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OZET

Petrol kokenli plastiklerin yaygin kullanimi ¢evre kirliligi, fosil kaynaklarin
tilkkenmesi ve mikroplastik birikimi gibi 6nemli kiiresel sorunlara yol agmaktadir. Biyolojik
olarak parcalanabilen ve yenilenebilir kaynaklardan elde edilebilen biyoplastikler,
stirdliriilebilir malzeme iiretimi agisindan 6nemli bir alternatif olusturmaktadir. Poli-3-
hidroksibiitirat (PHB), mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak sentezlenen, biyouyumlu
ve tamamen biyolojik olarak parcalanabilen bir polihidroksialkanoat tiiriidiir. Mikroalgler
hizli biiylime hizlari, yliksek fotosentetik verimlilikleri ve atmosferik CO-’yi dogrudan
karbon kaynagi olarak kullanabilme yetenekleri nedeniyle biyoplastik iiretimi i¢in 6nemli
bir potansiyel tagimaktadir. Bu ¢alismada bir yesil alg tiirii olan Kirchneriella lunaris ile
siyanobakteriyal Chroococcus sp. tiirleri tarafindan liretilen PHB’nin verimi ve biyokiitle
iiretim etkinligi aragtirllmistir. Tiirlere ait biiyiime profilleri optik yogunluk ve gravimetrik
Olciimlerle belirlenmis, hiicreler erken logaritmik fazda hasat edilerek PHB {iretimleri
izlenmistir. K. /unaris i¢in 1 g mikroalgden elde edilen PHB miktar1 0.1358 g/g iken(% 13.58
w/w), Chroococcus sp. i¢in bu oran 0.0344 g/g biyokiitle oranindadir (% 3.44 w/w). FTIR
verileri 6zellikle PHB’lerin karakteristik islevselliginde rol oynayan C-O-C baglar1 ve C-H
baglarindaki gerilme ve titresim biikiilmeleri ile uyumluluk gostermistir. Floresan, elektron
mikroskobik ve termal analiz verileri PHB’nin yapisi hakkinda aydinlatict veriler
saglamistir. Elde edilen bulgular, K. [unaris’in optimal biiyiime kosullar1 altinda
Chroococcus sp.’ye kiyasla daha yiliksek PHB birikim kapasitesine sahip oldugunu
gostermistir. Bu sonug, PHB sentezinin yalnizca stres kosullarina 6zgii bir metabolik yanit
olmadigini, bazi mikroalg tiirlerinde biiytime ile es zamanl olarak da gerceklesebildigini
ortaya koymaktadir. Gelecek ¢alismalarda yesil alglerin PHB {iretim potansiyelinin farkli
kiiltiir parametreleri altinda detayli olarak incelenmesi Onerilmektedir. Ayrica, stres
icermeyen ve stresli kosullarin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi, tiirlere 6zgii PHB

birikim mekanizmalarinin daha 1yi anlasilmasina katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mikroalg, Siyanobakteri, Yesil Algler, Biyoplastik, Polihidroksibiitirat
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SUMMARY

The widespread use of petroleum-based plastics leads to significant global problems
such as environmental pollution, depletion of fossil resources, and microplastic
accumulation. Therefore, biodegradable and renewable bioplastics represent a significant
alternative for sustainable material production. Poly-3-hydroxybutyrate (PHB) is a type of
polyhydroxyalkanoate that is naturally synthesized by microorganisms, is biocompatible,
and completely biodegradable. Microalgae hold significant potential for bioplastic
production due to their rapid growth rates, high photosynthetic efficiencies, and ability to
directly utilize atmospheric CO: as a carbon source. This study investigated the yield and
biomass production efficiency of PHB produced by the green algae species Kirchneriella
lunaris and the cyanobacterial species Chroococcus sp. Growth profiles of the species were
determined by optical density and gravimetric measurements, and PHB production was
monitored by harvesting cells in the early logarithmic phase. The amount of PHB obtained
from 1 g of microalgae was 0.1358 g/g (13.58 % w/w) for K. lunaris, while for Chroococcus
sp. this rate was 0.0344 g/g biomass (3.44 % w/w). FTIR data showed agreement with
stretching and vibrational bending in C-O-C and C-H bonds, which play a role in the
characteristic functionality of PHB. Fluorescence and electron microscopic data provided
illuminating information about the morphological structure of PHB. Thermal analysis data
supported the finding that PHB obtained from K. lunaris was more advantageous than
cyanobacterial PHB in terms of purity and homogeneity. The findings showed that K. lunaris
has a higher PHB accumulation capacity compared to Chroococcus sp. under optimal growth
conditions. This result reveals that PHB synthesis is not only a metabolic response specific
to stress conditions but can also occur simultaneously with growth in some microalgal
species. It is recommended that future studies investigate the PHB production potential of
green algae in detail under different culture parameters. In addition, a comparative
evaluation of stress-free and stressful conditions will contribute to a better understanding of

species-specific PHB accumulation mechanisms.

Keywords: Microalgae, Cyanobacteria, Green Algae, Bioplastic, Polyhydroxybutyrate
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1. GIRIS ve AMAC

Petrol bazli plastik ve sentetik polimerlerin diinya ¢apindaki iiretimi artan taleple
orantil1 olarak her gegen giin artmaktadir. Uretilen plastigin % 10’u geri déniistiiriilmekte,
% 14’1 yakilmakta ve geri kalan kismi1 da ¢ope atilmakta ya da suya karigmaktadir. Plastik
kalintilarin g¢esitli sebeplerle pargalanmasi mikro ve nanoplastikleri agiga ¢ikarmaktadir ve
bu durum ¢evre ve insan sagligini 6nemli dlciide tehdit etmektedir. Bu duruma alternatif bir
¢Oziim Onerisi ¢evrede kalinti birakmayan, zararli yan {riinler olmadan karbondioksit ve
suya ayrigan plastiklerin kullanimidir. Biyobozunur plastikler i¢inde en umut verici
malzemelerden biri de polihidroksialkanoat (PHA) ailesine ait olan PHB’dir. Canl
hiicrelerden elde edilen PHB, polipropilene olaganiistii benzerlik gosterir ve biyolojik olarak
% 100 pargalanabilen bir termoplastiktir. Mikrobiyal kdkenli biyoplastiklere olan ihtiyag
artti1 i¢in, yiikksek PHB icerigine sahip uygun alg suslarinin biyolojik olarak arastirilmasi
biiylik 6nem tasimaktadir. Literatlirde PHB iiretimi i¢in ¢ok sinirli mikroalg susu rapor
edilmistir. Yiiksek verime sahip mikroalg ve siyanobakteri suslari arastirilmaya devam
etmektedir. Bu calisma siyanobakteri ve yesil alg tiirlerinden PHB ekstraksiyonu ve

karakterizasyonunu amaglamaktadir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Biyoplastik Nedir?

Fosil yakit kaynakli mevcut plastikler kiiresel ¢apta yogun olarak kullanilmakta olup,
petrokimya tiirevlerinin islenmesi ile elde edilirler. Bu yolla elde edilen plastikler dogada
biyolojik olarak parcalanamamakta ve giderek artan kullanima bagli olarak cevresel ve
saglik sorunlarma yol agmaktadir. Giiniimiizde yenilenebilir hammaddelerden iiretilen ve
dogada kolay pargalanabilen biyo bazli plastikler ¢evre dostu bir alternatif olarak karsimiza
cikmaktadir. Biyolojik atiklar veya mikroorganizmalar gibi biyolojik kaynaklardan elde
edilen polimerler biyoplastik olarak tanimlanmaktadir. Biyoplastiklerin kullanimi fosil
yakitlara bagimlilig1 azaltmakta ve sera gazi emisyonlarini da indirgemektedir. Bu baglamda
atiklarin degerlendirilmesi ve yenilenebilir malzemelerin kullanimina katki saglamalar ile
cevre dostu bir yaklasim olarak kabul edilirler. Biyoplastiklerin antimikrobiyal etkinlikleri
ve biyouyumluluklar1 tarim, saglik yada endiistri alanlarindaki potansiyel uygulamalar i¢in

olduke¢a degerlidir (Ghosal ve Ghosh, 2023; Oliver-Cuenca vd., 2024; Ayanoglu vd., 2025).

2.2. Biyoplastiklere Neden Gereksinim Var?

Plastik {iirlinler giinliik hayatimizin 6nemli bir parcasi olup, elastikiyet, ucuzluk,
tasima kolayligi ve kolay sekil alma gibi 0Ozelliklerinden dolayr ¢ok fazla tercih
edilmektedirler (Yilmaz ve Beyatli, 2003). Geleneksel petrol tiirevi sentetik polimerlerden
tiretilen plastikler kullanilip atilma 6zelliklerinden dolay: kiiresel ¢aptaki en énemli ¢evre
problemlerinden biridir. Bu plastikler yiiksek enerji tiiketimi, ¢lirlimeye karsi direng
gostererek dogada birikme, bakteriler tarafindan ayristirllamama, azalan bir dogal kaynak
olan ham petrolden {iretilme ve yakilmalar1 sonucunda zararl kimyasallar salgilama gibi pek
cok dezavantaja sahiptirler. Yapilan arastirmalar, her yil 8 milyon tondan fazla plastik atigin
okyanuslara sizdigim1 ortaya koymaktadir (MacArthur, 2017). Dogal hammaddeler
kullanilarak elde edilen biyoplastikler ise biyolojik olarak parcalanabildiklerinden iy1 bir
alternatif olustururlar (Abdo ve Ali, 2019).
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Biyolojik bazli plastikler modifiye edilmis dogal polimerlerden, sentezlenmis
biyolojik bazli monomerlerden sentezlenmis polimerlerden ya da atiklardan elde edilen
biyoplastikler seklinde olabilir (Thielen, 2014). Simdilerde diinyadaki plastik iiretiminin
sadece % 1’1 biyoplastiktir. Biyoplastik tretiminde bitki bazli hammaddeler ve dogal
polimerler kullanilir. Misir ve patates gibi bitkilerden elde edilen biyoplastikler uzun vadede
stirdiiriilebilir olmayacak gibi goriinmektedir ¢linkii bu yontemde iiretim, genis araziler, su
ve besinler acisindan bir tiiketim s6z konusudur. Mikrolagler ise diger gida kaynaklariyla
rekabet etmez, atiklarda gelisebilir ve yiiksek lipid birikimine sahiptir. Yani mikroalgler 1yi
bir biyokiitle kaynagi olmasinin yanisira, siirdiiriilebilir olma ve ¢ok farkli alanlarda

kullanilabilme potansiyeli tasir.
2.3. Biyoplastik Tiirleri

Plastikler fosil bazli ya da biyo bazli, biyobozunamaz ya da biyobozunabilir olarak

siiflandirilir (Onen Cinar vd., 2020), (Sekil 2.1.).

Yenilenebilir kaynakli hammadde

T oo

Biyolojik olarak

bozunmayan‘ Biyobozunur
Biyobozunur ve
Geleneksel Plastikler Petrokimya Bazh
Plastikler
Polietilen (PE), Polibitilen Adipat
Polietilen Tereftalat (PET), Tereftalat (PBAT),
Politrimetilen Tereftalat (PTT) Polikaprolakton

(PCL)

v

Petrokimya trtinti hammadde

Sekil 2.1. Biyoplastik tiirleri (Onen Cinar vd., 2020; Rahman ve Miller, 2017; Ayanoglu vd.,
2025; Chauhan vd., 2024 calismasindan modifiye edilmistir)



2.4. Biyoplastik Uretiminde Mikroalglerin Kullanimi ve Uretim Mekanizmalar1

Algler ve siyanobakteriler fotoototrofik organizmalar olup simrli  besin
gereksinimleri, mevsimsel hasat gerektirmemeleri ve atik sular elverisgsiz ¢evrelerde bile
gelisebilme yetenekleri sebebiyle biyoplastik iiretiminde popiilerdirler. Karbondioksidi
asimile ederek cesitli organik bilesiklere ¢evirirler. Boylece karbondioksit emisyonu azalir
ve iiretilen faydali biyopolimerler sayesinde daha gilivenli bir ¢cevre sunarlar. Algal biyokiitle
plastigin ayrisma siirecini de hizlandirabilir ¢iinkii biyokiitledeki yiliksek nitrojen
konsantrasyonu mikrobiyal adezyonu gelistirir ve biyofilm olusumunu uyarir. Béylece algler
gelecekte biyoplastik iiretimi igin potansiyel bir hammadde olma 6zelligi tasimaktadir

(Sreenikethanam ve Bajhaiya, 2021).

Biyoplastik iiretiminde mikroalg biyokiitlesi direkt olarak ya da algin sekonder
metaboliti olarak kullanilabilmektedir (Rahman ve Miller, 2017). PHB, biyolojik olarak
iretilebilen ve dogal yolla pargalanabilen plastik yapisinda bir polimerdir. PHB, asetil
koenzim A’dan 3 enzimin etkisiyle sentezlenir: B-ketotiyolaz (phaA), asetil-CoA'y1
asetoasetil-CoA molekiiliine doniistiiren ilk anahtar enzimdir; ikinci enzim asetoasetil-CoA
rediiktaz (phaB), asetoasetil-CoA'y1 3-hidroksibiitirilCoA'ya indirger ve son enzim PHB
polimeraz (phaC), 3-hidroksibiitiril CoA'nin PHB molekiiliine polimerizasyonunu katalize
eder (Roja vd., 2019). Uretilen PHB hem plastigin geri doniistiiriilebilir dzelligini artirir hem
de kullanilan petrolii azaltir. Boylece PHB endiistri, tip, tarim ve ekoloji gibi pek ¢ok alanda
kullanilabilir (Aburas, 2016). PHB’nin petrol bazli plastiklere gore farki biyobozunur
olmasidir. Aerobik kosullarda PHB’nin biyodegradasyonu ile karbondioksit ve su agiga
cikarken, anaerobik kosullarda olusan degradasyon iiriinleri karbondioksit ve metandir.
Yapilan ¢alismalar PHA nin % 85’inin yedi haftada bozundugunu ortaya koymaktadir. PHA

sulu ¢evrelerde ise 60 °C’yi gegmeyen sicakliklarda 254 giinde bozundugunu destekler.



Biyoplastikler: PHA ve
turevleri

Farmakolojik ilaclar:
Glikoprotein, gliserol,

polisakkaritler ve Yag Asidi
antibiyotikler

Yesil Mikroalgler

Biyoyakitlar: Biyogaz, Antioksidanlar vitamin

Biyodizel ve Biyoetanol ve karotenoidler

Sekil 2.2. Mikroalglerden iiretilen tiriinler (Onen Cinar vd., 2020; Pal vd., 2019; Musa vd.,
2019).

