %22,98 ve A.
chrococcum (TEM)'in %12,10 PHB Uretim verimine ulastigini bildirmiglerdir.

Diger Bakterilerde PHB Uretimi

Biyolojik olarak pargalanabilen plastik olan PHA'In fotosentetik Uretimi ic¢in, glnes
IS1g1 yardimiyla, sera etkisi yaratan gaz olan karbondioksitin kullanimi ¢evresel olarak
kabul edilebilir oldugundan, bu is igin siyanobakterlerin segiminin uygun oldugu
belirtiimistir. Karbondioksitten PHA biriktiren ¢ grup mikroorganizma vardir ki bunlar,
hidrojen okside eden kemoototrofik bakteriler, genetik muhendisligi ile ylkseltiimig
bitkiler ve siyanobakterlerdir. Bunlar oksijenik fotosentez ile PHA depo ederler. Asada
ve arkadaslari (81), termofilik izolat Synechoccus MA19 susu ile yaptiklari calismada,
fotoototrofik sartlarda ve nitrojen azliginda PHB biriktirdigini ve PHB grandllerinin
tilakoid membranla iligkili oldugunu bildirmislerdir.

Gomez ve arkadaslari (97), toprak Gram negatif bakterilerinin seker kamigi turevli
sekerler olan slUkroz, fruktoz ve glukoz ile propiyonik asitten PHB Uretimini
incelemisler ve %50-80 arasinda verime ulagsmislardir.

Bitkide nodul olugturan toprak bakterilerinden olan Rhizobium cinsi bakterilerin de
hicre ici PHB depo etme yetenegi birgok arastirmaya konu olmustur. Bonartseva ve
arkadaslarinin (98) yaptigi galismanin sonuglarina gore, PHB icerigi, nitrogenaz
enzimi aktivitesi ile ters, hidrogenaz enzimi aktivitesi ile dogru orantihidir. Yine, R.
leguminosarum, R. trifoli, R. galega, R. meliloti, R. phaseoli gibi farkl turlerle yapilan
calismalarda da, PHB Uretimlerinin susa ve kulturel ortama bagli oldugu bildirilmigtir.
Sukroz igceren besiyerinde, farkli azot kaynaklari kullanilarak yapilan galismada, en
yuksek PHB veriminin KNO3'li besiyerinde %65 ile R. phaseoli 'den elde edildigi
bildirilmigtir (5, 99).

Jan ve arkadaglari (30), R. meliloti 'de ortamda karbon kaynagi oldugunda ve
gelisme igin gerekli nitrojen gibi elementler sinirli tutuldugunda PHB'In depo edildigini
bildirmiglerdir. Karbon kaynagi tumduyle kullanildiginda ise PHB metabolize
edilmektedir. R. meliloti fruktozlu ortamda Uretildiginde buylUk miktarda PHB depo
etmektedir.
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Tal ve Okon (100), Azospirillum brasiliense Cd susunun, eksponansiyel fazin son
asamasinda, yuksek C/N oraninda, oksijen sinirlandinidiginda %5 olan PHB
veriminin, %40'a ulastigini bildirmiglerdir.

Brandl ve arkadaglari (31), fotosentetik bakteriler olan Rhodospirillum ve
Rhodobacter cinsleri Uzerinde vyaptiklari arastirmalarda bunlarin da n-alkanoik
asitlerden polimer depo ettigini, ayrica nitrojenin sinirlandiriimasi durumunda %PHB
veriminin hicre kuru agirliginin %60-%70'i kadar olabildigini bildirmislerdir.

Lillo ve Rodriguez-Valera (101) ise, yuksek tuz konsantrasyonlarinda yasayan
halofilik bakterilerden olan Halobacter mediterranei 'nin, karbon kaynagi olarak
glukoz ve nisasta kullanildidinda, fosfati sinirlandirilmis sartlar altinda %60 PHB
verimi elde edildigini bildirmiglerdir.

Bunlarin diginda Laktik asit bakterilerinin de PHB Uretimi icin kullanilabilecegi
bildirilmistir. Lactobaciller surekli fermentasyon sartlarinda Uretilseler, daha fazla PHB
biriktirdikleri ve bunun ticari termoplastik Uretiminde de kullanilabilecegi séylenmistir

().

Qi ve Rehm (43), yaptiklari galismada en buyiuk PHB sentaz genini tespit ettikleri
Caulobacter crescentus bakterisinin, glukoz varliginda %18 PHB durettigini tespit
etmiglerdir.Bu bakteri 6zelikle icerdigi PHB sentaz enzimi nedeniyle dikkat gekmis ve
genetik uygulamaya tabii tutulmustur.

