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TUBITAK

1.  GIRiS

Petrokimya endustrisinin bir GrinU olan plastikler uzun yillardan beri evsel, medikal,
otomobil, gida ve elektronik gibi cesitli alanlarda kullanilan metal ve ahsap gibi cesitli
malzemelerin yerine oldukg¢a yaygin bir sekilde kullaniimaktadir (Keshavarz ve Roy, 2010).
Petrol bazh plastiklerin yaygin sekilde kullaniminin baslica sebepleri; plastiklerin dayanikh ve
ucuz olmalari, hammadde fiyatlarinin diglik olmasi, kimyasal yollarla farkl sekil ve sertlik

gibi istenilen 6zelliklerin kolayca kazandirilabilmesidir.

Petrokimya Urini geleneksel plastiklerin birgok avantajina ragmen dogada
parcalanmadan uzun bir sire kalmalari, insanlarin ¢cevreye karsi olan kaygilarinin artmasi ve
ham petrol fiyatlarindaki durdurulamaz ytkselis bilim insanlarini ve resmi kurumlari petrol
bazli plastiklere alternatiflerin gelistiriimesine itmistir (Chanprateep, 2010; Khanna ve
Srivastava, 2007). Bu baglamda plastiklerin sahip oldugu fiziksel ve kimyasal 6zelliklere de
sahip olan, biyolojik olarak pargalanabilen biyobozunur plastiklerin gelistirimesine olan ilgi
her gecen gun giderek artmaktadir. Biyobozunur plastiklere 6mek olarak
polihidroksialkanoatlar (PHA), alifatik polyesterler, polisakkaritler ve nisasta bazli polimerler

ile bunlarin kopolimerleri verilebilir (Purwadi, 2006).

1.1 Polihidroksialkanoatlar

Polihidroksialkanoatlar (PHA), cesitli mikroorganizmalar tarafindan stres kosullari
altinda sentezlenen hidroksialkanoat temelli biyopolimerlerdir. Bu stres kosullari karbon
kaynaginin asirisinin bulundugu fakat esansiyel nutrientlerin sinirlandiriidi§i kosullardir ve
mikroorganizma PHA' yi1 karbon, enerji ve/veya indirgeyici gli¢ olarak sentezler (Keshavarz
ve Roy, 2010; Choi vd., 1998; Madison ve Huisman, 1999; Lee ve Choi, 1999).

PHA mikroorganizmalar tarafindan hticre igi granuller halinde depolanir ve yine hiicre
tarafindan sentezlenen depolimerazlar ile kolaylikla parcalanarak metabolize edilir. Sekil
1.1’de hucre igi PHA grandllerine iliskin farkli gdsterimler verilmektedir (Loo ve Sudesh,
2007).
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Sekil 1.1 Wautersia euttropha H16 susuna ait PHA granullerinin Transmission Elektron
Mikroskobu (TEM) ve faz kontrast mikroskobu gérintuleri.

PHA’lar dogal Uretici organizmalara bulunduklari c¢evrede c¢esitli avantajlar
kazandirmaktadir. Yapilan g¢alismalar mikroorganizmanin PHA' lari kullanarak gesitli ekolojik
ortamlarda sinirli besin sartlarinda hayatta kalabilmelerine, hiicre hareketleri ve biyolojik azot
fiksasyonu igin enerji saglamaya, spor ve kist olusturmaya, ekzopolisakkarit Utretiminin
kontrolline; sicaklik, sodukluk, ozmotik basin¢g gibi c¢esitli ¢evresel stres kosullarina
dayanabilmelerine yardimci olduklari belirlenmigtir (Chen, 2010). Ayni zamanda PHA’ larin
bircok mikroorganizma tirl tarafindan toprak, goél ve akarsu gibi dodal bir ekosistemde
kolaylikla pargalanabildigine iliskin bircok calisma bulunmaktadir (Boyandin vd., 2012;
Margaert vd., 1996; Mukai vd., 1993). Bu calismalar PHA’larin bir biyobozunur polimer ailesi

oldugunu acgikga géstermektedir.

PHA’lar R-hidroksialkanoik asit monomerlerinden olusan termoplastik ya da
elastomerik 6zellikteki poliesterlerdir ve her bir monomerinin yapisinda bulunan karbon
atomu sayisina bagl olarak G¢ temel gruba ayrilabilirler (Keshavarz ve Roy, 2010; Lee,ve
Choi, 1999; Suriyamongkol vd., 2007). Sekil 1.2’de PHA’ larin genel yapisi sematize
edilmistir (Ojumu vd., 2004).

¢ Kisa yan zincirli PHAlar (scl); 3-5 karbon atomu,

e Orta yan zincirli PHA'lar (mcl); 6-14 karbon atomu,
e Uzun yan zincirli PHA’lar (Icl); 14’ten daha fazla karbon atomu igerenler

R O
~E O—CH(—CH,), —C
100-30000
n=1 R= hidrojen Poli (-3-hidroksipropiyonat)
Metil Poli (-3-hidroksibutirat)
Etil Poli (-3- horoksivalerat)
Propil Poli (-3-hidroksihegzanoat)
Pentil Poli (-3-hidroksioktanoat)
Nonil Poli (-3-hidroksidodekanoat)
n=2 R= hidrojen Poli (-4-hidroksibutirat)
n=3 R= hidrojen Poli (-5-hidroksivalerat)

Sekil 1.2  Polihidroksialkanoatlarin genel yapisi.
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1.2 Polihidroksialkanoatlarin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Hucre ici depo granili seklinde sentezlenen ve biriktirilen PHA' lar, yapisinda kisa
zincirli 3-hidroksi yag asitlerini iceren ve tekrarlanan hidrofobik birimlerden olusan uzun
biyopolimerlerdir (Yilmaz ve Beyatl, 2003). Bir PHA zincirinde, bir 3-hidroksi yag
monomerinin karboksil grubu ile bir sonraki monomerin hidroksil grubu ester bag! yapar ve
50 KDa ile 1000 KDa arasinda degisen molekil adirhigina sahiptir polimer olusur (Madison

ve Huisman, 1999).

Polimer yapisindaki monomerin yan zincir uzunlugu PHA’ larin termal ve mekanik
Ozelliklerinin belirlenmesinde o6nemli bir rol oynamaktadir. PHA’ lar bu kompozisyon
farkliliklari nedeniyle farkli fiziksel 6zelliklere sahiptir (Khanna ve Srivastava, 2005). Fiziksel
Ozelliklerine bakildiginda kisa yan zincirli (scl) PHA molekullerinin sert, kirilgan ve ylksek
kristallenme derecesine sahip oldugu goérulirken diger yandan orta yan zincirli (mcl) PHA’lar
esnektir ve daha dusuk kristallenme derecesine, geriime kuvvetine ve erime noktasina
sahiptir (Philip vd., 2007). Bu nedenlerden 6tirt scl-PHA’lar termoplastik 6zellik gbsterir ve
polipropilen veya polietilen gibi geleneksel plastiklere benzer fiziksel 6zelliklere sahiptirler,
bununla birlikte mcl-PHA’lar ise amorf yapidadir ve elastomerik 6zellik gdsterirler (Li vd.,
2007).

1.3 Polihidroksialkanoatlarin Kullanim Alanlari

Polihidroksialkanoatlar, petrol tirevli plastiklerle benzer fiziksel 6zelliklere sahip olusu,
biyobozunur olmasi, canli sistemlerde toksik olmamasi ve farkli fermantasyon stratejileri ile
istenilen Ozelliklerde Uretilebilmesi sayesinde bir ¢ok alanda hammadde ve biyomateryal
olarak kullanim olanagi bulabilmektedir (Lee, 1996; Chen, 2010).