Mikroalgler tatli su ve denizlerde yasayan, glines enerjisini kullanarak ATP {ireten
mikroskobik organizmalar olup, biyoteknolojik pek c¢ok arastirmada giderek

popiilerlesmektedirler. Sekil 2.2.’de 6nemli mikroalg tirlinleri gosterilmektedir:

Yesil, kahverengi ve kirmizi algler biyobozunur plastik iiretme yetenegine sahip
olup, mikroalglerdeki nisasta, selloz, lignin gini bilesenler yenilenebilir biyokiitle kaynagi
olarak kaliteli biyoplastik tiretiminde kullanilabilirler (Maniglia vd., 2019). Biyobazh
olmasinin yanisira biyobozunur da olabilen plastikler, biyodegradasyon 6zellikleri gosteren
ve yenilenebilir dogal kaynaklardan elde edilmektedir. Termoplastikli modifiye nisasta,
PHA, polilaktik asit (PLA), ve polibiitilen siiksinat (PBS) bu kategoride yer alir. Bakteriler
PHA’lar1 temel olarak seker ve lipitlerden elde ederler, 250 farkli mikroorganizma PHA
tiretimi  yapabilmektedir. Gilinlimiizde marketlerde yer alan c¢ogu biyoplastik,
biyobozunamaz Ozellikte oldugu igin atik yonetimi konusunda ciddi problem

olusturmaktadir. Bu gruptaki plastiklere 6rnek olarak biyo bazli propilen (Biyo-PP), biyo
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bazli polietilen (Biyo-PE), polietilen tereftalat (PET) ve politrimetilen tereftalat (PTT)
verilebilir ve biyokiitle gibi yenilenebilir dogal kaynaklardan elde edilmelerine ragmen

biyobozunur degillerdir.

Mikroalglerin temel bilesenleri yaglar, karbonhidratlar, proteinler olup, kalsiyum,
magnezyum, fosfor, potasyum, sodyum, siilfiir, bakir, demir, manganez, selenyum ve ¢inko
gibi elementler de icermektedirler (Zhang vd., 2000). Nitrojen aclig1 ile meydana gelen stres
durumu da biyopolimer olusumunu tetiklemektedir. Ancak mikrobiyal sus ve kiiltiir

durumlarina gore elde edilen biyopolimerler degisiklik gostermektedir.

Mikroalg-polimer karigimi olusturmada biyokiitle, polimer ve katki maddeleri
birlestirilerek belirli sicaklik, basing ve zaman derecelerinde sikistirilarak kaliplanir.
Mikroalg hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen biyopolimer iiretiminde ise mikroalglerden
intraselliilar olarak ya da mikroalg biyokiitlesi kullanilarak fermentasyon yoluyla iiretim s6z
konusudur. En bilinen intraseliilar {iretim metodu da ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan

sentezlenen PHB tliretimidir.

Mikroalg biyokiitlesinden biyoplastik eldesinde ilk adim ekim ve mikroalg
biyokiitlesinin toplandig1 hasat asamasidir. Hasat isleminde filtreleme, yiizdiirme,
santrifiijleme ve sedimantasyon teknikleri kullanilabilir. Gelistirme asamasinda agik
havuzlar ya da fotobiyoreaktorler kullanilir. Mikroalgler i¢in evrensel bir gelistirme ve hasat
yontemi bulunmadigindan, c¢alisilan mikroalg ve elde edilecek iiriine gére optimizasyon
islemi yapilmasi 6nem tasir (Khanra vd., 2018; Amaro vd., 2014). Sonrasinda ise PHB

iiretmek i¢in farkli metotlar kullanilabilir.

Alg biyokiitlesinden biyopolimer eldesi ii¢ farkli yolla olabilmektedir. Birinci yolda
dogal biyopolimerler mikroalg biyokiitlesi i¢inde hiicre tarafindan tiretilmektedir. Bu yolda
polimerler, mikroalg tarafindan minimum miktarda 151k enerjisi kullanilarak fotosentezle
tretilir. Isik yogunlugu ve siiresine bagli olarak organik molekiiller organizma iginde

biriktirilir. Literatiirde UV radyasyonunun da sentez sirasinda etkili olabilecegini ve ¢apraz
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bagli zincirler olusturmak ic¢in nisasta ile tepkimeye giren serbest radikaller iirettigini

gostermektedir.

Ikinci yolda biyopolimerik iiriinler mikroorganizmalarla mikroalgal biyokiitlenin
fermente edilmesiyle elde edilirler. Fermentasyon prosesi siirecinde algal biyokiitle
enzimatik olarak biyopolimerleri iceren iirlinlere doniistlirtiliir. Son arastirmalarda, alg
biyokiitlesinin pargalanmasi ve fermantasyon isleminden once gerekli karbonhidratlarin,
proteinlerin ve lipitlerin ¢ikarilmasi konusuna odaklanilmaktadir. Bu konudaki bir
calismada, alg biyokiitlesini par¢alamak icin su kullanilmis ve PHA’lar iiretmek {izere
fermente edilen kritik alt: hidrotermal yontemi kullanilmistir (Steinbruch vd., 2020). Ugiincii
yolda ise kompozit mikroalgal biyopolimerler mikroalgal biyokiitle ve bazi katki
maddelerinin kombine edilmesiyle olugsmaktadir (Kartik vd., 2021; Ciapponi vd., 2019). Bu
yontemde mikroalg ve katki maddeleri bir kalipta sikistirilir. Bu konuda alternatif olarak
mikroalg ve katki maddeleri bir ¢oziicli i¢inde c¢oziildiikten sonra film iiretmek igin
ylizeylerde kurutulabilir. PV A-alg karisim1 eldesinde ise bilesenler bir cam plaka tizerinde

birlestirilir ve biyopolimerik film olusumu i¢in 24 saat havada kurutulabilir.

Alg biyokiitlesinden biyopolimer iiretimi i¢in fermentasyon metoduna gore daha
basit olan ¢oziicii ekstraksiyon metodu kullanilabilir. Alg biyokiitlesini gelistirmek ve
polimer ¢okeltileri liretmek icin kimyasallarla birlestirme islemi yapilir ve verimi artirmak
icin kimyasal ve fiziksel Ozellikler degistirilebilir. Bu islemde eleme, filtreleme ve
santrifiijleme asamalar1 6nemli rol oynar. Geleneksel yaklasima oranla daha verimli sonug
veren diger bir yontem de ultrason destekli ekstraksiyon ile biyopolimerlerin alg
biyokiitlesinden ¢ikarilmasidir. Yontemde ultrason uygulanmasi kavitasyona ve dolayisiyla
mikropartikiillerin ¢arpismasina neden olur. Olusan titresimle alg hiicre duvarlar1 bozulur

biyopolimerin alg biyokiitlesinden ¢ikmasi kolaylasir (Florez-Fernandez vd., 2017).

Mikroalglerden biyoplastik iiretiminde iki ana yol mevcuttur: ilk yaklasimda
mikroalg biyokiitlesi biyolojik ya da petrol bazli primerler ve katki maddelerinin
harmanlanmasiyla hazirlanirken, ikinci yaklasimda PHB ya da nisasta gibi biyopolimerler

mikroalg icerisinde iretilir. Buradan ekstrakte edilen {riin daha sonra ilave adimlar
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yardimiyla biyoplastik iiretiminde kullanilir ve mikroalg hiicreleri direkt kullanilmaz (Sekil

2.3.), (Onen Cinar vd., 2020).

Besin ve Su s 1

Fotobiyoreaktor
L 2 Hasat etme
Isik - Mikroalg . M|!(r<_3alg Su uzaklastirma
yetistirme
CO,
PHB
PHB (Polihidroksibiitirat) « (Polihidroksibiitirat) < Kurutma :

ekstraksiyonu
Mikroalg (1slak formda)

Sekil 2.3. Mikroalglerden biyoplastik iiretim siireci (Onen Cinar vd., 2020; Rahman ve
Miller, 2017; Ayanoglu vd., 2025).

Biyokiitleden degerli bilesiklerin ¢ikarilmasi ile ilgili cevre dostu yaklasimlardan biri
de mikrodalga destekli ekstraksiyondur. Bu yontemde siire¢ hizlidir ve enerjiye ihtiyag

duyulmaz.

Diger bir yenilik¢i ekstraksiyon metodu ise kritik olmayan su ekstraksiyonu
metodudur. Bu metodda su 22.12 MPa'dan daha diisiik kritik basincin ¢ok altina zorlanir ve
biyoaktif kimyasallar1 biyokiitleden ¢ikarmak i¢in kaynama noktasinin lizerindeki sicaklik
maksimum 374 °C'ye yiikseltilir. Yontemde ¢o6ziicii olarak su kullanildig1 i¢in zararh

kimyasallara olan ihtiya¢ ortadan kaldirilmis olur.

2.5. Mikroalglerden Biyoplastik Uretimi Avantajlari

Mikroalglerin biyoplastik iiretiminde kaynak olarak kullanimi pek cok avantaja

sahiptir. Gida rekabetine yol agmazlar, yliksek sicaklik ya da nem gibi ekstrem kosullarda
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hayatta kalabilir. Gida bitkilerine kiyasla biyokiitle tiretim hizlar1 yiiksektir. Algler
fotosentetik oldugundan karbondioksiti tutar ve karbon kaynagi olarak kullanarak sera
gazlarinin azaltilmasina yardim eder. Diger yandan ek bir besin kaynagina ihtiya¢ duymaz.
Yiiksek protein ve lipit igerigine sahiptir. Biyolojik pargalanma oranlar1 yiliksektir (Arora

vd., 2023).

2.6. PHB Uretiminde Siyanobakterilerin Kullanimi

Siyanobakteriler, fotoototrofik yapilart ve besin gereksinimlerinin minimum
diizeyde olmasi nedeniyle alternatif bir konake1 sistem olarak kabul edilebilir. Simdiye kadar
Spirulina spp gibi birka¢ siyanobakteride PHB olusumu gosterilmistir. Siyanobakterilerin
sahip oldugu bir kimyasal mekanizma, fosfatin agirlikli olarak polifosfat formunda
depolanmasini saglar. Ayrica bir sera gazi olan karbondioksiti giines enerjisi yardimiyla
cevre dostu plastiklere doniistiiriirler. Siyanobakterilerin siyanofisin, polifosfat, polisakkarit
ve PHB gibi rezerv materyali biriktirebildigi bilinmektedir. Polisakkarit ve PHB genellikle
karbon ve enerji rezervi olarak kabul edilir. Siyanobakteriyal PHB diger prokaryotlara
kiyasla iistiin bir kalitededir. Gram negatif mikroorganizmalar olan siyanobakteriler giines
enerjisinin % 3-9’unu biyokiitleye doniistiirebilirler. Bircok siyanobakteri organik karbon
kaynaklar1 kullanmadan, karbondioksit ve giines 151g1n1 kullanarak PHA iiretebilir, PHB’yi1
de hiicre i¢inde graniiler formda depolar. Glikojen ve PHB, siyanobakteri hiicreleri i¢in
enerji ve karbon kaynagi olarak gorev yapmaktadir. Cogu siyanobakterinin dogal bir PHB
yolu olmasina ragmen, bazilar1 da genetik olarak tasarlanmis sentetik bir yolla elde edilir.
Siyanobakteriler, asetat, sitrat, glikoz, fruktoz, propiyonat vb. varlifinda daha fazla

biyokiitle saglayacak sekilde miksotrofik kosullar altinda biiyiitiilebilir (Das ve Maiti, 2021).

Tez ¢alismamizda kullanilan Chroococcus sp., toksik olmayan ve azot baglamayan
bir siyanobakteridir (Wang vd., 2024). Tek hiicreli ve koloniyal 6zellikte olup, mikroskobik
incelemede kiiresel formda izlenmektedir. Bakteriler alemi, Cyanobacteriophyta filumu,

Cyanophyceae smifi, Chroococcales takimi ve Chroococcaceae familyasina aittir (Guiry,

2010).
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2.7. PHB Birikimi Yapan Mikroorganizmalarda Hizh Tam

Simdiye kadar yapilan ¢alismalarda PHB biriktiren bakterilerin hizli tanisinda canli
koloni boyama teknigi kullanilmis ve Sudan siyah1 B boyasi siyanobakteriyal yagi tespit
edebilmistir. Sonrasinda mikrokopik preparatlar hazirlanmis, 6rnekler alkollii Sudan siyahi
B ¢ozeltisi ile boyanmis ve safranin ile zit boyama yapilmistir. Baska bir ¢aligmada PHB
graniilleri, nil mavisi ile boyandiginda gii¢lii bir turuncu floresan sergiledi. Is1ile sabitlenmis
hiicreler 10 dakika boyunca % 1 nil mavisi A ile muamele edilmis ve 460 nm'lik boyunda
ekzitasyon gozlenmis, parlak turuncu olarak gézlenmistir. PHB iireticileri UV lamba altinda

giiclii floresan gostermektedir (Balaji vd., 2013).

2.8. PHB’lerin Kullanim Alanlar:

PHB’ler, nanotiip ya da nano-kompleks filmlerle ilgili materyal 6zelliklerinin
gelistirilmesinde, tire giibresi ya da insektisit paketlemesinde, cerrahi dikis ve ¢esitli doku
miihendisligi gibi alanlarda kullanim potansiyeline sahiptir (Chen, 2009). Pek cok bakteri ve
alg tiirli gida depo maddesi olarak PHB iiretebilmektedir (Falcone, 2004).

Biyoplastikler tarimsal uygulamalarda yetistirme torbalari, aglar ve malg¢ filmleri
yapiminda kullanilir. PHA bazli yetistirme torbalar1 ¢evre dostu, biyobozunur olmalar1 ve

cevredeki su kaynaklari i¢in giivenli olmalar1 gibi avantajlara sahiptir (Abd El-malek vd.,
2020).

Biyoplastiklerin en 6nemli kullanim alanlarindan biri de gida ambalaji olarak
kullanim potansiyelleri olmasidir. Gida endiistrisinde kalite standartlar1 ve uzun vadede
stirdiiriilebilirlik agisindan yeni biyoplastik bazli ambalajlarin gelistirilmesi onemlidir.
Burada depolama kalitesi, talep, ucuz maliyet, ¢evre dostu olma ve hafif olma gibi 6zellikler
on plana ¢ikar. Su ve oksijen korumasi, gida ambalajlari icin en yaygin gereksinimlerdir

(Jabeen vd., 2015).
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Biyopolimerlerin gida sektoriinde kullanim alanlarindan biri de antioksidan
kapasiteleridir ve zararsiz olduklarindan firetilen diger antioksidanlara goére avantajlari
vardir. Diger yandan biyopolimerlerin medikal ve biyolojik uygulamalar1 da dikkat
cekmektedir. PHA’lar biyouyumlu olduklar1 i¢in kanser tespiti, ameliyat sonrasi iilser
tedavisi, yara iyilestirici pansuman, kemik dokusu mithendisligi, yapay kan arterleri, kalp
kapakgiklar1 gibi tibbi uygulamalar i¢in de uygundur. Diger yandan ilag salinim sistemleri
ya da tibbi implantlar1 gelistirilmesi gibi alanlarda da kullanimlar1t mevcuttur. Esneklikleri
sebebiyle biyoplastiklerin ii¢ boyutlu baski teknolojileri agisindan da yogun olarak
arastirildigi soylenebilir. Biyoplastiklerin dogal tekstil, dogal lif, dolgu maddeleri gibi
tiriinlerin eldesinde kullanim potansiyelleri de diger arastirma konulari arasindadir

(Candamano vd., 2017).