Manna ve arkadasglari (102), topraktan izole ettikleri 55 toprak streptomycet Gzerinde
yaptiklari ¢calismada, Streptomyces griseorubiginosus olarak tanimlanan izolatin, %2
glukoz varliginda, durgun fazda, miselial kuru agirhginin %9,5'u kadar PHB Urettigini
tespit etmiglerdir.

Semenov ve arkadaslarn (103), birka¢ polyprosthecate bakterisi ile yaptiklar
calismalarinda, Labrys cinsinde yeralan bakterilerin %26, Prothecomicrobium
cinsindeki bakterilerin ise %23 PHB miktarina ulastiklarini bildirmiglerdir.

Aktif camur bakterilerinde de PHB'In varligi rapor edilmis ve PHB gibi bakteriyel depo
polimerlerinin  6nemi, aktif camur islemlerinde karbon substrat degisimlerinin
anlasiimasinda ayrintili olarak c¢alisiimistir (104). Mikrobiyal oksidasyon sirasinda
yapiskan, topakli ve gri-siyah bir yapi olan aktif ¢amur, mikrobiyal hucre,
heteropolisakkaritler ve polyester icerdigi bildirilmigtir (105).

Loosdrecht ve arkadaslari (13), aktif camur icindeki bakterilerin PHB depo ettiklerini

ve hicre disi maddeler tukendiginde, depolar araciligiyla gelismelerini
surdurduklerini belirtmislerdir.
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Genetik Uygulamalarla PHB Eldesi

1920'li yillardan bu yana hakkinda bir¢ok bilgi edinilmis olmasina ragmen, ticari PHB
uretiminin hala c¢ok yuksek maliyete neden olmasi, sentetik polimerlerin yerini
alabilecek kapasiteye sahip olan bu biyoplastijin en 6nemli dezavantajidir. Son
yillarda, molekuler biyolojideki gelismelere paralel olarak, daha fazla ve ucuz PHB
ureten rekombinant bakteriyel suslarin ve transgenik bitlilerin gelistiriimesi ¢alismalari
hiz kazanmistir (78, 8).

Rekombinant Mikroorganizmalardan PHB Uretimi

PHB'In rekombinant mikroorganizmalardan yuksek oranda dretimi, vektor veya
promotor aktivitesindeki zenginlesmeye bagl olarak artmaktadir (41). Bu amacla
Alcaligenes eutrophus ve Alcaligenes latus bakterilerinin PHB biyosentez genlerinin
basariyla aktarildigi rekombinant Escherichia coli suslari kullaniimaktadir (78).
Nitekim, 1987 yilinda A. eutrophus genleri, E. coli bakterisine basariyla klonlanmis ve
normalde PHB Uretmeyen bakterinin, modifiye edildikten sonra PHB Urettigi
gosterilmigtir (14).

PHB biyosentetik genlerinin (phbA, phbB ve phbC) Alcaligenes eutrophus'da
kromozom ve megaplasmid pHG1'de yerlestigi bildirilmistir (27). Gelisen
Hibridizasyon teknikleri ve heterolog tamamlayicilar, bu ve diger bakterilerin PHB
biyosentez genlerinin izolasyonunu ve klonlanmasini mimkudn kilmaktadirlar (28).

E. coli, PHB Uretimi calismalari icin etkin olarak kullanilabilen bir konakgi sus olup;
sadece c¢ok dusuk molekul agirhiga sahip granul halde olmayan PHB biriktirdigi
bildirilmigtir (106). Rekombinant E. colinin PHB Uretimi igin gelistiriimesinin hizli
ureyerek, gerekli hicre yogunluguna ulagsmasi; polimerin yUksek miktarda
biriktirilebilmesi; ucuz karbon kaynagi kullanabilmesi, dretilien PHB'In kolay
saflagtirilabilmesi ve sentezlenen polimerin depolimerizasyonuna neden olan
enzimlerin eksikligi gibi 6nemli bazi avantajlari vardir. Bu nedenle, rekombinant E.coli
bakterilerinden %80-90 oraninda PHB verimi elde etmek mumkin oldugu
bildiriimektedir (3).

Lee ve arkadaslar (63), E.colide PHB Uretimi igin, A. eutrophus PHB sentez genleri
tasiyan plazmidler kullanmiglar ve plazmid stabilitesinin yuksek oldugunu belirttikleri
calismalarinda, PHB veriminin %80,1'e ulastigini bildirmislerdir.