Asagida PHA'’ larin yukarida bahsi gecen ve diger kullanim alanlari maddeler halinde

Ozetlenmistir.

Ambalaj filmleri, posetler, torbalar, ¢esitli kaplar Gretimi

Kontrolll ilag ve gubre salinimi

Tek kullanimlik tiras bigagi, bebek bezi, catal, bigak, tabak tretimi
Sampuan ve mesrubat siseleri, karton sit kutularinin i¢ yizey kaplamalari
Cerrahi pens, ameliyat ipligi, eldiven, 6nlik ve maske uretimi

Pansuman sargisi tretimi

Kemik degistirilmesi ve cerrahi plakalar Gretimi

Bitki sulama borulari, bitki yapraklarinin kaplanmasi

Kiral bilesenler Gretiminde ¢ikis materyali

10. Piezoelektrik 6zelliklerinden yararlanilarak kemik buyutulmesi ve tedavisi
11. Kan damari degistiriimesi

12. Gida Urlnlerinde nem ve oksijene karsi koruma

13. Gida Urlnlerinde parlaklik saglama, aroma kaybini énleme.

© O NG WNE
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1.4 Polihidroksialkanoatlarin Biyosentezi

Mikrobiyal poliesterler ve polihidroksialkanoatlar (PHA'lar) olarak da adlandirilan bu
bakteriyel poliesterler, bir karbon kaynaginin asirisinin ve bir esansiyel natrientin de sinirli
bulunmasinin yol agtigi dengesiz buylime kosullarinda meydana gelen metabolik stresin

sonucu olarak uretilirler.

Polihidroksialkanoatlarin biyosentezi, mikroorganizmanin Urettigi polimerin monomer

kompozisyonuna, kullandidi karbon kaynaginin tiriine ve konsantrasyonuna baghdir.

P.aureofaciens karbon kaynagi olarak karbohidratlarin yani sira alifatik alkanlari, agil
alkolleri ve yag asitlerini kullanarak mcl-PHA’lari sentezleyebilmektedir. Karbon kaynagi
olarak oktanoik asit kullanildiginda (R)-3-hidroksioktanoik asit (main) ve (R)-3-
hidroksihekzanoik asit (mindr) ko-poliesterlerini; glukonik asit kullanildiginda (R)-3-
hidroksidekanoik asit (main) ve (R)-3-hidroksidodekanoik asit (mindr) ko-poliesterlerini
uretmektedir (Escapa I.F vd., 2012). Bu durum bu genus turlerinin dogal bir 6zelligidir. Bu
Ozellik PHA biyosentezinin yag asidi de novo biyosentezi ve yag asidi B-oksidasyonuna bagl

oldugunu gostermektedir (Sekil 1.3).

Yag Asitleri Karbohidratlar

g N
. ! g _» Malonil-CoA de novo YA
B-Oksidasyon .
A Sentezi
Acil-CoA P
—» Asetil-CoA Malonil-ACP
Enoil-CoA 3-Ketoacil-CoA / Acil-ACP
\ j Biyokiitle 3-Ketoacil-ACP Enoil-ACP
(S)-3-hidroksiacil-CoA \A /
Y, (R)-3-hidroksiacil-ACP
+ co, i

a )

v v
(R)-3-hidroksiacil-CoA (R)-3-hidroksikarboksilik asit

A /

Sekil 1.3  Pseudomonad’larda PHA biyosentezinde yer alan metabolik yolaklar.
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1.5 Polihidroksialkanoatlarin Degradasyonu

PHA’lar toprak, gamur ve deniz suyu gibi farkli ekosistemlerde yasayan bakteri ve
fungus gibi bircok mikroorganizma tarafindan biyolojik olarak H,O ve CO;' e kadar
parcalanabilmektedir (Santimono vd., 2009). Kati ve sivi halde bulunan PHA molekilleri bu
mikroorganizmalar tarafindan salgilanan depolimeraz ya da hidrolaz enzimleri araciligiyla
suda ¢ozinebilen oligomer veya monomerlere pargalanirlar ve bu parcalanma drtnleri besin
kaynagi olarak yada tekrardan PHA' larin biyosentezinde kullanirhrlar. Kisa zincir uzunluklu
ve orta zincir uzunlukta PHA' larin degredasyonu bunlara spesifik PHA depolimeraz enzimleri
ile gerceklestiriimektedir (Domb vd., 1998; Madison and Huisman, 1999).

PHA’larin, PHA depolimeraz ile enzimatik hidrolizi; iki sekilde gerceklesmektedir.
Bunlardan birincisi ekstraseltler (disi hicre) PHA degradasyonu, digeri ise intraselller

(hticre ici) PHA degradasyonudur (Jendrossek ve Handrick, 2002).

1.5.1 Ekstraseliiler PHA Degradasyonu

Ekstraselliler PHA degradasyonu; esktraseliler PHA depolimeraz sentezleyen bir
mikroorganizma tarafindan, PHA biriktiren bakterilerin 6limi ve hicre lizisi sonrasi aciga
cikan PHAlarin kullanimidir. Bilindigi gibi PHA hlcre icerisinde grantler halde depolanir ve
grandl icerisindeki PHA poliesterleri amorf haldedirler. Bu grandiller fiziksel ve kimyasal
strese duyarli protein ve fosfolipidlerden olusan ylizey tabakasina sahiptirler. PHA hlicreden
ekstrakte edildiginde, granil ylzeyi hasar gérmekte ve polimer zincir helikal konformasyona
adapte olma egilimi géstermektedir. Buna bagli olarak da polimer intraselller polimerazlarin
etki edemeyecegi kristalize hale gelmektedir (Sekil 1.4) (Amara ve Salem, 2007).

Dogal Denatiire

PHB biriktiren organizmada
dogal poli(3HB) graniillern

Zozgen ekstraksiyonu
Denatdrasyon

ihtivath izolasyon

(6r; gradient santriﬁjj]-/

WL R PR
B Denatiirasyon ,; = - ':5 = y
»> f
-G L
Dogal poli{3HB) grandli Denatiire poli(3HB)

Sekil 1.4 PHA’nin dogal ve denatiire haldeki fiziksel durumu (Jendrossek ve Handrick,
2002).
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Kristalize haldeki polimerler sadece ekstraseliler PHA depolimerazlar tarafindan
hidrolizlenmektedir. Mikroorganizmalarin PHA' lari ekstraselller olarak degrede edebileme
yetenegi hicre digina ekstraselller PHA depolimeraz enzimini salgilayabilmesine baglhdir ve
bu sayede hlcre suda c¢bzinemeyen polimeri suda ¢dzlnebilen monomer ve/veya

oligomerlere hidrolizleyebilmektedir (Jendrossek ve Handrick, 2002).

Ekstraselller depolimerazlar Uzerine yapilan g¢alismalarda genellikle Paucimonas
[Pseudomonas] lemoignei bakterisi kullaniimistir ve 7 tane depolimeraz sentezledigi
saptanmistir (PhazZ1-PhaZ7). Bu depolimerazlar amorf PHB’nin hidrolizinde kooperatif etki
gosterirler. Kisa zincir uzunluklu ve orta zincir uzunlukta PHA'larin degredasyonu bunlara
spesifik PHA depolimeraz enzimleri ile gerceklestirimektedir. GUnimizde prokaryatik ve
Okaryotik mikroorganizmalardan 80’den fazla ekstraseliler PHA depolimeraz enzimi

saflastirlmis ve karakterize edilmistir (Kim vd., 2005).