PHB’ler biyouyumludur ve onun bir monomeri olan 3-hidroksibutirat (3-HB), kan
ve Okaryotik hiicre zarinin bir bilesenidir. Bu 6zelligi sebebiyle tibbi uygulamalar icin

elverislidir.

Hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat ile polihidroksibutirat-polihidroksivalerat
kopolimeri, osteokondiiktif 6zelligi nedeniyle sert doku replasmani ve giiglendirilmesi i¢in
kullanilabilir. Diger yandan PHB, baslangicta hiicre biiylimesine destek saglayan, sonra
yaralar1 iyilestiren doku yenilenmesini destekleyen ve ardindan pargalanan ii¢ boyutlu bir

iskele olarak kullanilabilir.

Bu polimerlerin kullanimi, viicutta herhangi bir yabanci varlik birakmadan
monomerlerine ayristigi i¢in doku iskeleleri, greft veya implantlarin cerrahi olarak
cikarilmasini gerektirmez. PHB'nin yavas bozunmasi, yonlendirilmis ila¢ dagitim sistemi
caligmalarinda ek bir avantaj saglar. PHB monomerleri antibiyotikler gibi ince kimyasallarin
sentezi i¢in kiral ara maddeler olarak kullanilabilir. Kiral bir molekiil olan 3-HB,
norodejeneratif hastaliklarda terapotik etkilere sahip oldugundan, Alzheimer hastaliginin
tedavisi i¢in potansiyel bir ila¢ adayidir. PHB bazli adsorban ve hidrojeller organik

kirleticileri atik sudan uzaklastirma 6zelligine de sahiptirler (Alammar vd., 2020).
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2.9. Biyoplastik Kaynaklan

2.9.1. Tarmm iiriinleri

Biyoplastik yapiminda polisakkaritler, proteinler ve diger karbon kaynaklari
kullanilabilir. Bu grupta en yaygin olarak kullanilan biyoplastik termoplastik nisastadir ve
hidrofilik plastiklestiricilerle nisastanin degistirilmesi ya da mikrobiyal fermentasyonla elde
edilir. Diger yandan beyaz gliiten, seker kamis1i ve yag da biyoplastik sentezinde

kullanilabilmektedir.

2.9.2. Atik sular

Atik sularda buluna yiiksek tuz ve organik madde igerigi farkli alanlarda
kullanilabilecek degerli bir kaynak niteligindedir. Ornegin PHB ler atik su aritim siirecinde
olusan aktif camurun termal par¢alanmasiyla, patates isleme sektoriinden gelen atik suda,

nisasta bazli biyoplastiklerin olusturulmasinda kullanilabilir (Van der Hoek vd., 2016).

2.9.3. Organik atiklar

Gida isleme atiklari biyoplastik liretimi icin iyi birer kaynak olabilir; havug,
maydonoz, turp, karnabahar, seker kamisi kiispesi, piring kepegi gibi organik atiklar bu

gruba 6rnek olarak verilebilir (Jogi ve Bhat, 2020).

2.9.4. Mikroalgler

Mikroalgler hizli iiremeleri ve yenilenebilir gidalarla rekabet etmedikleri icin
biyoplastik liretiminde 6nemli bir alternatif kaynak durumundadirlar. Biyoplastik iiretiminde
dogrudan biyokiitle olarak ya da mikroalg hiicrelerinden nisasta ve PHB ekstraskiyonu ile

uretilebilirler. Literatiirde biyoplastik iiretimi i¢in en ¢ok kullanilan mikroalgler Chlorella
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ve Spirulina cinslerine aittir. Chlorogloea fritschii, Calothrix scytonemicola, Scenedesmus
almeriensis, Neochloris oleoabundans, Nannocloropsis gaditana ya da Phaeodactylum
tricornutum gibi mikrolagler ya da siyanobakteriler de biyoplastik iiretebilmektedir (Rajpoot
vd., 2022).

Tez ¢aligmasinda kullanilan K. lunaris tirii hizli biiyliyen ve toksik olmayan bir yesil
alg tiirii olup tath sularda yasar (Yimaz Oztiirk vd., 2025). Okaryotik yapida olup,
Chlorophyta filumu, Chlorophyceae sinifi, Sphaeropleales takimi, Selenastraceae familyasi

ve Kirchneriella cinsine aittir (Guiry, 2010).

2.10. PHB Uretiminde Karsilasilan Zorluklar ve Uretimi Zenginlestirme Yollari

Biyoplastiklerin ¢evreye ve sagliga olumlu etkilerinin yani sira asilmasi ve
gelistirilmesi gereken bazi zorluklar1 da mevecuttur. Ornegin, geleneksel sentetik plastiklere
kiyasla tiretim maliyetleri daha yiiksektir. Elde edilen PHB verimi diisiiktiir ve fotosentetik
biiyiime kosullart PHB iiretiminde bazi smirlamalara yol agabilir. Ornegin biiyiik
fotobiyoreaktorlerde 151k sinirli penetrasyon gosterdiginden iiretim heterojen olabilmektedir.
Mikroalg ve siyanobakterilerin hiicre duvarlar sert ve kalin oldugu icin ekstraksiyon ve
saflastirma isleminde kloroform gibi organik ¢oziiciiler kullanilir. Uretimi artirmak igin
yapilan besin kisitlamasi siirecinde algin biiylimesi de azalacagindan elde edilen PHB
miktar1 da diisiik olmaktadir. Kontaminasyon riskine karsi ¢ok dikkatli olunmalidir.

Ekonomik siirdiiriilebilirlik agisindan da katedilmesi gereken epey yol vardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan mikroorganizmalar

Calismada kullanilan K. lunaris (Kirchner) Mobius ve Chroococcus sp. izolatlar
Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari, Uygulama ve Arastirma
Merkezi Biyoteknoloji Laboratuvar’inda bulunan stok kiiltiirlerden elde edilmistir. Bu
calismada kullanilan mikroorganizma stoklari, biri siyanobakteri digeri yesil alg olmak
tizere iki farkli fotosentetik gruba ait kiiltiirlerden olusmaktadir. Kiiltiirlerin uzun siireli
canliliginin ve genetik/fizyolojik stabilitesinin korunabilmesi amaciyla, her iki grup i¢in
literatiirde Onerilen diisiik metabolik aktiviteyi destekleyen stoklama kosullari

uygulanmistir.

Yesil alg kiiltiirleri (K. lunaris), steril sivi besiyeri (BG-11) igerisinde, diistik 151k
siddeti (5-10 umol m™ s') altinda ve 4 £ 1 °C sicaklikta stoklanmistir. Bu kosullar,
fotosentetik aktivitenin minimum diizeyde tutulmasini saglayarak hiicresel metabolizmay1
yavaglatmakta ve Kkiiltiirlerin uzun siireli canliligimi  korumaktadir. Stok kiiltiirler,
kontaminasyon ve morfolojik degisimlerin dnlenmesi amaciyla periyodik ve mikroskobik
olarak kontrol edilmis sonrasinda belirli araliklarla taze besiyerine aktarilmistir. Bu
yaklasim, K. [unaris alginin laboratuvar kosullarinda giivenli ve siirdiriilebilir sekilde

muhafazasi i¢in yaygin olarak 6nerilmektedir.

Siyanobakteri kiiltiirleri (Chroococcus sp.) ise, fizyolojik stresin en aza indirilmesi
amaciyla diisiik 151k kosullarinda ve 4 + 1 °C’de saklanmistir. Siyanobakterilerin bazi
tirlerinde uzun siireli karanlik kosullarin fizyolojik hasara yol acabilecegi géz Oniinde
bulundurularak, stoklama sirasinda tamamen karanlik yerine ¢ok diisiik 151k siddeti tercih

edilmistir. Kiiltiirler, hiicre biitlinliigli ve pigment stabilitesinin korunmasi agisindan diizenli
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araliklarla gbzlemlenmis ve deneysel calismalarda kullanilmadan 6nce 6n adaptasyon

slirecine tabi tutulmustur.

Genel koruma ve kalite kontrol amaciyla, her iki gruba ait stok kiiltiirlerde
kontaminasyon kontrolii diizenli olarak yapilmis, deneylerde kullanilan kiiltiirler stok
kiiltiirlerden dogrudan degil, aktif bliylime fazina gegirilmis alt kiiltiirlerden elde edilmistir.
Bu yaklasim, deneysel sonuglarin tekrarlanabilirligini ve fizyolojik tutarliligin1 saglamak

amaciyla uygulanmistir (Ali vd., 2021; Pozzobon vd., 2024).

3.1.2. Kullamlan besiyeri ve kimyasallar

BG-11 Besiyeri: Mikroalglerin gelistirilmesinde kullanilan bu besiyerinin

hazirliginda oncelikle asagida verilen sekiz stok soliisyon 100’er ml distile su igerisinde

hazirlanir.

NaNO3. .o, 15 g/L
KoHPOu4..oooiiiiiiii 0.4 g/L
MgSOy4 « TH2O.....cccvveeenee 0.75 g/L
CaCly ¢ 2HoO....ooeiiiiinee, 0.36 g/L
Sitrik asit......cocoeevvienieniinnn. 0.06 g/L

Demir (III) amonyum sitrat...0.06 g/L
Naz-EDTA.....cocviiiiiiine 0.01 g/L

Na2CO3eveeeereeeeeereereereeseeeee 0.2 g/L

Her bir ¢ozeltiden 10’ar ml alinarak 1 L’lik cam bir sise igerisine aktarilmistir

(Toplam 80 ml).



16

iz element cozeltisi: Asagida verilen iz elementler belirtilen oranlarda tartildiktan
sonra ayr1 bir sisede 100 ml distile su igerisinde karistirilmistir. Bu karisimdan 1 ml alinarak

yukarida anlatilan 80 ml’lik ana siseye eklenmistir.

H3BO3.oooooeceeeeeeeeee 61 mg (1 x 10° M/L)
MnSOj4 * H20.........cu. 169 mg x (1 x 10> M/L)
Z0SO04 * THO.oorroee. 287 mg x (1 x 10° M/L)
CuSOy * 5H20....c.cocvevn. 2.5mgx (1x10°M/L)

(NH4)sM07024 * 4H20......... 12.5mg (1 x 10° M/L)

Bu sekilde hazirlanan besiyeri son hacim 1 L (919 ml distile su) olacak sekilde distile
su ile tamamlanmis ve final pH degeri 6.8 olacak sekilde otoklav yoluyla steril edilmistir

(Rippka, 1988).

Sudan Siyah B Boyasi (% 0.3): PHB graniillerinin hiicre i¢indeki varligini tespit
etmede yaygin olarak kullanilan lipofilik bir boyadir. 0.3 g Sudan siyah B tartilmis ve % 70
etanol ile 100 ml’ye tamamlanmistir. 1-2 saat manyetik karistirici ile karistirildiktan sonra
0.45 wum PTFE filtre yardimi ile siiziilmiistiir. Boya amber sise igerisinde +4 °C’de
saklanmistir (Burdon, 1946).

Safranin O Boyas1 (% 0.5): Sudan siyah B uygulamas1 sonrast zit boya olarak
kullanilir. 0.5 g safranin 100 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Boya amber sisede ve +4

°C’de saklanmistir (Burdon, 1946).

Krotonik Asit Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi: Stok ¢ozelti icin 10 mg saf
krotonik asit tartilir ve ultra saf su i¢cinde hacim 10 mL’ye tamamlanir (1 mg/mL). Stok
cozelti ve ultra saf su kullanilarak uygun konsantrasyonlarda diliisyonlar hazirlanir (Blank

olarak yalnizca ultra saf su kullanilir).



17

Krotonik Asit Konsantrasyona Asit Eklenmesi: PHB tiirevli numunelerin matris
kosullarina uymas i¢in, krotonik asit standartlar1 ayn1 HoSO4 (stilfiirik asit) islemine tabi
tutulmustur. Krotonik asit konsantrasyonlarinin her biri 200 puL olacak sekilde Asit direngli
bir cam tiipe eklendi ve lizerine yavasca 800 pL konsantre H2SOs (98 %) eklendi.
Karistirmak i¢in kisa siire vortekslendi ve 100 °C'de 10 dakika inkiibe edildi. Tiiplerin oda
sicakligina sogumasini beklendi (Blank i¢in 800 uLL H2SO4 ve 200 pL ultra saf su kullanarak
bir bos 6rnek hazirladi). Bu islemler sonrasi ¢ozeltiler spektrofotometre cihazi ile 235 nm’de

Olctldii ve grafik olusturuldu.

3.1.3. Kullanilan cihazlar

Tip I Biyogiivenlik kabini (Hed LAB, Tiirkiye); Cekerocak (Hed LAB, Tiirkiye);
Sogutmali santrifiij (Beckmann-Coulter Allegra X30-R ve Hermle Z326k, Almanya);
Manyetik karistirici (Schott, Amerika); Buzdolab1 (Argelik, Tirkiye); Distile su cihazi
(Elga, Almanya); Etiiv (Binder, Almanya); Hassas terazi (Ohaus, Isvigre); UV-Goriiniir
spektrofotometre (AE-S90-2D UV-VIS Spectrophotometer, Cin); Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM), (Hitachi HT7800, Japonya); Taramal1 Elektron Mikroskobu (FE-SEM),
(Hitachi Regulus 8230, Japonya); Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR),
(Perkin Elmer Spectrum 100 FTIR - ATR unit, Almanya); Liyofilizator (Christ Alpha Plus,
Almanya); Ters (Inverted) Mikroskop (Zeiss Primovert, Almanya); Su banyosu (NB 301,
Kore); Vorteks (Biocote, Ingiltere); Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC), (Perkin
Elmer DSC8000, Almanya); Fotobiyoreaktér (Photon Systems Instruments MultiCultivator
OD-1000, Cekya).

3.2. Yontem

3.2.1. Suslarin temini ve kiiltiire edilmesi

Calismada mikroalg test organizmasi olarak K. /unaris (Kirchner) Mobius ve

siyanobakteri test organizmasi olarak Chroococcus sp. kullanilmistir.
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3.2.1.1. K. lunaris hiicrelerinin eldesi ve Kkiiltiir kosullari

Calismada kullanilan K. lunaris (Kirchner) Mobius, Porsuk Nehri’nden (39° 42’ 0"
N, 31° 59" 0" E) izole edilmis (Eskisehir, Tiirkiye) ve daha dnce onerilen sekilde saf kiiltiir
haline getirilmistir (Rippka vd., 1988). Izolasyon prosesinde daha énceki bir ¢alismada
onerilen metot uygulanmistir (Oztiirk vd., 2019). Ornekler steril saf su yardimiyla seri
diliisyona alinmis ve BG-11 kat1 besiyerine ¢izgi ekimleri yapilmistir. Daha sonra her bir
koloni, ters mikroskop altinda ¢alisan Pasteur pipeti yardimiyla ayri ayri izole edildi. Pasteur
pipetleri, ¢aligmaya baslamadan once ates altinda penset yardimiyla miimkiin oldugunca
inceltildi. 7-10 giin inkiibasyondan sonra olusan kolonilerden BG-11 siv1 besiyeri iceren
steril erlenlere inokiilasyon yapilmig ve calkalayict kullanilarak beyaz fluoresan 1sik
yogunlugu altinda (16 saat giindiiz 8 saat gece, 27 °C’de 3000 lux kosullarinda) 2-4 hafta
stireyle log fazina ulagana kadar gelistirilmistir. Daha sonra yeniden seri diliisyon islemine
alinarak hiicreler saf kiiltiir halinde elde edilmistir. Ters mikroskop altinda her hiicre ayr1
ayr1 izole edilmis ve BG-11 besiyerine alinmistir. Tiir tayini i¢in mikroskopta morfolojik
Ozellikler incelenmistir. Calisma 6ncesi + 4 °C’ de izole edilen saf kiiltiir buzdolabinda

saklanmustir (Rippka, 1988; Prescott, 1973; Wilmotte ve Herdman, 2001).