Peynir alti suyu gibi ucuz substratlardan PHB Gretiminin, bir rekombinant E. coli susu
kullanilarak arastirildidi bir galismada, farkli oksijen konsantrasyonlari altindaki PHB
verimleri arastiriimistir. Oksijen sinirlamasinin PHB verimini arttirdigi tespit edilen
arastirmada, yuzde PHB verimi %80'e ulasmistir. Arastirmacilar, rekombinant E. coli
'de PHB biyosentez zamani ve oksijen sinirlandiriimasi zamaninin PHB verimi igin
onemli oldugunu belirtmiglerdir (83).
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Klinke ve arkadaslari (82) da, seker veya melas gibi ucuz karbonhidrat
kaynaklarindan, rekombinant E. coli yardimiyla PHA Uretimi igin alternatif stratejiler
yapilabilecegini ve E coli'nin kisa slirede treme, PHA'In kolayca saflastirilabilmesi,
polimeri parcalayici enzim sisteminin yoklugu nedeniyle dikkat cektigini
soOylemiglerdir. Arastirmacilar, B-oksidasyon dongusuni igletemeyen bir E.coli
susuna, glukonattan PHA sentezleyemeyen Pseudomonas bakterisininden orta zincir
uzunlugunda PHA polimeraz enzimini kodlayan geni aktararak, onun glukonattan orta
zincir uzunlugunda PHA Uretmesini saglamiglardir. Rekombinant E. coli 'deki PHA
verimi %2,3 olarak tespit etmiglerdir.

Qi ve Rehm (43), bilinen en buyidk PHB sentaz genine sahip oldugunu bildirdikleri,
glukoz varliginda %18 PHB Ureten, Caulobacter crescentus bakterisini genetik
uygulamaya tabii tutmuslardir. Bakterideki PHB sentaz enzimi genini, phaC, kodlayan
bdlgeyi mutant A. eutrophus PHB(-)4 ve recombinant E. coli JM109'a aktarmislardir.
Sonugta yuzde PHB verimi sirasiyla %62 ve %6 olarak tespit edilmis, 6zellikle A.
eutrophus PHB(-)4'den alinan verim dikkate deger gorulmustar.

Ahn ve arkadaslarinin (78), Alcaligenes latus PHA biyosentez genlerini kopyaladiklari
E. coli CGSC 4401 susunun, peynir alti suyundan urettigi PHB miktarini tespit
ettikleri galismalarinda, yuzde PHB veriminin yaklasik %60 civarinda oldugunu tespit
etmislerdir. Arastirmacilar, farkli oranlardaki ¢ézinmuis oksijen konsantrasyonunun
etkisini de inceledikleri arastirmalarinin sonucunda, mikroorganizmanin aktif PHB
sentez fazini gegirdigi sirada ¢6zinmus oksijen konsantrasyonunun disurilmesinin
PHB sentezini hizla arttirdigini bildirmislerdir.

Slater ve arkadaslan (20) yaptiklari calismada, A. eutrophus 'dan alinan PHB
biyosentez genlerini E. coli fadR atoC mutant bakterisine aktararak, glukoz ve
propiyonat iceren ortamda P(HB-co-HV) kopolimerinin Uretilmesini saglamiglar ve
Ozellikle ortamdaki propiyonat miktarinin HV sekillenmesinin oranini degistirdigini
tespit etmiglerdir.

Follner ve arkadaslari (107), metanol iceren ve nitrojen ve fosforu sinirlandiriimis
ortamda, ¢ok az miktarda PHB biriktiren Mycoplana rubra B346 susuna PHA sentaz
enimi genlerini aktarmiglar ve PHB birikimini %9,6'den %25'e yukseldigini
bildirmislerdir.

Hori ve arkadaslari (108), Bacillus megaterium 'un kendini yikan bir susu Uzerinde
yaptiklari ¢alismalarla elde ettikleri transformantin PHB Uretimini incelemigler ve
ortamda glukoz tlikenince hicrelerin kendiliginden pargalanip, PHB'In serbestlestigini
tespit etmiglerdir.

Transgenik Bitkilerden Biyoplastik Eldesi
Bitkiler birer PHB Ureticisi olmamalarina karsin, PHB genlerinin tasiyicisi

olabildiklerinden, PHB Uretebildikleri (24) ve bu nedenle, transgenik bitkilerin ¢ok
miktarda ve ucuz PHB uretimi i¢in potansiyel organizmalar oldugu bildirilmigtir (8, 24,
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82). Yapilan ¢alismalarda bunlardan, kuru agirliklarinin %20-40 arasinda PHB elde
edilebilmistir (82).