Ekstraseliiler depolimeraziar benzer enzimatik dzelliklere sahiptirler benzer. Ornegin;
sicaklik, iyon siddeti ve pH degdisimlerine karsi yuksek stabilite gdsterirler . Molekal agirliklar
diger depolimerazlara nazaran kiguktlr (<70kDa), genellikle tek bir polipeptidten olusurlar.
Alkali pH degerlerinde aktivite gdsterirler (pH 7,5-9,8) ve hidrofobik materyallere ylksek
afinite goOstermelerinden dolayl saflastirlmalarinda hidrofobik etkilesim kromatografisi
kullanilir (Jendrossek ve Handrick, 2002).

A B

Sekil 1.5 (A) Aerobik aritma c¢amurunda P(3HB-3HV) ‘nin biyobozunumu. P(3HB-
3HV)den yapilan siseler yaz suresince (ortalama 20°C) aerobik aritma
¢amurunda inkuibe edilmislerdir. Fotografta goérulen siseler 0, 2, 4, 6, 8 ve 10
hafta sonunda ¢amurdan alinip fotograflarn cekilmistir (Madison ve Huisman,
1999). (B) Karbon kaynagi ve enerji kaynagi olarak poli(3HB) kullanilan ortamda
poli(HASCL)-degrade eden bakterinin biylmesi. Seffaf bdlge olusumu suda
¢bziinemeyen polimerin suda c¢o6zinebilen Urinlere ekstraselller hidrolizini
gOstermektedir.
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PHA biyopolimerlerinin dogada pargalanmasi polimerin kompozisyonuna, fiziksel
yapisina (amorf, kristal), boyutuna ve en dnemli olarak da ¢evre kosullarina baglidir. PHB
filminin dodadaki bozunma hizi anaerobik camurda birka¢ hafta iken denizel ekosistemlerde
ise birkag yil strebilmektedir (Madison ve Huisman, 1999). Canl sistemlerde ise PHA’lar kan
ve dokularda yer alan enzimler tarafindan parcalanmaktadirlar (Keshavarz ve Roy, 2010;
Ojumu vd., 2004).

1.5.2 intraseliiler PHA Degradasyonu

intraseliler PHA degredasyonu polimerin hiicre igerisindeki hidrolizi anlamina
gelmektedir ve PHA biriktiren bakterinin kendisi tarafindan gergeklestiriimektedir. intraseliiler
PHA degredasyonu buna sepesifik olan intaseliler depolimeraz enzimi tarafindan
katalizlenmektedir. intraseliiler depolimerazlar, hicre iginde hareketli ve kristalize olmayan,
sivi haldeki dogal PHA polimerlerini hidrolizlemektedir. Fakat intraselller degradasyonunun

mekanizmasi ve reglilasyonu tam olarak anlasilabilmis degildir.

PHA’larin intraselller degradasyonu igin yapilan c¢alismalar sonucunda 3-Hidroksi
alkanoatlar (3HA)larin degradasyonu aydinlatiimistir (Jendrossek vd., 2002). Sekil 1.6' da
3HA'larin  Asetil-CoA’'ya pargalanma mekanizmasi sematize edilmistir. Sekilden de
gorilecegi gibi PHA depolimeraz enzimi PHA granilini 3 HA monomerlerine pargalar ve
arindan bir dehidrojenaz enzimi araciligiyla bu monomerler asetilasetata oksitledir.
Sonrasinda B-ketotiyolaz enzimi asetilasetati Asetil-CoA’ya parcalamaktadir. Oksijenli bir
ortamda Asetil-CoA sitrik asit dongustinde CO,’ye kadar parcalanmaktadir (Keshavarz ve
Roy, 2007; Ojumu vd., 2004).

Atk PHB . 3-Hidroksibutirat

V i
munumerlerinl /\\,r"\‘l

[rew Endiojen enzimier
g parcalanmir PHE -

Azetogzetat
PHE Maonomerler yeni PHE Endojen enzimisr
depolimeraz) sentezinde kullarmlir
(phazl) —— Aszetoasetil-Cod 7
) ' o
O
® -
. . Hibrit
3-Hidroksibutil-CoA phaCAR

€. A

@ o 3-Hidroksibatirat

Poli(3-hidroksibitirat)

Sekil 1.6  3HA'larin Asetil-COA’ ya pargalanmasi (Imperial College, 2016).
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Sekil 1.7' de Ralstonia eutropha’ daki PHB’ in biyosentezi ve yikimi gosterilmektedir.
Yikim basamaginda PHB depolimeraz, D(-)-3-hidroksibitirat dehidrogenaz ve asetoasetil-
CoA sentaz enzimleri gérev almaktadir. Olusan asetoasetat organizmanin ihtiyacina gore
Asetil-CoA' ya doénustirilerek metabolizmada kullanilabilecedi gibi Asetoasetil-CoA sentaz
enzimiyle tekrar polimer sentezine de katilabilmektedir (Khanna ve Srivastava, 2005).

Asetil-CoA + Asetil-Cod

C_GA'_JJ‘FB—HEWEQHCDA tiyolaz
Asetoasetil-Cod Asetoasetil-CoA sentaz
a Asetoasetat
NADPE — Asetoasetil-CoA dehidrogenaz A
NADP* i’;
. . NADH 44— . L
D{-)-3-hidroksibiitirl-CoA ™ D(-)-3-hidroksibiitirat
y dehidrogenaz
/ PGHB), NAD —
| PHE Polimeraz
b
P(3HB )y p|  Di(-)-3-hidroksibiitirat
PHE Depolimeraz

Sekil 1.7  Ralstonia eutropha’ da PHB’ in biyosentezi ve yikimi (Khanna ve Srivastava, 2005).

1.5.3 PHA depolimerazlar (EC 3.1.1.75, EC 3.1.1.76)

PHA depolimerazlar (EC 3.1.1.75, EC 3.1.1.76) mono velveya oligomerik hidroksi
alkanoat poliesterlerinin hidrolizini katalizlerler. PHA’larin, PHA depolimeraz ile enzimatik
hidrolizi; iki sekilde gerceklesmektedir. Bunlardan birincisi ekstraselller (disi hicre) PHA
degradasyonu, digeri ise intraselller (hiicre ici) PHA degradasyonudur. Ekstraseltiler PHA
degradasyonu; esktraseliler PHA depolimeraz (e-PHA depolimeraz) sentezleyen bir
mikroorganizma tarafindan, PHA biriktiren bakterilerin 6limi ve hucre lizisi sonrasi aciga
¢tkan PHA'larin kullanimidir. intraseliiler PHA degredasyonu polimerin hiicre igerisindeki
hidrolizi anlamina gelmektedir ve PHA biriktiren bakterinin kendisi tarafindan
gergeklestiriimektedir. intraseliler PHA degredasyonu buna spesifik olan intaseliiler
depolimeraz enzimi (i-PHA depolimeraz) tarafindan katalizlienmektedir. intraseliiler
depolimerazlar, hucre icinde hareketli ve kristalize olmayan, sivi haldeki dogal PHA

polimerlerini hidrolizlemektedir (Papageorgiou vd., 2008).
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PHA’lar tamamen amorf yapida ve yuzeyinde temelde proteinler bulunur. Bu tip
PHA’lara dogal PHA’lar olarak adlandirilirlar. PHA grandlleri bu ylzey tabakalarini
kaybettiklerinde ya da bakteriden hucresinin digina salindiklarinda (liziz yoluyla) hizlica
denatlre olurlar ve parakristalin bir yapi olusur (denatire PHAIlar). Denattre PHAIar e-PHA
depolimerazlar tarafindan hidrolizlenirler. i-PHA depolimerazlarin biyokimyasi ve kristal
yapisina iliskin ¢ok az bilgi mevcuttur. Buna karsin 20' den fazla e-PHB depolimeraz enzimi
saflastirilip, biyokimyasal olarak karakterize edilmis ve gen seviyesinde karakterize edilmistir.
Cogu e-PHB depolimeaz ¢ domainden olusan serin hidrolaz sinifina aittir. Bu domainler
bayuk bir katalitik C-terminal domaini, substrat baglanan N terminal domaini ve baglayici