S1v1 besiyerinde algleri gelistirmek i¢in Photon Systems Instruments’den alinan
MultiCultivator OD-1000 sistemi kullanilmistir (Zuliani vd., 2016). Cihaz biinyesinde
termostatik bir banyoya daldirilmis sekiz adet tiip bulunmaktadir. Bu tiipler 80 ml besiyerini
icine alabilecek kapasitededir. Her tiip, 400 umol m 2 s™! olarak ayarlanmus bir LED sistemi
ile aydinlatilmaktadir. Calismamizda her tiipe 2 x 10° hiicre/mL olacak sekilde
inokiilasyonlara yapildi. Vakumlu hava saglanarak hiicre agregasyonu onlenmeye caligildi.
Cihaz 24 saatte bir klorofil igerigi ile orantili olarak 680 nm’de ve optik yogunluk ile
baglantili olarak 720 nm’de ve 750 nm’de absorbans dl¢ecek sekilde ayarlandi. Besiyeri
olarak BG-11 kullanildi. Cihaz 27 °C’de 16:8 aydinlik:karanlik déngiisiinde tutuldu (Oztiirk
vd., 2025).

Fotobiyoreyaktorde gelistirilen K. /unaris hiicrelerinin kitlesel {iretimi amaci ile
calismaya erlenlerden olusan bir diizenek ile devam edilmistir. Bu amagla 1-5 L‘lik

erlenlerde bulunan BG-11 besiyeri ortamina eksponansiyel biiytime fazindaki algal
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inokiilimden eklenmistir. Hiicreler sicaklik kontrollii bir ortamda 25 + 2 °C’de gelistirilmis
ve kiiltiirler 1500 lux aydinlatma seviyesinde, 16:8 saatlik aydinlik/karanlik dongiisiine sahip
soguk floresan lambalar ile aydinlatilmistir (Costa vd., 2018; Roja vd., 2019). Havalandirma
orani ise % 2 CO; ile zenginlestirilmis atmosferik hava ortam ile saglandi (Sekil 3.1.),

(Nascimento vd., 2013).

Sekil 3.1. BG-11 s1vi1 besiyerinde tiretilmis saf K. lunaris hiicreleri

3.2.1.2. Chroococcus sp. hiicrelerinin eldesi ve Kiiltiir kosullari

Calismamizda kullanilan Siyanobakteriyel test izolati Chroococcus sp., Eskisehir
iline ait Mamuca/Sarisungur Gdleti'nden (39°42' 17" K - 30° 34' 31" D) toplanmis olup daha
once onerilen sekilde saf kiiltiir olarak elde edilmistir (Rippka vd., 1988). Ornekler steril saf
su yardimiyla seri diliisyona alinmis ve BG-11 kat1 besiyerine ¢izgi ekimleri yapilmistir. 7-
10 giin inkiibasyondan sonra olusan kolonilerden BG-11 s1v1 besiyeri iceren steril erlenlere
inokiilasyon yapilmis ve ¢alkalayici kullanilarak beyaz fluoresan 151k yogunlugu altinda (12
saat gece - 12 saat giindiiz, 25 °C’de 3000 lux kosullarinda) 2-4 hafta siireyle log fazina
ulasana kadar gelistirilmistir. Daha sonra yeniden seri diliisyon islemine alinarak hiicreler
saf kiiltiir halinde elde edilmistir. Ters mikroskop altinda her hiicre ayr1 ayri izole edilmis ve

BG-11 besiyerine alinmigtir. Tiir tayini i¢in mikroskopta morfolojik 6zellikler incelenmistir.
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Calisma oncesi + 4 °C’ de izole edilen saf kiiltiir buzdolabinda saklanmistir (Rippka, 1988;
Cigdem, 2024).

Siyanobakterileri fotobiyoreaktérde gelistirmek i¢in 3.2.1.1. kisiminda mikroalgler
icin yapilan islemler aynen uygulanmistir (Zuliani vd., 2016; Oztiirk vd., 2025; Costa vd.,
2018; Roja vd., 2019; Nascimento vd., 2013).

3.2.2. Alg tiirlerinin biiyiime profilinin belirlenmesi ve kuru hiicre agirhiklarinin tayini

Optimal 151k kosullarinda K. lunaris ve Chroococcus sp. 'nin biiylime egrisini
olusturmak i¢in deney diizenegi kurulmustur. Kiiltiirler, 15 giin boyunca beyaz 1s18a (430—
750 nm) maruz birakilmistir. Biiyiime hem klorofil bollugunu hem de hiicre yogunlugunu
yansitan 680 nm, 720 ve 750 nm'de absorbans degerleri (ODsgo, OD720, OD750) 6lgiilerek her
72 saatte bir izlenmistir. Bu dl¢timler, bu deney setinde kuru biyokiitleye doniistiiriillmeden
biiylime egrileri olusturmak i¢in kullanilmistir. OD degerlerini desteklemek agisindan kuru

agirliklar da 72 saatte bir belirlenmistir (Costa vd., 2018; Roja vd., 2019).

Saf kiiltiir olarak elde edilen K. lunaris hiicreleri, bir litrelik siselerde bulunan BG-
11 besiyerinde cogaltilmistir. Her bir litre besiyeri i¢in 10 ml alg eklenmistir (Rana vd.,
2024). Mikroalgler fotosentetik oldugu i¢in gelisim siirecinde ortama CO- akis1 saglanmistir.
Bu siirecte buharlasma fazla olur ve BG-11 seviyesi azalir ise, BG-11 takviyesi yapilmigtir.
Yeterli miktarda alg tiretildikten sonra hasat islemine gecilmistir. K. /unaris 'in besiyerinden
ayrilmasi i¢in basit ve enerji a¢isindan diisiik maliyetli bir yontem olan sedimentasyon islemi
gerceklestirilmistir. Bu amagcla, kiiltlir bir litrelik siseler i¢in ortalama iki giin siire ile
bekletilmis ve hiicrelerin kendi agirlig: ile dibe ¢okmesi saglanmistir (Placzek vd., 2025).
Cokelmis hiicrelerin bulundugu alt tabakay1 bozmadan, iistte kalan BG-11 siipernatantini
uzaklastirmak i¢in sifonlama yontemi kullanilmigtir. Bu amagla ince steril bir silikon hortum
kullanilmistir. Siseyi hareket ettirmeden hortumun bir ucu st siviya daldirilarak diger
ucundan bir pompa yardimi ile ¢ekilmistir. Kiiltiir hacmi belirli bir yogunluga ulastiginda
(yaklagik 100 mL’de 2 x 10°) karistirilmis ve 50 ml’lik falkon tiiplerine aktarilmigtir. 4500

rpm’de 10 dk siire ile santrifiij edilmis ve istte kalan s1v1 atilmistir. Pellet hiicreleri saf su ile
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yikanarak santrifiij edilmis ve igslem ii¢ kez tekrarlanmistir. Elde edilen K. lunaris hiicreleri

liyofilizasyon islemine tabi tutulmustur ve kurutulmus hale getirilmistir (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Kurutulmus K. lunaris hiicreleri (A) Liyofilizasyon sonrasi elde edilen ilk hasat
goriintiisli. (B) Tartim sonrasi cam tiipe alinmis hali.

Izole edilmis Chroococcus sp. hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve liyofilize hale getirilmesi
icin yapilan islemler, K. lunaris i¢in anlatilan sekilde gerceklestirilmistir. Ancak santrifiij
isleminde kiiclik bir modifikasyona gidilmistir. Siyanobakteri hiicreleri ¢ok kii¢iik oldugu
icin kendi kendine ¢okmemektedir. Bu sebeple hasat isleminde ¢esitli demir tuzlarinin
flokiilant olarak kullanimi faydali olabilmektedir. Calismamizda Chroococcus sp. hiicreleri
Fe>S04 ile muamele edilerek eppendorf tiiplerde 12 000 rpm ve 5 dk siire ile ¢coktliirme
islemine gidilmistir (Goswami vd., 2019). Geriye kalan islemler K. /unaris i¢in uygulanan

sekilde gerceklestirilmis ve liyofilize hale getilmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Kurutulmus Chroococcus sp. Hiicreleri (A) Liyofilizasyon sonrasi elde edilen ilk
hasat goriintiisii, (B) Tartim sonrasi cam tiipe alinmis hali.

3.2.3. PHB ekstraksiyonu

Calismada hem K. [unaris hem de Chroococcus sp. izotlatlarindan PHB

ekstraksiyonu yapmak i¢in izlenen adimlar benzer sekilde uygulanmistir.

Bu amagla, 60 mg kurutulmus biyokiitle cam deney tiiplerinde 5 ml sodyum
hipoklorit (NaOCl, % 4) ¢ozeltisi ile karistirilmis ve 30 °C’de 2 saat su banyosunda inkiibe
edilmistir. Sekil 3.4.A, K. lunaris hiicrelerine sodyum hipoklorit eklendigi an1 ve Sekil 3.4.
B ise 2 saat sonra elde edilen ¢cokmeyi gostermektedir (Mourao, M. M. vd., 2020).
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Sekil 3.4. NaOCl eklenen K. /unaris hiicrelerinin ilk hali (A) ve 2 saat sonra elde edilen
cokelti goriintiisii (B)

Benzer sekilde uygulama yapilan Chroococcus sp. hiicrelerine ait gorsel ise Sekil

3.5.te sunulmustur.

Sekil 3.5. NaOCI eklenen Chroococcus sp. hiicrelerinin ilk hali (A) ve 2 saat sonra elde
edilen ¢okelti goriintiisii (B)

NaOCl hiicre duvari ve zar1 pargalayarak hiicre i¢indeki PHB’yi serbest birakmak
i¢cin uygulamistir. Daha sonra tiipler 3000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant
atilmistir. Daha sonra pellet 5 ml bidistile su ve 5 ml % 100 etanol ile karistirilmis ve tekrar
ayn1 kosullarda santrifiij edilmistir. Burada bidistile su, NaOCI kalintilarin1 ve ¢dziinmiis

safsizliklar1 uzaklastirmak, etanol ise PHB yapisina zarar vermeden ortamdaki organik
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kalintilar1 ¢dzmek i¢in kullanilmistir. islemler 2 kere tekrarlanmustir (Garcia, G. vd., 2020).

Santrifiij sonrasi elde edilen K. lunaris ve Chroococcus sp. hiicrelerine ait pellet goriintiisii

Sekil 3.6.’da sunulmaktadir.

Sekil 3.6. Santrifiij sonrasi elde edilen K. lunaris ve Chroococcus sp. hiicrelerine ait pellet
goriintlisli (A) K. lunaris, (B) Chroococcus sp.

Santrifiij sonrasi elde edilen pelletler bir dnceki hipoklorit-su-etanol islemlerinden
sonra PHB’yi ¢oziindiirmek amaciyla kloroform muamelesine tabi tutulmustur. Bu amagla
elde edilen pellet kaynama noktasina getirilen 10 ml kloroform igerisinde ¢ozdiirilmiistiir.
Elde edilen kloroform ¢ozeltisi 0.45 pm PTFE gozenekli filtreden gegirilmistir. Elde edilen
s1v1 bir kaba aktarilmis ve s1vi kismi buharlasacak bir sicaklikta, etiiv igerisinde kontamine
olmamasima dikkat edilecek sekilde kurumasi saglandi. Buharlasma sonrast kalan kuru
agirlik, toplam PHB {iretimini tespit etmek i¢in tartilmistir (Garcia, G. vd., 2020; Costa vd.,
2018; Roja vd., 2019). Sekil 3.7. A, Chroococcus’a ait ve Sekil 3.7. B ise K. lunaris’e ait
PHB eldesini gostermektedir.



25

Sekil 3.7. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen PHB’lere ait goriintiiler (A) Chroococcus sp., (B)
K. lunaris

3.2.4. PHB varhginin Sudan siyah B-Safranin O boyama teknigi ile incelenmesi

Mikroalg kiiltiirti, 4500 rpm’de 5 dk santrifiij islemine tabi tutulmus ve elde edilen
hiicre pelleti iki kez distile su ile yikandiktan sonra bir miktar distile su ile siispanse
edilmistir. Hiicre siispansiyonundan bir damla mikroskop lamina alinir ve havada kurutma
yolu ile tespit edilmistir. Lam iizerine % 0.3 Sudan siyah B ¢6zeltisi damlatilmis ve 15-20
dakika bekletilmistir. Siire sonunda lam distile su ile yikanmistir. Zit boyama icin lam
iizerine % 0.5 safranin boyasi1 damlatilmig ve 10-15 dakika bekletilmistir. Siire sonunda lam
tekrar distile su ile yikanmis ve kurutulmustur. Boyanmis preparatlar 11k mikroskobu altinda
x1000 biiylitmede incelenmistir. Bu teknikte PHB graniilleri koyu siyah veya mavi-siyah

olarak goriiliirken, hiicrenin geri kalan kisimlar1 kirmizi renkte goriintir (Wei vd., 2011).
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3.2.5. PHB karakterizasyon yontemler

3.2.5.1. Taramal elektron mikroskop (SEM) analizi

PHB o6rneklerinin topolojik yiizey incelemeleri amaciyla SEM kullanilmistir. Bu
amagla elde edilen PHB’ler ¢ift tarafli karbon bant ile yapistirilmis aliminyum tutucular
tizerine yerlestirilmis ve Hitachi Regulus 8230 marka/model FE-SEM cihazinda analiz

edilmistir.