Bitkilerde biyoplastik sentezinin degisik metabolik yollarla, sitoplazma, plastid veya
peroksizomda gercgeklesebildigi bildiriimektedir (8). Arastirmacilar, gen aktarimi
yapilmig bitkilerin, PHB Uretimine bagladiktan sonra nigasta uretimini biraktiklarini ve
tim enerijilerini polimer yapimi i¢in yonlendirdiklerini sdylemektedirler. Bunun, yeni
enzimlerin eklenmesi ve varolan enzimlerin g¢alismasinin engellenmesi ile ortaya
¢iktigini dusunen bilim adamlari, PHB'I metabolize edemeyen bitkilerin tohumlarinin
gelisememesini ise bir problem olarak belirtmektedirler (14).

Alcaligenes eutrophus 'dan alinan PHB genleri, misir, patates gibi birkag farkli bitkiye
aktarilarak, onlarin polimer Uretmesi saglanabildigi ve Imperial Kimya Sirketi'nin pilot
uygulamalarinda yilda 50 ton PHB-HV kopolimerinin elde edilebildigi bildirilmistir (14).
Misir ve arpa yagli tohumlarinda, aygicegi ve soya fasulyesinde PHA'larin Uretilmesi
icin buyuk sirketler tarafindan arastirmalara devam edilmektedir (7).

Bitkilerden PHB eldesinde tum fermentasyon islemlerinin ortadan kalktigini ve
plastigin direkt olarak elde edilebildigini bildiren arastirmacilar, genetik olarak
degistirilmis misir bitkisine sentez ettirilen plastigin, bitkinin ¢ok fazla blUyumeden
hasat edilmesi ile elde edildigini rapor etmislerdir (109).

Modifiye misirdan PHA eldesinin ise, oldukca sert ve agir bir islem gerektirdigi ancak
karbondioksit ve gunes 1s1dinin, karbon ve enerji kaynagi oldugu bu PHA Uretiminde
yapilmasi gerekenlerin, fermentasyon islemlerinden daha fazla olmadigi
sOylenmektedir (7).

Bitkilere PHA genlerinin aktarilmasi ile ilgili ilk aragtirmalarda, A. eutrophus
bitkisinden alinan genlerin aktarildigi bitki, Arabidopsis thaliana olmustur (8). Poirier
(8), A. thaliana sitoplazmasinda, A. eutrophus'un PHA sentaz ve asetoasetil-CoA
redUktaz genlerinin etkinlik gosterdigini rapor etmiglerdir. 3-ketotiolaz geni bitki
sitoplazmasinda mevcuttur. Bu deneyler, tum bitki dokularinin koful, ¢ekirdek ve
sitoplazmalarinda PHB sentezinin oldugunu fakat, disuk miktarda ve zayif tohum
gelisimine sebep oldugunu gostermistir.

Daha sonraki arastirmalar, asetil-CoA'dan trigliseridlerin olustugu yer olan, plastid
gibi 6zel organellerde PHB Uretiime yontemlerinin gelistiriimesine yonlendirilmistir. Bu
calismalarla, sitoplazmada depolanan PHB'den 100 kez daha fazla, bitkinin kuru
agirhginin %14'4 kadar homopolimer elde edilmistir ve PHB grandullerin sekli ve
blayuklugu, bakteriyel granullere benzemektedir (7).

A. eutrophus'un PHA sentaz ve asetoasetil-CoA rediktaz genlerinin aktarildigi
pamuk bitkisinde de, pamuk liflerinin PHA igerdigi ve bu liflerin yuksek 1siya daha
dayanikli hale geldigi bildirilmigstir (7).

Simdiye dek yapilan c¢alismalar, PHB Uretiminin transgenik Dbitkiler ile

ucuzlatilabilecegini gostermektedir ki bu gelecekte marketlerde “plastik patatesler’le
karsilasabilecegimizi dusundirmektedir (3).
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Arastirmalarda elde edilen sonuglardan, PHB Uretiminin mikroorganizmalarin tartne,
uretim sartlarina ve rekombinasyonlarin basarisina bagh olarak degisiklik gosterdigi
tespit edilmistir. Gelecek yillarda PHB polimerinin, genis kullanim alanlarina
sunulabilecek dizeyde Uretiminin buyUk faydalar getirecegi aciktir.
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