(linker) domaindir (Papageorgiou vd., 2008).

iki farkh katalik domain, primer yapidaki lipaz-box dizsinin GXSXG (X burada
herhangi bir amino asidi ifade eder) ortada yada N-terminala yakin olmasina bagl olarak |
veya |l olarak adlandirilir. Ayrica bu zamana kadar Ug¢ farkli baglayici domain ve iki farkl
substrat baglayan domain karakterize edilmistir. Substrat baglayan domain enzimin
biyopolimere adsorpsiyonuna ve hidrojen baglarini kiriimasina yardimci olur. e-PHB
depolimerazlar yukarida bahsedilen domain yapilarina goére siniflandiriimalarina ragmen iki
istisna bulunmaktadir. Bunlar Penicillium funiculosum'un e-PHB depolimerazi ve Paucimonas
lemoignei'ye ait phaZ7 PHB depolimerazdir. Bu depolimerazlar tek bir domain igerirler ve
diger depolimeraziarla amino asit homolojisi yoktur. ikisi de ayni biyolojik reaksiyonu
katalizlemelerine ragmen P. funiculosum depolimeraz parakristaline yapidaki PHA'yi
parcalarken P.lemoigne PhaZ7 depolimeraz amorf yapidaki polimeri parcalar. Ayrica
P.lemoigne Phaz7 depolimeraz tip | iken P. funiculosum depolimeraz tip 1l depolimeraz

sinifina aittir (Papageorgiou vd., 2008).

P. funiculosum PHB depolimeraz bilinen en kiglk e-depolimerazdir ve molekiler

agirhg1 33 kDa' dur (Papageorgiou vd., 2008).

P. fluorescens PHA dehidrogenazlar, EC 3.1.1.76-Poli(3-hidroksikoktanoat)
depolimeraz, polihidroksioktanoat(PHO) yapisindaki C-O baginin hidrolizini katalizler. Uzun
sureli inkiibasyonlarda temel Grin dimerdir. 3-hidroksikoktanoat polimerinin hidrolizinin yani
sira diger orta zincir uzunluklu (C6-C12) hidroksialkanoik asitlerin ve kopolimerlerinin
hidrolizini de katalizler. Ayni zamanda yag asitlerinin p-nitrofenil esterlerinin de hidrolizini
gercgeklestirir. Poli[(R)-3-hidroksi butanoik asit] ve poli[(R)-3-hidroksipentanoik asit] gibi kisa
zincir uzunluklu polimerlerin  hidrolizini katalizleyemez. Poli(3-hidroksioktanoat-co-3-
hidroksihekzanoat) (lateks slUspansiyon) substrat olarak kullanildiginda temel Grin (R)-3-
hidroksioktanoattir (BRENDA, 2016).
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1.6 Metabolit Profilleme

Metabolomik; belirli bir zaman diliminde dokularda, hicrelerde ve fizyolojik sivilarda
lipid, karbohidratlar, vitaminler, hormonlar ve diger hlcre bilesenlerinden ortaya ¢ikan kiguk
molekdlli metabolitlerin  ylUksek verimli teknolojiler kullanilarak saptanmasi, miktarinin
belirlenmesi ve tanimlanmasidir (Bren L,. 2005). Klglk molekiller peptitler, oligontkleotidler,
sekerler, nikleozidler, organik asitler, ketonlar, aldehitler, aminler, amino asitler, lipitler,
steroitler, alkaloidler ve ilaglar, insan, bakteri Grtnleri gibi metabolitlerdir ve molekul agirliklari
1.500 Da’un altindadir.

Metabolomik; biyoloji, kimya ve matematik igeren multi-disipliner bir bilimdir. Cok
degiskenli veri analiz yéntemleriyle birlestiriimis kromatografi, molekiler spektroskopi ve
katle spektrometrisi gibi analitik tekniklere intiya¢ vardir (German JB. vd., 2005). Metabolom
analizlerinde, NMR (Nukleer Manyetik Rezonans), MS (Kutle Spektrometresi), FT-IR (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy), HPLC (YUksek Performansli Sivi Kromatografisi), GC
(Gaz Kromatografisi), GC-MS (Gaz Kromatografisi-Kitle Spektrometresi), LC-MS (Sivi
Kromatografisi-Kitle Spektrometresi), CE-MS (Kapiller Elektroforez-Kitle Spektrometresi gibi
yuksek verimli analiz yontemleri kullanilir (Fukui vd., 2014).
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1 Mikroorganizmalar

Bu proje kapsaminda Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen,
DSMZ, Almanya’dan temin edilen Pseudomonas aureofaciens (DSM 6698)
mikroorganizmasi kullaniimistir. Liyofilize haldeki P.aureofaciens sugu nultrient agarda
26°C’de 18 saat boyunca aktive edildi.

2.2 Kimyasallar ve Gozeltiler

Bu calisma kapsaminda analitik saflikta ya da ylksek saflikta kimyasallar
kullaniimistir (GC Grade). Kimyasallarin temin edildigi firmalar ve c¢alismalarda siklikla

kullanilan ¢ozeltiler asagida listelenmektedir:

e Amonyum Dihidrojen Fosfat (NH4H,PO,) (Merck)
¢ Dipotasyum Hidrojen Fosfat (K,HPO,4) (Merck)
¢ Magnezyum Siilfat (MgSO,) (Merck)
o Sodyum Hipoklorit (NaOH) (Sigma)
o Siffirik asit (H.SO,) (Merck)

e Kloroform (Merck)

o Sodyum Klorir (NaCl) (Merck)

e Tripton (Sigma)

o Yeast Ekstrakt (Maya Ekstrakti)

e Sodyum Oktanoat (Sigma)

¢ Hekzan (Merck)

e Sodyum Sitrat (Merck)

e Sudan Black B (Sigma)

e Safranin (Merck)

e 3-Hidroksioktanoat (Sigma)

e 3-Hidroksihekzanoat (Sigma)

¢ 3-Hidroksidodekanoatnoat (Sigma)

e 3-Hidroksitetradekanoatnoat (Sigma)
e Tridekanoik asit (Sigma)

¢ Metanol (Merck)

o Metil-Tert-Butil Eter (Merck)

o Hidroklorik Asit (HCI)

e iz element gozeltisi (1,0 g/L FeSO47H,0, 1,0 g/L MnSO4H,0, 0,25 g/L NaMoO42H,0, 0,1 g/L
HsBO3, 0,25 g/L CuS047H20, 0,25 g/L ZnS0O47H,0, 0,1 g/L NH4NO3, 0,5 g/L Co(NO3)2'6H,0, 0,01 g/L
NiSO46H20 ve 5 ml/L derisik H2SO4)
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2.3 Cihazlar