3.2.5.2. Gecirimli elektron mikroskop (TEM) analizi

Omneklerin ultrayapisal diizeyde incelenebilmesi amaciyla dncelikle PHB igerigi
4000xg’de 10 dk siire santrifiij edilmis ve elde edilen pelet PBS icerisinde hazirlanan %
2.5’1luk glutaraldehit fiksatifi icerisinde +4 °C'de 24 saat tutulmustur. Hiicreler ertesi giin 3
kez PBS ile yikanmis ve birincil fiksatiften uzaklastirilmis ve sonra bir rotator yardimiyla
karanlikta 1 saat osmiyum tetraoksit ile ikincil fiksasyona tabi tutulmustur. PBS ile tekrar {i¢
kez yikandiktan sonra, hiicreler % 5 agar i¢ine gdmiilmiis ve ardindan % 1 uranil asetat ile
blok boyanmustir. Ornekler +4 °C'de % 40, 60, 75 ve 95 etil alkol serilerinde dehidre edilmis
sonra % 100’lik etanol i¢indeki son dehidrasyon da oda sicakliginda gerceklestirilmistir.
Propilen oksitle seffaflastirma sonrasi epoksis resine gomiilen 6rnekler 60 °C'de 48 saat
polimerize olmaya birakilmigtir. Bir ultramikrotom (Leica UltraCutR) ile 60 nm kalinlikta
alinmis olan tam ince kesitler bakir gridlere yerlestirilmistir. Gridler 15 dakika uranil asetat
ile ve sonra da 1 dakika kursun sitrat ile boyandiktan sonra Hitachi HT7800 TEM ile
incelenmistir (Yapici vd., 2021; Danis vd., 2015)

3.2.5.3. Fourier doniisiimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

(Calismada elde edilen PHB 6rneklerinin kalitatif analizi FTIR cihazi ile yapilmistir.
Analiz Perkin Elmer Spektrum Two spektrofotometresi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Bantlar 4000-400 cm™' arasindaki bolgede incelenmistir, bdylece PHB &rneklerindeki
kimyasal gruplarin tespit edilmeye c¢alisilmistir (Costa vd., 2018; Roja vd., 2019).
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3.2.5.4. PHB orneklerinin termal analizi

Sentezlenen PHB’ler, termal o&zelliklerinin incelenmesi i¢in Termogravimetrik
Analiz (TGA) cihazi kullanilmigtir. TGA cihazi ile plastikte sicaklik sonucu meydana gelen
degisiklikler, cam geg¢is sicakligi (Tg) ve erime sicakligi (Tm) kullanilarak dogrulanmaistir.
TGA, Perkin Elmer Pyris 13'te, 25 °C'den 1000 °C'ye kadar nitrojen atmosferinde ve 10
°C/dk bir 1sitma oraniyla yapilmistir.

3.2.6. istatiksel analizler

Biiylime egri verileri, bagimsiz olarak yiiriitiilen ii¢ deneyin ortalama =+ standart
sapmast (SD) olarak sunulmustur. Istatistiksel anlamlilik, tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) kullanilarak belirlenmistir. Farkliliklar, glin giin karsilastirildiginda istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmis olup, anlamlilik diizeyleri P < 0,05 (*) olarak belirlenmistir.
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Secilen Tiirlerin Isimlendirilmesi ve Biiyiime Profili Verileri

Morfolojik karakterlerinin incelenmesi sonucunda K. /unaris oldugu tespit edildi. Bu

tiirlin sistematik olarak canlilar aleminde yer alan sistematigi su sekildedir:

Sube (Phylum): Chlorophyta,
Smf: Chlorophyceae,
Takim: Sphaeropleales,

Aile: Selenastraceae,

Cins: Kirchneriella,

Tir: Kirchneriella lunaris.

Calismada kullanilan K. lunaris izolatina ait 151k mikroskop goriintiisii Sekil 4.1.°de

sunulmustur (Guiry, 2010).
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Sekil 4.1. K. lunaris izolatina ait 151k mikroskop goriintiisii. Magnifikasyon: x40

Morfolojik karakterlerinin incelenmesi sonucunda Chroococcus sp. oldugu tespit

edildi. Bu tiirlin sistematik olarak canlilar aleminde yer alan sistematigi su sekildedir:

Sube (Phylum): Cyanobacteriophyta,
Smf: Cyanophyceae,

Takim: Chroococcales,

Aile: Chroococcaceae,

Cins: Chroococcus,

Tiir: Chroococcus sp.

Calismada kullanilan Chroococcus sp. izolatina ait 151k mikroskop goriintiisti Sekil

4.2.°de sunulmustur (Guiry, 2010).
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Sekil 4.2. Chroococcus sp. izolatina ait 151k mikroskop goriintiisii. Magnifikasyon: x40

Pigment absorbsiyonundan etkilenen 680 nm ile 151k sa¢ilimini yansitan 720 ve 750
nm dalga boylarmin birlikte kullanilmasi, biiyiime dinamiklerinin giivenilir sekilde
degerlendirilmesini saglamistir. Elde edilen biiyiime profilleri dogrultusunda, hiicreler erken

logaritmik fazda hasat edilmis ve bu fazda PHB varlig1 izlenmistir.

Bu ¢aligmada mikroalg/siyanobakteri kiiltiirlerinin biiyiime dinamigi 15 giin boyunca
3 giinliik araliklarla ODsso, OD720 ve OD7s0 dalga boylarinda izlenmis; ayni giinlerde es
zamanli olarak belirli hacimde kiiltlir 6rnegi alinarak gravimetrik kuru biyokiitle (mg) tayini
yapilmistir. Optik yogunluk (OD) temelli izleme, mikroalg kiiltiirlerinde hizli ve
tekrarlanabilir bir yaklasim olmakla birlikte, tiir/ortam/cihaz farkliliklar1 nedeniyle OD’nin
mutlak biyokiitleye g¢evrilmesinde mutlaka gravimetrik kalibrasyon onerilmektedir. Bu
nedenle ¢alismamizda OD o6lg¢limleri, ayn1 zaman noktalarinda elde edilen gravimetrik kuru
agirlik verileri ile birlikte degerlendirilmis ve boylece biiylimenin hem optik hem de kiitlesel
karsiligi ayn1 deney diizenegi i¢inde dogrulanmistir. OD-kuru agirlik kalibrasyonunun

giivenilirligi; 6l¢iim dalga boyu secimi, kiiltiir bilesimindeki degisimler ve ol¢iim
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araligindaki dogrusal sagilma varsayimlarina bagli oldugundan, kalibrasyonun deney

kosullarinda kurulmasi gerektigi 6zellikle vurgulanmaktadir (Havlik vd., 2022).

4.1.1. K. lunaris susunun kuru hiicre agirhg:

K. lunaris sugunun kuru hiicre agirligina iliskin optik yogunluk (OD) dl¢timleri, 680,
720 ve 750 nm dalga boylarinda gerceklestirilmistir (Sekil 4.3., Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil
4.6.). Ug dalga boyundaki OD degerleri, 0. giinden 15. giine kadar diizenli ve anlamli bir
arti gostermistir. Ozellikle 680 nm’de dlgiilen OD degerleri digerlerine kiyasla daha yiiksek
ve biyokiitle degisimini daha hassas yansitmaktadir. Bu bulgular, K. [unaris susunun sagliklt
bir biiylime kinetigi sergiledigini ve 680 nm OD o6l¢timiiniin kiiltiir biiytimesini izlemek i¢in

uygun bir parametre oldugunu gdstermektedir.

8,00 -
7,00 -

6,00 -

Biyokiitle mg/L
s>
[=] [=]
(=] (=]
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(=]
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[

2,00 -
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1,00 -

0,00

3. giin 6. giin 9. giin
Zaman

0. giin 12, giin 15, giin

Kirchneriella lunaris

Sekil 4.3. K. lunaris’in 15 giinliik gelisim siirecinde gravimetrik yontemle elde edilen kuru
biyokiitle (mg) tayini. Veriler ortalama # standart hata (n = 3) olarak sunulmustur.
ANOVA'ya gore, zaman arasinda anlamli farkliliklar (p < 0,05) gostermektedir. Deney her
grup i¢in tiger kez tekrarlandi.
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——Kirchneriella lunaris 680nm

Sekil 4.4. K. lunaris’in 15 giinliik yetistirme siiresi boyunca 680 nm, dalga boyunda 6l¢iilen
optik yogunluk (OD) degerine dayali biiyiime egrisi. Veriler ortalama + standart hata (n = 3)
olarak sunulmustur. ANOVA'ya gore, zaman arasinda anlamli farkliliklar1 (p < 0,05)
gostermektedir. Deney her grup icin ticer kez tekrarlandi.

1,40 -

1,20 1

-
-
=
o
I

OD degeri (nm)

3. giin 6. giin 9. giin

Zaman
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= Kirchneriella lunaris 720nm

Sekil 4.5. K. lunaris’in 15 glinliik yetistirme siiresi boyunca 720 nm dalga boyunda 6l¢iilen
optik yogunluk (OD) degerine dayali biiyiime egrisi. Veriler ortalama =+ standart hata (n = 3)
olarak sunulmustur. ANOVA'ya gore, zaman arasinda anlaml farkliliklart (p < 0,05)
gostermektedir. Deney her grup igin iicer kez tekrarlandi.
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Zaman

—Kirchneriella lunaris 750nm

Sekil 4.6. K. lunaris’in 15 giinliik yetistirme siiresi boyunca 750 nm dalga boyunda 6lgiilen
optik yogunluk (OD) degerine dayali bilyiime egrisi. Veriler ortalama + standart hata (n = 3)
olarak sunulmustur. ANOVA'ya gore, zaman arasinda anlamli farkliliklar1 (p < 0,05)

gostermektedir. Deney her grup icin ticer kez tekrarlandi.

4.1.2. Chroococcus sp. susunun kuru hiicre agirhgi

Chroococcus sp. sugunun optik yogunluk (OD) degerleri, 680, 720 ve 750 nm dalga
boylarinda 6l¢iilmiis ve 0’dan 15. giine kadar diizenli bir artis gostermistir (Sekil 4.7., Sekil
4.8., Sekil 4.9., Sekil 4.10.) 680 nm dalga boyunda 6l¢iilen OD degerleri digerlerine gore
daha yiiksek olup, biyokiitle degisimini daha hassas yansitmaktadir. Bu sonuglar,
Chroococcus sp.’nin kiiltiir siiresince saglikli biiyiidiigiinii ve 680 nm OD o6l¢limiiniin

bliytime takibinde giivenilir bir parametre oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.7. Chroococcus sp.’nin 15 giinliikk gelisim siirecinde gravimetrik yontemle elde
edilen kuru biyokiitle (mg) tayini. Veriler ortalama # standart hata (n = 3) olarak
sunulmustur. ANOVA'ya gore, zaman arasinda anlamli farkliliklart (p < 0,05)
gostermektedir. Deney her grup icin iicer kez tekrarlandu.
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Sekil 4.8. Chroococcus sp.’nin 15 giinliik yetistirme stiresi boyunca 680 nm, dalga boyunda
Olciilen optik yogunluk (OD) degerine dayali biiylime egrisi. Veriler ortalama + standart hata
(n =3) olarak sunulmustur. ANOVA'ya gore, zaman arasinda anlamli farkliliklar: (p < 0,05)
gostermektedir. Deney her grup i¢in iicer kez tekrarlandi.
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0. giin 3. giin 6. giin 9. giin 12. giin 15. giin
Zaman

—Chroococcus sp 720nm

Sekil 4.9. Chroococcus sp.’nin 15 giinliik yetistirme siiresi boyunca 720 nm, dalga boyunda
Olciilen optik yogunluk (OD) degerine dayali biiyiime egrisi. Veriler ortalama + standart hata
(n =3) olarak sunulmustur. ANOVA'ya gore, zaman arasinda anlaml1 farkliliklar1 (p < 0,05)
gostermektedir. Deney her grup icin iicer kez tekrarlandi.
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Sekil 4.10. Chroococcus sp.’nin 15 glinliik yetistirme siiresi boyunca 750 nm, dalga boyunda
Olctilen optik yogunluk (OD) degerine dayali1 biiylime egrisi. Veriler ortalama =+ standart hata
(n = 3) olarak sunulmustur. ANOVA'ya gore, zaman arasinda anlaml farkliliklar1 (p < 0,05)
gostermektedir. Deney her grup icin tiger kez tekrarlandi.
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Calismamizda K. lunaris ve Chroococcus sp. kiiltlirlerinde zamanla 6l¢iilen optik
yogunluk (OD) ve kuru hiicre agirlig1 artislar, literatiirde mikroalg biiylimesini izlemek igin
yaygin kullanilan OD gostergesiyle uyumludur. Literatiirde OD ile biyokiitle arasinda giiclii
korelasyonlar bildirilmis olup (Schagerl vd., 2022), optik 6lgiimlerin biiylime profillerini
takip etmek i¢in gegerli bir parametre oldugu kanitlanmistir. Daha 6nceki bir calismada
Kirchneriella’nin kiitle halinde yetistirilebilme ve ticari agidan ilgi ¢ekici biyolojik tirlinler
iiretebilme yetenegi agisindan ¢ok umut verici oldugu belirtilmis (Frampton vd., 2013), bu
bulgu bizim biyokiitle artis verilerimizle uyumluluk gostermistir. Ayrica Chroococcus
tirlerinin uygun 151k ve sicaklik kosullarinda anlamli biyokiitle tiretimi gosterebildigi
literatlirde yer almaktadir (Sahoo vd., 2020). Bu bulgular, deneysel biiytime profillerimizin
literatiirdeki mikroalg biiyiime kinetigi ve biyokiitle verimlilik desenleri ile tutarli oldugunu

gostermektedir.

Calismamizda OD7so (ve/veya 730’a yakin dalga boylar1) 6zellikle tercih edilmistir;
clinkii 750 nm civart Olclimler pigmentlerin (klorofil/karotenoid) giiglii absorpsiyon
bolgesinin diginda kaldigindan, sinyal daha ¢ok 151k sagilimina dayanir ve pigment kaynakl
girisimi azaltarak hiicre yogunlugunun daha “biyokiitle odakli” izlenmesine katki saglar. Bu
yaklasimin rutin alg kiiltiirlerinde yaygmm ve pratik oldugu; OD7s0’nin  pigment
absorpsiyonundan nispeten bagimsiz kabul edilerek biiylime takibinde kullanildig:
literatiirde agikca belirtilmektedir (Chioccioli vd., 2014). Buna karsilik ODeggo Ol¢timleri
klorofil absorpsiyonuna daha duyarli oldugundan, 6zellikle fototrofik kiiltiirlerde “hiicre
yogunlugu + pigment igerigi” bilesik sinyalini yansitabilir; bu nedenle ODsso’in tek basina
biyokiitle yerine ge¢mesi yerine, gravimetrik ol¢iimle birlikte yorumlanmasi1 daha dogru
kabul edilir (Havlik vd., 2022). Calismamizda ODesgo720750 birlikte ele alinarak (i)
pigmentteki olas1 degisimlerin (ODego’1 etkileyebilecek) ve (ii) sag¢ilim temelli yogunluk
artisinin (OD7s50 / OD720) ayni anda izlenmesi saglanmistir. Bu ¢oklu-dalga yaklasima,
Ozellikle stres kosullarinda pigment kompozisyonu degisebildigi icin, biiyiime
degerlendirmesinin tek bir optik pencereden yapilmasina kiyasla daha “savunulabilir” bir
kanit seti sunmaktadir. Siyanobakterilerde biiylime takibi icin OD739/ OD750 kullaniminin
yayginlig1 da ayrica raporlanmaktadir; 6rnegin bazi caligmalarda siyanobakteri biiyiimesi
OD730 ile izlenmis ve kalibrasyon egrileri ile biyokiitle/hiicre yogunluguna c¢evrim

yapilmustir (Billi vd., 2022). Ayrica deneysel protokollerde, siyanobakteri kiiltiirlerinde
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OD750 6l¢iimiiniin 400—700 nm araligindaki pigment absorpsiyonu nedeniyle tercih edildigi;
OD’nin mutlak hiicre yogunluguna ¢evrimi i¢in kalibrasyon yaklagimlarinin uygulandigi
vurgulanmaktadir (Hasenklever vd., 2024). Sonug olarak, bu tez kapsaminda elde edilen
bliytime egrileri; (1) ODego / OD720 / OD75s0 ile ¢oklu optik izleme ve (2) ayni zaman
noktalarinda yapilan gravimetrik kuru biyokiitle tayini ile capraz dogrulanmistir. Literatiirde
onerildigi iizere, OD’nin tek basina “biyokiitle” olarak raporlanmasi yerine, deney
kosullarina 6zgii OD kuru agirlik iligkisi kurulmus ve bu iligki lizerinden biiylime kinetigi
hem nicel hem de metodolojik olarak tutarli bicimde savunulabilir hale getirilmistir. Optik
yogunluk (ODeggo, OD720 ve OD7s0) ve gravimetrik Ol¢iimlerle biiylime profilleri
olusturulduktan sonra, hiicreler erken logaritmik fazda hasat edilmis ve bu fazda PHB varligi
izlenmistir. Erken log fazinin secilme nedeni, hiicrelerin metabolik olarak aktif olmasi ve
karbon metabolizmasinin biyopolimer sentezine yonlenmeye basladigi bir gecis evresini

temsil etmesidir.

4.2. PHB Ekstraksiyonu Verileri

4.2.1. K. lunaris susundan elde edilen PHB miktari

Calismamizda elde edilen veriler dogrultusunda 2 L BG-11 besiyeri icerisinde 10 ml
K. lunaris hiicreleri iki ay siire ile optimum kosullarda gelistirilmis; hasat ve liyofilizsayon
islemleri sonras: elde edilen kuru alg biyokiitlesi 1.495 g olarak tartilmistir. Elde edilen
biyokiitlenin 1.2 gramindan elde edilen PHB miktar1 ise 0.163 g’dir. Yani 1 gram
mikroalgden elde edilen PHB miktar1 0.1358 g/g biyokiitle oranindadir (% 13.58 w/w).

4.2.2. Chroococcus sp. susundan elde edilen PHB miktari

Calismamizda elde edilen veriler dogrultusunda 5 L BG-11 besiyeri i¢erisinde 50 mL
Chroococcus sp. hiicreleri iic ay siire ile optimum kosullarda gelistirilmis; hasat ve
liyofilizsayon iglemleri sonrasi elde edilen kuru alg biyokiitlesi 4.069 g olarak tartilmistir.

Elde edilen biyokiitlenin 0.6 gramindan elde edilen PHB miktar1 ise 0.2064 g’dir. Yani 1
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gram siyanobakteriden elde edilen PHB miktar1 0.0344 g/g biyokiitle oranindadir (%3.44

W/W).

K. lunaris ve Chroococcus sp. suslarindan elde edilen PHB tiretim verileri, literatiirde
mikroalg ve siyanobakterlerin biyoplastik liretme potansiyelini degerlendiren ¢alismalardaki
verilerle tutarlilik gostermektedir. PHB, bir¢ok fotoototrofik mikroorganizma tarafindan
karbon ve enerji depolama iiriinii olarak sentezlenen bir biopolimerdir. Mikroalglerdeki PHB
birikimi stres kosullari, besin bilesenlerinin sinirlanmasi ya da metabolik yonlendirme ile
artirilabilmektedir ve bu durum literatiirde pek ¢ok calismada raporlanmistir. Ornegin, farkli
mikroalg tlirlerinde PHB igerikleri kuru hiicre agirhiginin % 7-42.8 araliginda
bildirilmektedir; bu da fotoototrofik mikroalg sistemlerinin biyoplastik iiretme potansiyelini

gostermektedir (Mirza vd., 2024).

Calismamizda K. lunaris susuna ait 1.495 g kuru biyokiitlenin 1.2 gramindan PHB
eldesi yapilmistir. Burada kullanilan santriflij cihaz1 20 adet tiip bolmesine sahip olup, tiip
basia 60 mg biyokiitle alma kapasitesindedir. Bu sebeple 1.2 gram biyokiitleden 0.163 g
PHB izolasyonu gerceklestirilmistir (% 13.58). Bu sonug, bazi yesil mikroalg tiirlerinde
literatiirde bildirilen orta—yiiksek PHB yiizdeleri ile uyumludur; 6rnegin Chlorella vulgaris
gibi tiirlerin de farkli kosullarda 0.3—-0.4 ¢ PHB/g kuru agirlik gibi yiikksek PHB birikim
ylizdelerine eristigi bildirilmistir (Nirmala vd., 2025).

Diger yandan, Chroococcus sp. susundan elde edilen 4.069 g kuru biyokiitlenin 0.6
gramindan PHB eldesi yapilmistir. Burada elde edilen PHB nin sonraki yeni ekstraksiyon
caligmalarinda da kullanilabilecegi gbzoniine alinarak toplam 1.2 gram kullanmak yerine 0.6
gram seklinde kullanilmasi 6ngoriilmiistiir. Sonug olarak 0.6 gram biyokiitleden 0.0206 g
PHB izolasyonu yapilmis ve bu da biyokiitle bagina % 3.44 oraninda bir verim ile sinirl bir
PHB iiretimi oldugunu gostermistir. Siyanobakterilerde PHB {iretimi, besin eksikligi ve 151k
rejimi gibi gevresel faktorlerle arttirilabilse de literatiirde genellikle daha diisiik PHB oranlari
rapor edilmektedir ve bu konudaki ¢alismalar da nispeten daha siirlidir (Zhila vd., 2025).
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Elde edilen sonuglar iki sus arasinda PHB iiretim kapasitesinin farkli oldugunu ortaya
koymaktadir. K. lunaris daha yiiksek PHB igerikleri ile giiclii bir biyoplastik {iretim
potansiyeline sahipken, Chroococcus sp. daha yiiksek toplam biyokiitle iiretmesine ragmen
daha diisiik PHB verimi sergilemistir. Bu durum, suslarin metabolik 6zellikleri ve kiiltiir
kosullarina duyarliliklari arasindaki farklardan kaynaklanmaktadir ve literatiirde mikroalgler

ile siyanobakteriler arasinda sikga rapor edilen farkli egilimlerle uyumludur.

4.2.3. Elde edilen PHB’lerin FTIR verileri

4.2.3.1. K. lunaris susundan elde edilen PHBlerin FTIR sonuclari

Calismamizda her iki mikroorganizma grubuna ait PHB eldesi sonucu
gerceklestirilen FTIR analizleri ile yapisal karakterizasyon calismalar1 gergeklestirilmistir.

K. lunaris ic¢in elde edilen spektrumlar Sekil 4.11.’de sunulmustur.
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Sekil 4.11. K. lunaris’ten ekstrakte edilen PHB’nin FTIR analizi sonuglari

FTIR cihaz1 polimer yapisi hakkinda hizli ve giiclii bilgi saglayan bir aractir.

Ornekteki her kimyasal bilesenin kendine has belirgin bir absorbans/transmitans spektrumu
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bulunmaktadir. PHB ¢alismalarinda da siklikla kullanilir. Calismamizda K. /unaris’den
ckstrakte edilen biyopolimerin FTIR spektrumu 4000 ile 400 cm™ arasinda Slgiilmiistiir.
Ester gruplari ile monomer birimlerinin yogunlasmasindan meydana gelen C—O—C baglarina
ek olarak, C—H baglarinin gerilme ve biikiilme titresimleri de PHB’lerin karakteristik
islevselliginde 6nemli rol oynamaktadir (Kumari vd., 2022). 1015 ecm™’deki pikin ester
grubundaki C-O ¢ift baginin gerilmesine isaret ettigi ayni ¢alisma ile FTIR verilerimizde
1013 cm’deki sinyal uyusmaktadir (Roja vd., 2019). Diger yandan 1043- 1255 cm’!
bolgesinde gozlenen yogun bantlar amin gruplarinin C-N vibrasyonlarina isaret
edebilmektedir. 1213 cm™! spektrumunda gdzlenen bant C-O-C gruplarina isaret edebilir
(Shamala vd., 2009). Calismamizda da 1259 cm’de gozlenen bandim bu bélgeye ait
olabilecegi diisiiniilmektedir (Selveraj vd., 2021). 1327 cm™’de elde edilen pik icin
literatiirde ¢ok belirgin bir atama yapilmamis olmasina ragmen, literatiirde 1370 cm™! bolgesi
genellikle CH» grubunun biikiilme modlarina baglanmaktadir (Chae ve Lee, 2025). 1374 cm-
I'de elde edilen sinyalin -CH3 grubunu ifade edebilecegi diisiiniilmektedir (Kumari vd.,
2022). 1415 cm™'deki sinyalin CH3 grubundaki asimetrik gerilme titresimini temsil ettigi
belirtilen galigma, verilerimizde gozlenen 1414 cm™ sinyali ile uyumludur. 1460 cm™'deki
tepe noktasi, CHs grubundaki asimetrik gerilmeye karsilik gelmis olup, verilerimize gore
1461 cm™"deki sinyalle benzerlik gostermektedir (Roja vd., 2019). FTIR verilerimize gore
1508 cm™’deki sinyal i¢in karakteristik bir PHB fonksiyonel grubu isaret edilmemekle
beraber, ilgili pek ¢ok calismada 1452 cm™”deki pik CH3 ya da CH> nin asimetrik biikiilmesi
olarak ifade edilmektedir (Ramezani vd., 2015). Literatiirde yesil alg ve siyanobakterilerden
PHA eldesi ve karalterizasyonu gergeklestirilen bir calismada 1639 cm! sinyalinin C-O ¢ift
baginin gerilmesine isaret edebilecegi belirtilmis olup, calismamizda 1637 cm™’de gdzlenen
sinyalle drtiismektedir. K. lunaris igin 1731 cm™’da gdzlenen transmitans bandi genellikle
biyopolimerdeki C=0O grubunun (ester karbonil) gerilme titresimine atfedilmektedir ve
literatiirde buna ¢ok yakin olan 1725 cm™! bandi standart PHB nin giiclii bir gdstergesi olarak
kabul edilmektedir (Shamala vd., 2009; Gopi vd., 2014). Yapilan literatiir calismalarinda
2023 cm’! elde edilen sinyal tipik bir PHB fonksiyonel grubu olarak iliskilendirilememistir.
Ancak bir 6l¢iim artefakt1 ya da ortamdan kaynaklanan bir pik olabilecegi diistiniilmektedir.
2881 cm’! bandi ise metil ve metilenin C-H baglarinin gerilme vibrasyonuna ait oldugu
diisiiniilmektedir (Shamala vd., 2009). Benzer sekilde diger ¢alismalarda da C-H bdlgesi igin
bu bolgeye isaret edilmektedir. Ornegin, mikroalglerle yapilan benzer bir calismada 2955-
2582 cm’! arasindaki absorpsiyon bolgesi C-H varhigina atfedilen biiyiik bir spektrum
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araligini kapsamistir ve sonuglarimizda gozlenen 2961, 2945, 2917, 2881, 2850 cm’!

piklerinin de bu aralikta yer aldig1 goriilmektedir (Selvaraj vd., 2021).

4.2.3.2. Chroococcus sp. susundan elde edilen PHBlerin FTIR sonuclar:

Chroococcus sp. i¢in elde edilen FTIR grafigi Sekil 4.12.’de sunulmustur.
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Sekil 4.12. Chroococcus sp.’den ekstrakte edilen PHB’nin FTIR analizi sonuglar

Calismamizda Chroococcus sp.‘den ekstrakte edilen biyopolimerin FTIR spektrumu
4000 ile 400 cm arasinda 6lciilmiistiir. Daha 6nceki bir ¢alismada 2955-2582 cm’!
arasindaki absorpsiyon bolgesi C-H varligina atfedilen biiyiik bir spektrum araligini
kapsamustir ve sonuglarimizda gozlenen 2920, 2881, 2852 cm™! piklerinin de bu aralikta yer
aldig1 goriilmektedir (Selvaraj vd., 2021). Yapilan literatiir calismalarinda 2016 cm™ elde
edilen sinyal tipik bir PHB fonksiyonel grubu olarak iliskilendirilememistir. Benzer bir
bulgu da K. Iunaris’le yapilan FTIR analizimiz sonucu gdzlenmistir (2020 cm™'). Bu
durumun bir Ol¢lim artefakti ya da ortamdan kaynaklanan bir pik olabilecegi
diisiiniilmektedir. Chroococcus sp. igin 1731 cm™’da gdzlenen transmitans band1 genellikle
biyopolimerdeki C=0O grubunun (ester karbonil) gerilme titresimine atfedilmektedir ve

literatiirde buna ¢ok yakin olan 1725 cm™! bandi standart PHB nin giiclii bir gdstergesi olarak
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kabul edilmektedir (Shamala vd., 2009; Gopi vd., 2014). 1526 cm™’deki sinyal ile ilgili
literatiirde direk bir atama goriilmemekle beraber, 1540 cm™ bdlgesinde gdzlenen sinyalin
amide II varligina isaret ettigi diisiiniilmektedir (Doppler vd., 2021). 1460 cm™'deki tepe
noktasi, CHs grubundaki asimetrik gerilmeye karsilik gelmis olup, verilerimize gore 1464
cm"deki sinyalle benzerlik gostermektedir (Roja vd., 2019). 1405 cm™!'deki sinyalin CH3
grubundaki asimetrik gerilme titresimini temsil ettigi belirtilen ¢alisma, verilerimizde
gbzlenen 1404 cm™ sinyali ile uyumludur (Omar vd., 2016; Roja vd, 2019). 1376 cm™'de
elde edilen sinyalin -CHs grubunu ifade edebilecegi diisiiniilmektedir (Kumari vd., 2022).
1324 cm™de elde edilen pik igin literatiirde ¢ok belirgin bir atama yapilmamis olmasina
ragmen, literatirde 1371 cm™ bolgesi genellikle CH> grubunun biikiilme modlarma
baglanmaktadir (Chae ve Lee, 2025). Calismamizda da 1259 cm™’de gozlenen bandin bu
bolgeye ait olabilecegi diisiiniilmektedir (Selveraj vd., 2021). Diger yandan 1043-1255 cm’
' bolgesinde godzlenen yogun bantlar amin gruplarnin C-N vibrasyonlarma isaret
edebilmektedir. 1208 cm™! spektrumunda gdzlenen bant C-O-C gruplarina isaret edebilir
(Shamala vd., 2009). 1148, 1081 ve 1055 cm™"’de gdzlenen piklerin ¢ok benzer olmamakla
beraber literatiirde 1138-829 cm-1 araliginda absorpsiyon bant1 veren C-O ve C-C gerilme
titresimi ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (Ansari ve Fatma, 2016). Verilerimizde
gozlenen 1179 cm™! piki de bu bolgenin disinda olmakla beraber, direk PHB karakteristigi
gosteren bir pikle eslesmemekte olup 1138 cm™ sinyaline yakin bir bolge olarak
diisiiniilebilir. 1016 cm™’deki pikin ester grubundaki C-O ¢ift baginin gerilmesine isaret

ettigi ayni ¢alisma ile FTIR verilerimizle birebir uyusmaktadir (Roja vd., 2019).