Bu galismada kullanilan buttin genel laboratuvar cihazlari asagida listelenmigtir:

e UV Kabin (ESCO Class Il BSC)

o Otoklav (HIYARAMA HVE 50)

e Sogutmalh-Calkalamali inkibator (New Brunswick, Innova 40R)

e Spektrofotometre (Perkin Elmer Lambda 35 UV/VIS Spectrophotometer)

o SantrifQj (Hettich Universal 30 RF, Hettich Micro 120, Sigma 16K-L)

e pH metre (HANNA pH 211)

o |sitmali kanstirici (CHILTERN HS 31)

o Etlv (Heraeus)

e Analitik terazi (AND GR 200)

e Su banyosu (GFL 1083)

e Vorteks (WhirliMixer TM)

o GC-MS (Agilent 7890B GC System Gaz kromatografisi, Agilent 5977E MSD MS
dedektér ve DB-5MS kolon)

e HPLC (Thermo Accela) (FABAL)

o LC/Q-TOF/MS Agilent 6550 Series (EGE-MATAL)

¢ Shimadzu Nexara XR HPLC Sistemi (ARGEFAR)

2.4  Calkalamal kiiltiirlerde mcl-PHA liretimi

Calisma kapsamindan P. aurefacienste mcl-PHA Uretimde, Emre ERDEN
CAKMAKLI'nin doktora tezinde yapmis oldugu optimizasyon temel alinarak optimum

kosullarda Gretim gergeklestirildi (Cakmakli, 2015).

P. aurefaciens, LB (Luria Broth) ortaminda (10 g/L tripton, 5 g/L yeast ekstrakt, 10 g/L
NaCl; pH 7,0) 26°C’de 165 rpm’'de 9 saat boyunca kiiltive edildi. As kiiltirinden Cizelge 2.1’
de bilesenleri verilen Uretim ortamlarina (pH 7,0) %5’lik inokulasyon yapildi ve 135 rpm’de
inkibe edildi. 6 saatlik periyortlarla 120 saat boyunca kultir ortamindan 6rnek alindi ve
+4°C’de 12000 rpm’de 20 dk santrifiijlendi. Hiicre pelleti mcl-PHA Gretiminin kalitatif ve
kantitatif tayininde kullanildi. Supernatant ise karbon ve azot kaynagi konsantrasyonunun

tayininde kullanildi. Tim 6rnekler - 80°C' de stokland.
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Gizelge 2.1 Uretim ortami bilesenleri.

Uretim ortami bilegenleri Miktar (g/L)
Sodyum Oktanoat 15
NH4H,PO, 1
KoHPO, 1.5
Tripton 0.5
MgSO, 1.4
Sitrat 1

iz element gozeltisi 1

2.5  Galkalamal kiltiirlerde mcl-PHA yikiminin(degredasyon) tesviki

Dogal dretici P. aureofaciens LB ortaminda 26°C’de 165 rpm’de 9 saat boyunca
kiltive edildi ve agi kiltirl hazirlandi. Hazirlanan asi kultirinden bolim 2.4' de verilen mcl-
PHA Uretim ortamina %5’lik asilama yapilarak hicreler eksponansiyel fazin sonuna kadar
(60. saat) 26°C’'de 135 rpm’de inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan kiiltiir ortami 12000
rom’de +4°C’de 20 dk santrifiijlendi ve hiicre pelleti yikanarak ortam bilesenleri uzaklastirildi.
Yikanan htcre pelleti aseptik kosullarda karbon kaynagi icermeyen taze kiltlir ortamlarina
inokiilasyon miktari %20 olacak sekilde inokule edilerek 26°C’de 135 rpm’de kiiltivasyona
devam edildi. Karbon ac¢ligi kosullarinda 6 saatlik periyotlarla 120 saat boyunca kilttr
ortamindan 6rek alindi ve +4°C’de 12000 rpm’de 20 dk santrifiijlendi. Hiicre pelleti mcl-PHA
dretiminin kantitatif tayininde ve metabolit analizinde kullanildi. Stipernatant ise azot kaynagi

konsantrasyonunun tayininde kullanildi.

2.6  Calkalamal kiltiirlerde mcl-PHA iretiminin tesvik edilmedigi kosulun

olusturulmasi

Dogal dretici P. aureofaciens LB ortaminda 26°C’de 165 rpm’de 9 saat boyunca
kiltive edildi ve agi klltiru hazirlandi. Hazirlanan asi kilturinden LB ortamlarina %5’lik
asllama yapilarak hiicreler 120 saat boyunca 26°C’de 135 rpm’de inkiibe edildi. Bu siire
zarfinda 6 saatlik periyotlarla kiiltir ortamindan 6rnek alindi ve +4°C’de 12000 rpm’'de 20 dk
santrifijlendi. Hucre pelleti kuru kutle, mcl-PHA Gretiminin kantitatif tayininde ve metabolit

analizinde kullanildi. Sipernatant ise HPLC analizleri igin - 80°C' de stoklandi.
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2.7 mcl-PHA’larin Kalitatif Tayini

PHA UGretiminin kalitatif tayini igin Sudan Black boyama proseduru kullanildi. Bu

amagla;

e Bakteri kultirunden bir miktar alinarak 2 kez steril d.H,O ile yikama yapildi,
santriftijlendi ve steril d.H,O ile tekrar stispanse edildi.

e Hucre stspansiyonundan 50 ul alinarak lam Uzerine ince bir katman halinde
yayildi ve kurumaya birakildi.

e Lam, Sudan Black B (%60’lik etanolde %0,3 w/v) ile 10 dk boyandi.

e d.HyO ile lam kisa sure yikandi.

e Lam, %0,5'lik safranin ¢dzeltisi ile 10 sn boyandi ve ardindan d.H,O ile

yikandi ve mikroskop altinda incelendi.

2.8 Kuru Kiitle Tayini

Ortamlardan alinan 5 ml 6rnek, darasi alinmis tlplere aktarildi. +4°C’de 12000 rpm’'de

20 dk santrifijlendi ve hiicre pelleti steril d.H,O ile yikandi. Yikanan hiicre pelleti 50°C’de

etlivde sabit kitleye kadar kurutuldu ve 6érneklerdeki kuru kitle miktari tayin edildi.

2.9 mcl-PHA'larin Kantitatif Tayini

Orneklerdeki PHA miktarinin spektrofotometrik tayini asagida belirtilen modifiye edilmis

ydnteme goére yapildi:

1.

inkiibasyon sonrasinda lretim ortamlarindan 1 ml érnek alindi ve 13000 rpm'de 5 dk.
santrifiijlendi. Ardindan hticre pelleti 1 ml d.H,O ve 1 ml sodyum hipoklorir (%10-15)
ile ¢ozulda.

Karisima 2 ml kloroform eklendi ve 37 ‘C'de 300 rpm'de 3 saat inkiibe edildi.
inkiibasyonun ardindan tiipler 4000 rpm'de 20 dk santrifijlendi.

Santriflij sonrasinda hipoklorit fazi uzaklastirildi ve ara faza zarar vermeden kloroform
fazi yeni bir tipe aktarildi.

Elde edilen kloroform fazindan yeni tiplere 100'er yl alindi ve kloroform uguncaya
kadar 80°C'de etiivde bekletildi.

Kloroform uzaklastirildiktan sonra tiiplere 5'er ml derisik H,SO,4 eklendi ve 100 ‘C'de
sicak su banyosunda 20 dk inkibe edildi.

inkiibasyon sonunda tiipler su banyosundan alindi ve sodutuldu. Ardindan 235 nm'de

absorbans olguldu.
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Yukaridaki yéntemin prensibi hicre icerisindeki PHA'larin ekstraksiyonu ve ardindan
derigik sulfurik asit ile 3-hidroksi yag asitlerinin krotonik aside indirgenmesi esasina dayanir.
Bu nedenle 1, 2, 3, 4, 5, 8 ve 10 ug/ml standart krotonik asit ¢dzeltileri hazirlandi ve krotonik
asit standart grafigi olusturuldu (Sekil 2.1). Orneklerdeki mcl-PHA miktarlari bu standart

grafigi kullanilarak hesaplandi.