Sudan siyah B-Safranin O boyama

K. lunaris’de PHB iretimini gozlemleyebilmek i¢in Sudan siyah B ve Safranin
boyama teknigi kullanilmistir. Bu boya, hiicre igerisindeki graniillerin boyutu ve sekli
gozemlenebildigi icin biyopolimer arastirmalarinda spesifik bir boya olarak
kullanilmaktadir. K. lunaris igin BG-11 besiyeri ortaminda % 0, % 25, % 50, %75 ve % 100
azot stresi ortami1 saglanmig ve her durum i¢in floresan mikroskop incelemeleri yapilmistir

ve Sekil 4.13’de sunulmustur.
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Siyah yuvarlak graniiller PHB varligini, pembe-kirmizi yapilar ise alg hiicrelerini
gostermektedir. Azot derisimi farklili1 uygulanan gruplarda PHB iiretimi agisindan 6nemli

bir fark olup olmadig1 agik¢a sdylenememekle beraber 6zellikle % 0 azot uygulanan grupta

diger gruplara kiyasla bol miktarda PHB graniilii izlenmistir.

Sekil 4.13. Farkli azot konsantrasyonlarinda gelistirilen K. /unaris hiicrelerinin Sudan siyah
B — safranin boyas1 ile PHB varliginin analizi (A) % 0, (B) % 25, (C) % 50, (D) % 75, (E)
% 100. Magnifikasyon: A =x20; B, C, D = x40; E = x100.
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Sekil 4.14. Chroococcus sp. hiicrelerinin Sudan siyah B — safranin boyasi ile PHB varliginin
analizi. Magnifikasyon: x40.

Chroococcus sp. i¢in PHB varligin1 aragtirmada bu boya uygulanmistir ancak
siyanobakterilerde PHB iiretimi olduk¢a az olmakta ve K. lunaris ile karsilastirildiginda 151k

mikroskobunda daha seyrek olarak goriintiilemistir (Sekil 4.14.).

Literatiirde de bu boyama yontemi cesitli mikroorganizmalarin PHB {iretme
yeteneginin dogrulanmasinda kullanilan mikroskobik bir yontem olarak oOnerilmektedir

(Narayanan vd., 2020; Legat vd., 2010).
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4.2.4. SEM analiz sonuglari

Sekil 4.15., K. lunaris ve Chroococcus sp tarafindan iiretilen PHB yapisina ait
karakteristik yiizey morfolojilerinin SEM goriintiilerini gostermektedir. Literatiirde de
belirtildigi gibi PHB ylizeyi kristal yapis1 nedeniyle dogal olarak kirilgan, sert, piiriizlii ve
olduk¢a gozenekli bir formdadir (Mourdo vd., 2021). K. lunaris PHB’sine ait SEM
mikrografi sert, homojen olmayan ve piiriizlii bir sekilde izlenirken, Chroococcus sp.’ye ait
resimler gozenekli ve i¢ ice gecmis bir yapi seklidedir. Sekillerde gozlenen yuvarlak

yapilarin PHB graniilleri oldugu diistiniilmektedir (Kamravamanesh vd., 2017).

Sekil 4.15. K. lunaris ve Chroococcus sp.’nin SEM analiz sonuglar1 (A) K. lunaris, (B)
Chroococcus sp.

4.2.5. TEM analiz sonuclari

4.2.5.1. K. lunaris TEM analiz sonuclari

Hiicre igerisindeki PHB’y1 goriintiilemek i¢in uyguladigimiz TEM prosediiriinde

kimyasal takip islemi sonrasi epoksi regine i¢ine gdmiilen hiicreler bloklar haline getirilmis
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ve ultramikrotomda kesitleri alindiktan sonra boyanarak incelenmistir. Sekil 4.16., K.
lunaris mikroalgi icin elde edilen TEM mikrografini gostermektedir. Hiicre stoplazmasinda
beyaz inkliizyon cisimcikleri seklinde olabilen bir ya da daha fazla PHB graniilleri
gbzlenmistir. Literatiirde de benzer sekilde hiicre stoplazmasinda grimsi beyaz renkli biiyiik
PHA graniilleri rapor edilmekte ve 6zellikle nitrojen sinirlamasi durumunda PHA igeriginin
arttigr bildirilmektedir (Higuchi-Takeuchi vd., 2016; Hempel vd., 2011). Calismamizda
mikroalglere herhangi bir stres uygulamasi yapilmamasina ragmen K. /unaris i¢in gézlenen

PHB graniillerinin oldukga biiyiik oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.16. K. [unaris hiicreleri igerisindeki PHB grantillerinin TEM goriintiisii

TEM ile yapilan diger uygulamada, ekstrakte edilen PHB ¢ozdiirtildiikten sonra bakir
grid lizerine alinmis ve incelenmistir. Vezikiiler yapili graniiller literatiirle uyumlu olarak

PHB varligin1 desteklemektedir (Rosselgong vd., 2025), (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. K. lunaris hiicrelerinden tiretilen PHB’lerin TEM goriintiisii

4.2.5.2. Chroococcus sp. TEM analiz sonuclari

Chroococcus sp. hiicreleri igerisindeki PHB varligini incelemek i¢in aldigimiz
kesitlere ait temsilci goriintii Sekil 4.18.°de sunulmustur. Burada PHB graniilleri K.
lunaris’te gozlendigi sekilde beyaz biiylik graniiller seklinde izlenmemistir ancak hiicre
icinde, yiizeyinde ya da hiicre disinda beyaz, gri ya da siyah renklerde olabilen ¢ok sayida
kiigiik vezikiiler yapilar izlenmistir. Normal gelisim kosullarinda bu tiire ait PHB miktarinin

oldukea diisiik olmasi sebebiyle sonuglarin dikkatle yorumlanmasi gerekmektedir.
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Sekil 4.18. Chroococcus sp.’dan alinan tam ince kesitte gozlenen vezikiiler yapilara ait TEM
goruntisu

TEM ile direkt olarak PHB incelemesinde ise drnek ¢ozdiiriildiikten sonra bakir grid
iizerine alinmig ve incelenmistir. Vezikiiler yapili kiireler PHB varligin1 desteklemektedir
(Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. Chroococcus sp.’den tiretilen PHB graniillerinin TEM goriintiisii

4.2.6. Termal Analiz

Her iki numunenin termal analizi i¢in termogravimetrik analiz (TGA), differansiyel
taramali analiz (DTA) ve tiirev termogravimetri (DTG) egrileri olusturulmus ve sonuglar
yorumlanmistir. Bu analizler malzemenin 1s1l kararlilig1, bilesimi ve bozunma mekanizmasi

hakkinda bilgi saglamaktadir.
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4.2.6.1. K. lunaris termal analiz sonuclari

Sekil 4.20., Sekil 4.21., ve Sekil 4.22., K. lunaris’e ait termal analiz verilerini

gostermektedir.
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Sekil 4.20. K. lunaris’e ait TGA sonuglarini i¢eren grafik
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Sekil 4.21. K. lunaris’e ait DTG sonuglarini igeren grafik
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Sekil 4.22. K. lunaris’e ait DTA sonuglarini igeren grafik
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TGA egrileri, biyokiitle kokenli PHB’ler i¢in tipik olan ¢ok basamakli termal
bozunma davranisini sergilemistir. Diisiik sicaklik araliginda (25-120 °C) goézlenen sinirlt
kiitle kayb1 (% 2-3), fiziksel olarak absorbe olmus su ve ugucu bilesenlerin uzaklasmasini
desteklemektedir. Bu degerlerin diisiik olmasi, her iki numunenin de nispeten hidrofobik bir

polimer matrisi icerdigini ortaya koyabilir (Sekil 4.20).

K. lunaris’e ait PHB’de ana bozunma basamagi yaklasik 180-380 °C araliginda
gerceklesmis ve bu basamakta toplam kiitlenin yaklasik % 39°u kaybedilmistir (Sekil 4.20.).
DTG egrisinde maksimum bozunma hizinin ~303 °C’de goriilmesi, ester baglarinin termal
olarak parcalanmasiyla iligkili olabilir ve bu deger literatiirde rapor edilen PHB bozunma
sicakliklartyla uyumludur (Sekil 4.21.). Bununla birlikte, ana bozunmay1 takiben 380-500
°C (1), 500-620 °C (2) ve 620-980 °C (3) araliklarinda ek kiitle kayiplar1 gdzlenmistir. Bu
durum ortamda protein, pigment ve hiicre duvar1 kalintilar1 gibi biyomatriks bilesenlerinin
varligina atfedilebilir. Yiiksek sicakliklarda (980 °C fizeri) kalan yaklasik % 13’lik kiil
fraksiyonu, Kirchneriella kokenli numunenin belirgin bir inorganik icerik tagidigini ortaya

koyar (Sekil 4.20.).

4.2.6.2. Chroococcus sp. termal analiz sonuclari

Sekil 4.23., Sekil 4.24. ve Sekil 4.25. Chroococcus sp.’ye ait termal analiz verilerini

gostermektedir.
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Sekil 4.25. Chroococcus sp.’ye ait DTA sonuglarini igeren grafik

Chroococcus sp. kaynakli PHB numunesi ise daha farkli bir termal profil
sergilemistir. Ana bozunma basamaginda gergeklesen kiitle kayb1 yaklasik % 52 olup,
yaklagik araliklar 100-350 °C (1) araliklarindadir ve bu kaybin biiyilik 6l¢iide tek baskin
basamakta yogunlastigi goriilmiistiir. Diger kiitle kayiplarinin goriildiigi araliklar 350-450
°C (2), 450-490 °C (3), 490-580 °C (4) ve 580-816 °C (5) olarak siralanabilir (Sekil 4. 23.).
DTG i¢in maksimum degerin ~302 °C civarinda olmasi, polimerin PHB karakterini
dogrulamakta; ancak bozunmanin daha keskin ve yogun ger¢eklesmesi, numunede PHB
oraninin daha yiiksek olduguna isaret etmektedir (Sekil 4.24.). Yiiksek sicakliklarda kalan
kiil miktarmin yaklasik % 11 olmasi ise Chroococcus kokenli PHB’nin Kirchneriella

numunesine kiyasla daha saf oldugunu gostermektedir (Sekil 4. 23.).

Her 1ki mikroorganizma kaynakli PHB numunesi karsilastirildiginda, K. lunaris’e ait
PHB’nin daha yiiksek ana bozunma kiitle kaybi, daha diisiik kiil oran1 ve daha diizenli DSC
erime davranisi sergiledigi sOylenebilir (Sekil 4.22.). Bu sonuglar, K. lunaris’den elde edilen

PHB’nin saflik ve homojenlik acisindan siyanobakteriyel PHB’ye kiyasla daha avantajh
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oldugunu gostermektedir. Buna karsin, Chroococcus sp. numunesinde goézlenen daha
belirgin ¢cok basamakli bozunma davranisi, biyokiitle kalintilarinin polimer matrisi {izerinde

daha gii¢lii bir etki yaptigin1 ortaya koymaktadir (Sekil 4.25.).

Daha o6nceki bir ¢alismada Chlorophyceae familyasina ait iki mikroalg tiirii PHB
liretimi i¢in tanimlanmis, olumsuz kosullar altinda yesil alglerin kuru hiicre agirliklarinin %
20-50’sini lipid seklinde biriktirdigi gorilmiis ve bu tirler PHB f{ireticisi olarak
tanimlanmistir (Selvaraj vd., 2021). Calismada gilines 15181 altinda 30 = 1 °C sicaklikta
maksimum 2,01 g L™! biyokiitle verimi ve % 20 PHB igerigi rapor edilmistir. FTIR verileri
OH, C=0 gerilmesi ve C-H bolgesinde biiyiik absorbsiyon pikleri gdstermis ve bu verilerin
ortamda nitro bilesikler ve amin gruplarinin varligina isaret ettigi belirtilmistir. TGA verileri,
PHB'nin erime tepe noktasinin 342,1 °C oldugunu ve bu sicaklik araligindaki toplam agirlik
kaybinin % 98,5 oldugunu desteklemistir (Selvaraj vd., 2021). Bu sonuglar bulgularimizla

tutarlilik gosterir.

Sonug olarak, termal analiz sonuglar1 her iki numunenin de PHB karakteristiklerini
tasidigin1 dogrulamis; ancak termal davranislardaki farkliliklar, mikroorganizma tiiriine
bagl olarak elde edilen polimerin saflik, kristallik ve biyomatriks etkilesimi agisindan
onemli Olgiide degisebildigini gostermistir. Bu bulgular, mikroalg ve siyanobakteri
seciminin biyolojik PHB iiretiminde nihai polimer 6zelliklerini belirleyen kritik bir faktor

oldugunu ortaya koymaktadir.

Belirli mikroorganizmalar tarafindan depolama bilesigi olarak iiretilen ve biyolojik
olarak % 100 parcalanabilen PHB, geleneksel plastiklere kiyasla cazip bir alternatiftir.
Termoplastik 6zelliklere sahip olmasi, hidrofobikligi ve biyouyumlulugu dikkat cekici
ozelliklerindendir. Bakterilerin tirettigi PHB endiistriyel uygulamalarda yiiksek maliyet
gerektirdigi igcin sinirli potansiyeldedir. Algler ise fotoototrofik 6zellikleri ve minimum besin
tiketimiyle alternatif bir PHB kaynagi olabilir. Literatiirde Spirulina gibi alglerin % 73
oraninda PHB {irettigi rapor edilmektedir (Balaji vd., 2013).
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Bu konuda yapilan bir ¢calismada Chlorophyceae familyasina ait iki mikroalg tiiri
PHB iiretimi i¢in tanimlanmis, olumsuz kosullar altinda yesil alglerin kuru hiicre
agirliklarinin % 20-50’sini lipid seklinde biriktirdigi goriilmiis ve bu tiirler PHB {ireticisi
olarak tanimlanmstir (Selvaraj vd., 2021). Calismada giines 15181 altinda 30+1 °C sicaklikta
maksimum 2,01 g/L—1 biyokiitle verimi ve % 20 PHB igerigi rapor edilmistir. FTIR verileri
OH, C=0 gerilmesi ve C-H bolgesinde biiyiik absorbsiyon pikleri gdstermis ve bu verilerin
ortamda nitro bilesikler ve amin gruplarinin varli§ina isaret ettigi belirtilmistir. TGA verileri,
PHB'nin erime tepe noktasinin 342,1 °C oldugunu ve bu sicaklik araligindaki toplam agirlik
kaybinin % 98,5 oldugunu desteklemistir (Selvaraj vd., 2021). Diger bir ¢alismada ise
Chlorella fusca LEB 111°de azot kisitlamasi ve ekzojen karbon kaynagi olarak D-ksiloz
ilavesi ile PHB birikiminin indiiklendigi rapor edilmistir. Azot kaynaginin azaltilmasi,
hiicresel biiylime ile karbon akisinin PHB gibi depo polimerlerine yonlendirilmesini tesvik
etmis, D-ksiloz ilavesi ise 6zellikle diisiik azot kosullarinda, hiicre i¢i PHB birikimini artiran
tamamlayict bir faktor olarak ifade edilmistir. Yazarlar maksimum PHB igerigini
biiylimeden ziyade metabolik stres kosullariyla iligskilendirmistir. Calisma besin girdilerinin
azaltilmast ve diisiik konsantrasyonlu ekzojen karbon kaynaklarinin kullanimiyla,
mikroalglerde PHB gibi biyoteknolojik degeri yliksek molekiillerin iiretilebilecegini ortaya
koymaktadir (Cassuriaga vd., 2023). Biyohidrojen iiretiminden kaynaklanan hidrojenik atik
kullanilarak, mixotrofik ve besin kisith kosullar altinda PHB {iretiminin agiklandigi bir
calismada azot ve fosfor kisitlamasi altinda PHB iiretimi iki asamali olarak gerceklestirilmis
olup, mikroalglerin PHB’yi etkili bir karbon depolama iiriinii olarak biriktirdigi ve bu
yaklasimin stirdiiriilebilir biyopolimer iiretimi i¢in umut verici oldugu belirtilmistir
(Thepsuthammarat vd., 2024). Bulgularimiz literatiirde mikroalglerden PHB {iretiminin
gerceklestigi birgok calismayla paralellik gostermektedir (Shan, ve Salleh, 2025). Ancak
calismamizda PHB {iretimi i¢in stres kosullar1 olugturulmamais ve iki tiiriin normal biiyiime

kosullarindaki liretim diizeyi arastirilmistir.