2,5 1
~_ 2 T
€
c
&
& 1,5
(2]
c
£ 1
o
(24
2 s y = 0,2463x
’ R?=0,9963
0 T T T T |
0 2 4 6 8 10

Krotonik asit konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 2.1  Krotonik Asit Standart Grafigi

2.10 GC-MS ile karbon kaynagi (Oktanoat) konsantrasyonunun tayini

Uretim ortamina karbon kaynagi olarak eklenen oktanoatin konsantrasyonun
belirlenebilmesi icin Uretim ortamindan érnekler alindi ve +4°C’de 12000 rpm’de 20 dk
santrifiijlendi. Stpernatant icerisindeki oktanoatin, GC-MS ile analizlenebilmesi icin dncelikle
tirevlendirme islemi gerceklestirildi. Bu amacla, 500 ul érnek lGzerine metanol igerisinde
hazirlanmig 2500 pl %2 H,SO, ¢dzeltisi eklendi ve bu karisim 90 dakika boyunca 60°C’'de
inkiibe edildi. inkibasyonun ardindan ugucu metil esterine dénustiirilen oktanoat, 1 ml
hekzan ile ekstrakte edildi. Analiz icin Agilent 7890B GC System gaz kromatografisi, Agilent
5977E MSD MS dedektor ve DB-5MS kolon (30 m x 0,25 mm x 0,25 um film kalinhgi) kapiler
kolon kullanildi. 1 pl 6rnek enjeksiyonu gerceklestirildi. Tasiyici gaz helyum, sabit akista akis
hizi 1 ml/min, Septum Purge: 3 ml/min, Enjeksiyon sicakligi 250°C olarak kullanildi. Firin
Sicaklik Programi: 100°C' de 8 dk, Ramp 20°C, 180°C' de 3 dk olarak belirlendi. MS
parametleri ise interface sicakligi 280°C, Electron Multiper Voltage 1750 ile 2100 V
araliginda kullanildi ve scan mode m/z 45-500 aralidinda ¢alisildi. Oktanoik asit metil ester
standart grafiginden (Sekil 2.2) yararlanilarak Gretim ortaminda arta kalan oktanoat miktari

belirlendi.
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Cctanoic acid wmethyl ester
Response
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Coef of D=t (r"2) = 0.993610 Curve Fit: Linear/(0Q,0)

Sekil 2.2  Oktanoik asit metil ester standart grafigi

2.11 Berthelot yontemi ile azot tayini

Orneklerdeki azot miktarini tayin etmek icin Berthelot ydntemi kullanildi (Cizelge 2.2).
Degisik konsantrasyonlarda standart NH,Cl coézeltileri (1-20 ug/ml) hazirlanarak standart

grafigi olusturuldu (Sekil 2.3) ve olusturulan standart grafigi kullanilarak drneklerdeki azot
miktari tayin edildi.

Fenol reaktifi _: A- 1 g fenol/10 ml distile su

B- 25 mg sodyumnitroprussiyat / 50 ml distile su
A ve B c¢ozeltileri kullanmadan hemen 6nce esit hacimde karigtirilarak taze kullanilir.

Alkali hipoklorur: A- %5 NaOH

B- litrede 26 g NaOCI bulunan ticari hipoklortr
A ve B esit hacimde karigtirilir.
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Cizelge 2.2 Berthelot Yontemi

Kér (ml) Ornek (ml)
Distile su 2,0 -
Ornek - 2,0
Fenol reakiifi 0,5 0,5
Alkali hipoklorlr ¢ozeltisi 0,5 0,5

55°C su banyosunda 5 dk inklbe edilir ve 630 nm’de absorbans

okunur

‘l\)

y=0,1217x
R2=0,9957

o

Absorbans (630 nm)
(=Y
o U R, U N U oW

0 5 10 15 20 25
NH,CI Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 2.3  NH,CI Standart Grafigi
2.12  Uretilen mcl-PHA’nin izolasyonu ve karakterizasyonu

2.12.1 mcl-PHA’niIn saflastiriimasi

P. aureofaciens hucreleri tarafindan optimum kosullarda Gretilen mcl-PHA
biyopolimerinin saflastinimasi amaciyla Strazullo ve arkadaslarindan alinan yoéntem
kullaniimistir(Strazzullo vd., 2008). Kullanilan yénteme iliskin olarak izlenen adimlar asagida

verilmektedir:

1) Kiiltivasyonun ardindan elde edilen hiicreler 9000 rpm’de 4 ‘C'de 10 dk santrifiijlendi.

2) 1 g hicre peleti 50 ml saf suda ¢ézuldu.

3) Elde edilen karigim 20 dk. boyunca sonikasyona tabi tutuldu.

4) Sonikasyonun ardindan yas hucre agirhgi kadar SDS eklendi ve 50°C’de 1 saat
inkibe edildi.

5) inkiibasyon igleminin ardindan hiicre karisimi 121°C’'de 20 dk. otoklavland.
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6) Otoklavin ardindan hiicre lizati sogutuldu ve 10000 rpm’de +4 ‘C’de 30 dk. boyunca

santrifijlendi.

8) Santrifuj islemi sonucunda elde edilen mcl-PHA peleti liyofilize edildi. Liyofilize

edilen Uriin +4°C’de muhafaza edildi.

2.12.2 Spektroskopik analizler (FTIR, *C-NMR ve 'H-NMR)

FTIR spektrumu “Perkin Elmer Spectrum BX — FTIR spectrophotometer” kullanilarak
400-4000 dalga sayisinda (cm™) tarama yaparak elde edildi.

13C-NMR ve 'H-NMR analizleri igin 35 mg mcl-PHA érnegdi 1 ml CDCls'da ¢oziildii ve
300C’de MERCURY plus-AS 400 model NMR spektrometresi kullanilarak spektrumlari

alindi.

2.12.3 mcl-PHA’nin termal 6zelliklerinin belirlenmesi

Saflastirlan mcl-PHA &rneginin termal gravimetrik 6zellikleri 60 ml/dk azot gazi
altinda 10°C-500°C araliginda isitilarak (10°C/dk) TGA Q500 (TA instruments, UNAM hizmet
alimi) ile belirlendi. Termoanalitik 6zellikleri ise 30 ml/dk azot gazi altinda -60°C ile 200°C
arahginda (10°C/dk) DSC 204 (Netzsch, UNAM-hizmet alimi) ile belirlendi.

2.12.4 mcl-PHA’nin molekiil agirhiginin belirlenmesi

mcl-PHA’nin molekdl agiriginin belirlenebilmesi jel filtrasyon kromatografisinden
(Agilent 1200, UNAM-hizmet alimi) yararlanildi. Bu amagla standart polistiren ¢ozeltileri
(5.75x102, 1.53x103, 3.95x103, 10.21x103, 29.51x103, 72.45x103, 2.05x105, 4.67x105) ve
ornek 1 ml THF’ de ¢6zildi. 1ml/dk akis hizi olacak sekilde Zorbax PSM 300-S (6.2x250mm,
5um) (MW: 3x103-3x105) kolon ve ELSD dedektér kullanilarak kromatogram alindi.

Olusturulan kalibrasyon egrisi kullanilarak mcl-PHA’nin molekil buyukligu tespit edildi.

2.13 Hicre ici yag asidi tiirevli metabolitlerin ekstraksiyonu ve GC-MS ile

analizi

Hucre ici mcl-PHA Uretiminin (asin karbon kaynagi ve sinirli azot iceren kosullarda)
ve degradasyonunun (aghk kosullarinda-karbon kaynagi icermeyen ortamlarda) tesvik
edildigi kosullarda iliskin metabolit profillerini olusturmak amaciyla alinan hicre pelletlerinden
metabolitler ekstrakte edildikten sonra tlreviendirme islemi yapilarak ugucu metil esterlerine

donusturildi ve GC-MS ile analizlendi. Bu amagla asagidaki ydntemler uygulandi.
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2.13.1 Hucre ici yag asidi turevli metabolitlerin ekstraksiyonu ve

tirevlendirilmesi

Hucre icerisindeki metabolitlerin ekstraksiyonu Hoffman ve arkadaslari (Hoffman vd.,
2008) ve Chao ve arkadaslarinin (Chao vd., 2010) kullandidi yontemler modifiye edilerek
gerceklestirildi.

1. -80°C' de saklanan 2 ml ortama ait hiicre pelleti eritimeden lzerine 1 ml 3,75 M
NaOH (1:1 MeOH/d.H,O' da hazirlanmig) ve 100 ppm olacak sekilde internal standart olarak
tridekanoik asit (hekzanda) eklenerek vidali kapakli tlplere transfer edildi. (Not: aclk
kosullarinda metabolit analizlerinde 5 ml ortama ait hticre pelleti kullanildi.)

2. Ornekler 80°C'de 30 dk boyunca su banyosunda inkiibe edildi. inkiibasyonun 15.
dakikasinda vorteklenerek inkibasyona devam edildi.

3. Tiuplere 2 ml 3,25 M HCI (1:1,18) (Metanol/6 M HCI) eklendi ve 80°C'de 10 dk
boyunca su banyosunda inktbe edildi.

4. Tuplere 1,5 ml 1.1 hekzan/metil-tert butil eter eklendi ve 10 dk boyunca yavasca alt
ust edildi.

5. Ust faz yeni bir tipe aktarilarak izerine 3 ml 0,3 M NaOH (d.H,O' da hazirlanmis)
eklendi. 5 dk boyunca yavasca alt Ust edildi.

6. Faz ayrimi gézlendikten sonra st faz GC-MS' de analizlendi.

2.13.2 Hiicre i¢i yag asidi tlirevli metabolitlerin GC-MS ile analizi

Yag asidi tlrevli metabolitleri analizlemek amaciyla literatir taramasi yapildi ve
literatlirde kullanilan yéntemlerden en verimlisi belirlenmeye calisildi. Bu amacgla Chao ve
arkadaslar (Chao vd., 2010), Garcia ve arkadaslarn (Garcia vd., 2010) ve Casado ve
arkadaslarinin  (Casado vd., 1998) kullandigi analiz yoéntemleri denendi. Gaz
kromatogramlari sonucunda en etkin sonu¢ Casado ve arkadaslarinin (Casado vd., 1998)
kullandigi yontemde alindi ve bu yontem Uzerinde modifikasyonlar yapildi. Baslangic
sicakhgi (50-75°C), sliresi (1-8-10 dk), Ramp sicakhdi (8-15-20-30°C), bitis sicakligi (270-
275°C) ve siresi (1-7-10 dk) gibi parametler Uzerinde degisiklikler yapilarak analiz igin
yontem gelistirildi.

Analiz igin Agilent 7890B GC System gaz kromatografisi, Agilent 5977E MSD MS
dedektdr ve DB-5MS kolon (30 m x 0,25 mm x 0,25 um film kalinligi) kapiler kolon kullanildi.
Cihaza 1 ul érnek enjekte edildi. Total Flow: 100 ml/min, tasiyici gaz helyum, sabit akista
akis hizi 1,6 ml/min, Septum Purge: 3 ml/min, Enjeksiyon sicakligi 250°C olarak kullanildi.
Firin Sicaklik Programi: 50°C' de 8 dk, Ramp 20°C, 275°C' de 10 dk olarak belirlendi. MS
parametleri ise interface sicakligi 280°C, Electron Multiper Voltage 1750 ile 2100 V

araliginda kullanildi ve scan mode m/z 45-500 araliginda caligildi.
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Ayrica yukarida bahsedilen tirevlendirme ve analiz ydntemi kullanilarak ticari olarak
temin edilen ylksek safliktaki 3-hidroksidodekanoat (Sekil 2.4), 3-hidroksihekzanoat (Sekil
2.5), 3-hidroksioktanoat (Sekil 2.6) ve 3-hidroksitetradekanoat (Sekil 2.7) standart grafikleri
olusturuldu. ilgili standart grafikleri kullanilarak érneklerdeki metabolitler tayin edildi.
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Sekil 2.4  Metil 3-Hidroksidodekanoat Standart Grafigi
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Sekil 2.5  Metil 3-Hidroksihekzanoat Standart Grafigi
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3 - hydroxyoctancate

wentrat

Sekil 2.6 Metil 3-Hidroksioktanoat Standart Grafigi

Methyl 3-hydroxytetradecanoate
Response Ratio

o.sa_|

o Response = 3.175e-001 * Amt
Coef of Det (xr"2) = 0.996301 Curve Fit: Lineax/ {0, 0)

T T T
o o.s5 1.5 2 2.5
Concentrarion Ratcio

Sekil 2.7  Metil 3-Hidroksitetradekanoat Standart Grafigi

2.14 Hiicre igi organik asitlerin ekstraksiyonu ve HPLC ile analizi

Asiri karbon kaynag! iceren ve azot sinirlamal kosullarda (pozitif kontrol) (C/N orani
yuksek), karbon achgr kosullarinda (karbon kaynagi igeremeyen ortamda) ve azot
sinirlamasiz kosullarda (negatif kontrol) (C/N orani dusuk) metabolit profillerini olugturmak
amaciyla bu 3 farkl ortamdan 6 saatlik periyotlarla alinan hicreler 12000 rpm +4°C’de 20 dk
boyunca santrifijlendikten sonra ¢ok hizli bir sekilde daha énceden sogutulmus %0,9 NaCl
cozeltisi ile yikandi ve santrifiijin ardindan tiipler -86°C 'de saklandi. Dondurulan hicre

pelletlerinden metabolitler ekstrakte edildikten sonra HPLC (Thermo Accela) ile analizlendi.
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2.14.1 Hiicre igi Metabolitlerin Ekstraksiyonu

Dondurulmus hicre pelleti Gzerine metanol:kloroform:H,O (5:2:2) eklendi ve hicre
lizisi icin tUpler ultrasonik banyoda 10 dk inkiibe edildi. Oda sicakhginda 30 dk inkiibasyonun
ardindan 5000 rpm +4°C’ de 10 dk santrifiijlendi ve su fazi HPLC analizi i¢in kullanildi (Fukui
vd., 2013).