Chlorella, Scenedesmus ya da Coelastrella gibi bir¢gok mikroalg tiirli optimal
biiyiime kosullarinda hiicre i¢i metabolizmanin dogal bir parcasi olarak diisiik diizeyde PHB
sentezleyebilir. Bu durum bazal PHB {iretimi olarak degerlendirilir. Ciinkii optimal
kosullarda karbon dncelikle biiylime, protein sentezi ve hiicresel boliinmeye yonlendirilir.
PHB ise bir karbon ve enerji depolama polimeridir. Hiicre stok yapma ihtiyac1 hissetmedigi

icin PHB sentez yollar1 aktiflesmez ya da ¢ok sinirli galisir. Yani mikroalgler, stres
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uygulanmaksizin bazal diizeyde PHB sentezleyebilse de, endiistriyel olarak anlamli PHB

birikimi genellikle besin kisitlamasi veya ¢evresel stres kosullar altinda gergeklesmektedir.

Bununla beraber 2025 tarihli bir ¢alismada, filamentdz siyanobakteri Nostoc tiiri
tizerinde genetik miihendislik uygulayarak azot a¢lig1 gibi stres kosullarina bagimli olmadan
stirekli PHB {iretimi saglayan bir sistem gelistirmistir. Bu sistemde, bakteri Cupriavidus
necator H16’dan alinan PHB sentez operonunu ifade edecek sekilde modifiye edilmistir ve
mikroorganizma hem canliligini koruyup hem de PHB sentezlemektedir; boylece klasik

stres-bagimli iiretim zorunlulugu ortadan kaldirilmistir (Fink vd., 2025).

Diger bir yaklasimda ise iiretimin artirilmast i¢in ortama organik karbon veya
alternatif bilesenler eklenir ve metabolik bir indiikleme amacglanir. Bu konuda yapilan bir
calismada Coelastrella sp., Ettlia texensis ve Pecatinodesmus sp. mikroalglerinde azot ve
fosfor stresi ve miksotrofik kosullar altinda PHB birikiminin incelenmistir. En yiiksek PHB
birikimi, Coelastrella sp.’de, azot ve fosforun sinirlandigi ve glikozun eklendigi kosullarda
72 saat sonunda 151.8 + 12.1 pg/mg DCW olarak elde edilmistir. iki asamali kiiltiir stratejisi
sayesinde, mikroalg biiylimesi baskilanmadan yiiksek bir PHB birikimi saglanmstir.
Calisma, bu ili¢ mikroalg tiirliniin siirdiiriilebilir PHB {iretimi i¢in potansiyel adaylar

oldugunu desteklemektedir (Samadhiya vd., 2022).

4.3. Elde Edilen PHB’lerin Miktar Tayini

Krotonik asit standart egrisi, PHB miktar tayini amaciyla 235 nm dalga boyunda UV -
Vis spektrofotometrik yontem kullanilarak olusturulmustur. Bu kapsamda, krotonik asit
cozeltileri 0-200 mg/L konsantrasyon araliginda hazirlanmig ve her konsantrasyon igin
absorbans degerleri blank diizeltilmesi yapilarak 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar, krotonik
asit konsantrasyonu ile absorbans arasinda pozitif ve monoton bir iliski oldugunu
gostermistir. Diislik konsantrasyon aralifinda (<10 mg/L) 6l¢iilen absorbans degerlerinde,
cihaz duyarlili§1 ve sinyal/giiriiltii oranina baglh olarak sinirli sapmalar gézlenmis olmakla
birlikte, 20-200 mg/L araliginda belirgin bir dogrusal iligski elde edilmistir. Bu dogrusal

aralik, kantitatif analizler i¢in uygun kabul edilmistir. Elde edilen standart egri, Beer-
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Lambert yasast ile uyumlu olup literatiirde bildirilen krotonik asit bazli PHB tayin
yontemleriyle karsilastirildiginda benzer dogrusal aralik ve absorbans degerleri
gostermektedir. Bu nedenle, olusturulan standart egrinin PHB miktar tayininde giivenilir ve

tekrarlanabilir sonuglar verdigi degerlendirilmistir (Sekil 4.26.).

0,400
0,350 y=0,0017x + 0,013
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000 &

Absorbans nm

0 100 150 200
Krotonik asit konsantrasyonu mg/L

=
Lh

Sekil 4.26. Krotonik asit 0-200 mg/L aras1 konsantrasyon grafigi

Krotonik asit standard egrisi, 235 nm’de UV—Vis absorbans Ol¢timleri kullanilarak
hazirlanmistir. Standart ¢ozeltiler 0-200 mg/L araliginda (0, 2,5, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 75,
100 ve 200 mg/L) hazirlanmis ve her bir noktanin A235 degeri blank diizeltmesi sonrasi
kaydedilmistir. Konsantrasyon ile absorbans arasinda artan (monotonik) bir iliski gozlenmis
ve 0-200 mg/L araliginda dogrusal regresyon analizi uygulanmistir. Blank diizeltmesi

nedeniyle regresyon orijinden gececek sekilde modellenmis ve

y=0,0017x + 0,0139

R?=0,9902 denklemi elde edilmistir (R? = 0,99). Bu sonug, 6l¢iim araliginda egrinin
yeterli dogrusalliga sahip oldugunu gostermektedir. Standart iist sinirin1 asan ornekler igin
hesaplamalar dogrusal ekstrapolasyona dayandigindan, bu ornekler ‘aralik digi tahmini

deger’ olarak raporlanmustir.
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Chroococcus, Kirchinella’ya gore daha yiiksek PHB (krotonik asit esdegeri) sinyali
vermistir. Oran olarak: 415,9 / 260,5 bu da 1,60 kat. Chroococcus’un PHB miktar1 yaklagik
%060 daha fazla olarak hesaplandi.

Bu bulgular, esit kiitlede kullanilan PHB 6rneklerinin farkli alg tiirlerinden elde
edilmesine bagli olarak yapisal 6zellikler, polimer saflig1 veya krotonik aside doniigiim
verimi agisindan farklilik gdsterebilecegini ortaya koymaktadir. Elde edilen verilere gore
Chroococcus sp.’den elde edilen PHB nin krotonik asit esdegeri, K. /unaris’e kiyasla daha
yiiksek bulunmustur. Bu durum, Chroococcus sp.’nin daha yiiksek PHB igerigine sahip
olabilecegini veya uygulanan asidik doniisiim kosullar1 altinda daha etkin bir krotonik asit
olusumu sagladiginm1 diisindiirmektedir. Ancak bu farkliligin kesin kaynaginin
belirlenebilmesi i¢in PHB’nin molekiiler agirlik dagilimi, saflik diizeyi ve monomerik
kompozisyonunun ileri analitik yontemlerle desteklenmesi gerekmektedir (Hiremanth vd.,

2015; Salah Elsayed vd., 2013).

Ayni kiitlede PHB oOrnekleri kullanilmig olmasia ragmen Chroococcus sp. ve
Kirchinella sp. arasinda farkli krotonik asit esdeger absorbanslarinin elde edilmesi, PHB nin
tirler aras1 yapisal ve fizikokimyasal oOzelliklerindeki farkliliklara isaret etmektedir.
Literatiirde, PHB’nin molekiiler agirligi, polimerizasyon derecesi ve kristallik oraninin
mikroalg ve siyanobakteri tiirlerine bagh olarak degisebildigi; bu yapisal farkliliklarin asit
hidrolizi sirasinda krotonik aside doniisiim verimini dogrudan etkiledigi bildirilmektedir
(Law ve Slepecky, 1961; Braunegg vd., 1978; Yu, 2007). Calismamizda, Chroococcus
sp.’de gozlenen daha yiiksek krotonik asit esdegeri, mutlak PHB miktarindaki bir artistan
ziyade, daha kisa zincir uzunlugu, daha diisiik kristallik veya hidrolize daha duyarli bir PHB

fraksiyonunun varlig ile iligkili olabilir.

Ayrica siyanobakterilere 6zgii hiicre duvari bilesenleri, pigmentler ve hiicre ici
biyopolimer matrisi, UV absorbans ol¢iimlerinde matriks etkisi olusturarak 235 nm’de
oOl¢iilen sinyali artirabilmektedir. Bu durum, 6zellikle Chroococcus gibi pigment agisindan

zengin tiirlerde, krotonik asit esdegerinin goreceli olarak yiiksek Ol¢lilmesine katki
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saglayabilmektedir (Li vd., 2003). Dolayisiyla elde edilen bulgular, Chroococcus sp.’nin K.
lunaris’e kiyasla daha yiiksek krotonik asit esdegeri sergiledigini, ancak bu farkin PHB nin
tiir-spesifik yapisal ozellikleri ve donilisim verimiyle iliskili oldugunu gostermekte;
sonuglarin mutlak PHB miktarindan ziyade doniisiim davranisi ve polimer karakteri

baglaminda degerlendirilmesi gerektigini ortaya koymaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

PHB, biyolojik olarak pargalanabilen bir polyester olup, geleneksel petrol bazl
plastiklere siirdiiriilebilir ve gilivenli bir alternatif olusturmaktadir. Mikrobiyal PHB,
depolama molekiilii olarak genellikle stres kosullarinda birikir ve ¢ogu mikroorganizmada
PHB iiretimini indiiklemek i¢in azot, fosfor gibi besin smirlamalar1 ya da diger stres
kosullarimi kullanilir. Mikroalglerin fotosentez yaparak CO2’yi dogrudan kullanma, hizli
biliylime ve yliksek biyokiitle potansiyeli, tarim alant ya da seker gibi gida hammaddesi
kullanmama gibi kendine 6zgii avantajlari, PHB iiretiminde oldukca cazip bir alternatif
olusturur. Literatiirdeki ¢alismalarin biiyiik ¢ogunlugu PHB iiretimini besin stresine bagh
olarak aragtirmaktadir. Bununla beraber stres kosullar1 uygulamak genellikle besin ortaminin
degistirilmesini, kiiltiir siirelerinin uzamasin1 ve fotobiyoreaktdr sistemlerin diizenli
kontroliinii gerektirir. Ayrica azot veya fosfor yetersizligi gibi kosullar PHB {iretimini

artirirken, mikroalg biiyiimesini olumsuz etkilemektedir.

Bu tez caligmasinda, bir yesil alg ve bir de siyanobakteri tiiriiniin PHB {iretim
potansiyeli stres faktorleri uygulanmadan arastirilmis ve bazal PHB sentez kapasiteleri
incelenmistir. BOylece mikroalglerin optimal biiylime kosullarindaki PHB {iretim
potanisyelinin incelenmesi, PHB iiretiminin biiytime ile birlikte mi, yoksa yalnizca stresle
mi tetiklendiginin arastirilmasi ve stres faktorii olmadan PHB birikiminin tiirler arasinda
nasil degistiginin degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Her iki tiire ait kiiltiirlerin biiylime
dinamikleri optik yogunluk (ODego, OD720 ve OD7s0) ve gravimetrik Olctimlerle
belirlendikten sonra, hiicreler erken logaritmik fazda hasat edilmis ve bu fazdaki PHB
tiretimleri izlenmistir. K. lunaris i¢in 1 g mikroalgden elde edilen PHB miktar1 0.1358 g/g
iken (% 13.58 w/w), Chroococcus sp. igin bu oran 0.0344 g/g biyokiitle oranindadir (% 3.44
w/w). FTIR, TEM, SEM, floresan mikroskop, termal analiz verileri ile PHB yapis1 detayli

olarak aydinlatilmaya ¢aligilmistir.

Elde edilen bulgular, K. lunaris’in optimal biiylime kosullar1 altinda Chroococcus

sp.’ye kiyasla daha yliksek PHB birikim kapasitesine sahip oldugunu géstermistir. Bu sonug,
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PHB sentezinin yalnizca stres kosullarina 6zgii bir metabolik yanit olmadigini, bazi mikroalg
tiirlerinde biiyiime ile es zamanli olarak da gerceklesebildigini ortaya koymaktadir. Ozellikle
yesil alglerin stres gerektirmeden PHB iiretebilmesi, bu grubu biyoplastik iiretimi agisindan
daha siirdiiriilebilir ve endiistriyel olarak uygulanabilir bir biyolojik kaynak haline
getirmektedir. Siyanobakteride gozlenen daha diisik bazal PHB diizeyi ise, bu
organizmalarin PHB sentezinin biiylik olclide stres kosullarina bagimli olabilecegini
diistindiirmektedir. Gelecek calismalarda yesil alglerin PHB iiretim potansiyelinin farkli
kiltiir parametreleri altinda detayli olarak incelenmesi oOnerilmektedir. Ayrica, stres
icermeyen ve stresli kosullarin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi, tiirlere 6zgii PHB
birikim mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasina katki saglayacaktir. Metabolik yolaklarin
ve ilgili enzimlerin molekiiler diizeyde incelenmesi, yesil alglerin neden daha yiiksek bazal
PHB irettiginin agiklanmasina olanak taniyabilir. Stres gerektirmeden PHB {iretimi
gerceklestirebilen mikroalg tiirlerinin Glgek biiyiitme ve stirekli kiiltiir sistemlerinde
degerlendirilmesi, biyoplastik tiretiminin ekonomik ve ¢evresel siirdiiriilebilirligi a¢isindan

onemli bir adim olacaktir.
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