2.14.2 Hiicre igi Organik Asitlerin HPLC ile Analizi

Huicre igi organik asitlerin tayininde 205 nm’ye ayarlanmigs PDA dedektdr iceren Thermo
Accela HPLC sistemi kullanildi. Hucre lizizinin ardindan su fazindaki organik asitler ve
standart ¢ozeltiler Acclaim 120 C18 (3um, 120A, 4.6*150 mm, Dionex Bonded Silica) kolon
kullanilarak HPLC (Thermo Accela) ile analizlendi. Analiz i¢in kullanilan enjeksiyon hacmi 10
ul, kolon sicakligi 35 °C ve akis hizi 0,8 ml/dk’dir. Orneklerin ve standartlarin kolondan eliie

edilmesi igin gradient elisyondan yararlanildi (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3 Gradient ellsyon kosullari

Zaman (dk) HzPO, (pH 2,46) (%) MeOH (%) ACN (%) ul/dk
0.00 90 10 0 1000.0
4.00 89 10 1 1000.0
30.00 89 10 1 1000.0
30.10 90 10 0 1000.0
50.00 90 10 0 1000.0

Sitrik asit, suksinik asit, ketoglutarik asit, malik asit, izovalerik asit, butirik asit,
propiyonik asit, formik asit, valerik asit ve isobutirik asitten belirli konsantrasyonlarda
hazirlanan standart ¢ozeltisi yukarida belirtilen kosullarda analizlendi ve kromatogram elde
edildi (Sekil 2.8).
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RT: 0.00 - 50.00 SM: 5G
ML:
] 1.54E6
140 Spectrum
4 Maximum
§ nm=204.5-
1204 2055 PDA
4 Mix10lu_08grad
gio] 198 ientrev2
é ao{ 5.2
< ]
@
E 60
£ A 1224
40
207 az2.8s
] 40.52
o] i 10.11 2611 47.35 47.03
rrrgJ7rrr | rr .+ r~ 1 1+ 1T T T
0 5 10 15 20 5 30 35 40 45 50
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A 274 2056946.43
Sitksimk_Asit Target compound N/A 347 255736.01
Isovalerik_Asit Target compound N/A 3285 13857072.43
Ketoglutarik_Asit Target compound N/A 2.38 4316300.00
Butirik_Asit Target compound N/A 12.25 12686802.60
Malik_Asit Target compound N/A 364 346384 .91
Propiyonik_Asit Target compound N/A 5.12 15926891.23
Isobiitirik_Asit Target compound N/A 12.69 17935608.84
Formik_Asit Target compound N/A 1.98 10392633.46
Valenik_Asit Target compound N/A 40.43 363785613

Sekil 2.8  Sitrik asit, stksinik asit, izovalerik asit, ketoglutarik asit, butirik asit, malik asit,
propiyonik asit, izobutirik asit, formik asit, valerik asit standartlarina ait
kromatogram.

Orneklerin  enjeksiyonundan sonra elde edilen piklerin allkkonma zamanlari
standartlarin alikonma zamanlari karsilastirilarak érneklerin tanimlamasi yapildi. Ardindan
tanimlanan organik asitlerin kantifikasyonu igin, konsantrasyonlari bilinen standartlarin pik

alani kullanilarak érneklerdeki organik asit konsantrasyonu hesaplandi.

2.15 Hiicre i¢i amino asitlerin ekstraksiyonu, HPLC ve LC-QTOF-MS ile analizi
2.15.1 Hiicre i¢i amino asitlerin ekstraksiyonu

Asiri karbon kaynag! iceren ve azot sinirlamal kosullarda (pozitif kontrol) (C/N orani
yuksek), karbon achg kosullarinda (karbon kaynagi iceremeyen ortamda) ve azot
sinirlamasiz kosullarda (negatif kontrol) (C/N orani dustk) metabolit profillerini olusturmak
amaciyla bu 3 farkli ortamdan 6 saatlik periyotlarla alinan hiicreler 12000 rpm +4 °C’de 20 dk
boyunca santrifijlendikten sonra ¢ok hizli bir sekilde daha énceden sogutulmus %0,9 NaCl
cozeltisi ile yikandi ve santrifiijin ardindan tiipler -86°C ’de saklandi. Dondurulan hiicre

pelletlerinden metabolitler ekstrakte edildikten sonra analizlendi.
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2.15.2 Hucre i¢i amino asitlerin HPLC ile analizi

Cihaz : Shimadzu Nexara XR HPLC Sistemi

Kolon : Zorbax Eclipse AAA (15 cm x 4.6 mm x 3.5 uym)

Mobil Faz :

A) 40 mm NaH2P0O4.2H20 ( Su i¢inde ) pH =7.8 5 N NaOH ile ayarlandi

B) Asetonitril : MeOH : Su (45 : 45: 10)

Akis Hizi : 1.5 mL/dak

Kolon Sicakligi : 40°C

FLD Sinyal : 0 — 23 dak Ex: 340 nm Em: 450 nm 23 — 36 dak Ex: 266 nm Em: 305 nm
Enjeksiyon Hacmi : 9 yL

Gradient Programi (Cizelge 2.4) :

Cizelge 2.4 HPLC- Amino asit analizi gradient programi

Dakika Mobil Faz B (%)
0.00 - 2.85 0
2.85-27.00 57

27.00 — 28.50 100
28.50 — 34.50 100
34.50 — 36.00 0

Ornek Hazirlama:

1) 500 pL numune viale alindi. Uzerine 1 yL SSA eklenerek cihaza enjekte edildi.

SSA Cozeltisi = 2.5 g. 5-Sulfosalicylic acid dihydrate 25 mL suda ¢dzulur.

2) Turevlendirme prosediru Cizelge 2.5’te gosteriimektedir.

Cizelge 2.5 Amino asit tlrevlendirme proseduri

Cozelti

icerik

Konsantrayon

Tirevlendirme
Prosediiri (ml)

Borat tamponu (Diluent)

Borik asit + KOH

0.4 M (100 mL) pH=10.2

(Kati KOH ile ayarlanir) Diluent : 5
OPA Cozeltisi OPA + Diluent 10 mg/mL (1 mL) 10 mg Numune : 3

OPA 100 pL MeOH 900 pL OPA:1

Diluent 10 pL 3-MPA FMOC : 1
FMOC Cozeltisi ACN icinde 2.5 mg/mL (1 mL) 2.5mg Su: 64

FMOC 1 ml ACN
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2.15.3 Hucre i¢i amino asitlerin LC-QTOF-MS ile analizi

Dondurulmus hicre pelleti Gzerine metanol:kloroform:H,O (5:2:2) eklendi ve hicre
lizisi icin tUpler ultrasonik banyoda 10 dk inkibe edildi. Oda sicakhginda 30 dk inkiibasyonun
ardindan 5000 rpm +4°C’ de 10 dk santrifijlendi ve su fazi LC/Q-TOF/MS analizi igin
kullanildi (Toshiaki Fukui vd., 2013).

LC-QTOF-MS icin 6rnek hazirlama protokolu asagida verildigi sekildedir:

Ornek hacmi: 300 pL

Cozgen: (Asetonitril) Hacmi: 700 uL
Karigtirma (Vortex): 3 dk

Santrifiij: 5 dk 4000 rpm

500 pL supernatant LC vialine alinir.

Analiz Parametreleri (Cizelge 2.6 ve 2.7.)de verildigi sekildedir:

Cizelge 2.6 LC-QTOF-MS analiz parametreleri

HPLC Parametreleri
Mobil Faz A B
Su (40 mM amonyum format, | % 100 Asetonitril
% 3 formik asit)
Enjeksiyon Hacmi 10 yL
Kolon tipi ZORBAX HILIC PLUS 4.6x100 mm, 3.5 ym
Akis hizi 0,5 mL/dk
Kolon sicakhgi 20°C
Analiz siiresi 13 dk
QTOF Parametreleri
iyon Kaynagi Dual AJS ESI
iyon Polaritesi Pozitif
LC Modu MS
Kitle Araligi (m/z) 50-1000

Metod: Gradient

Gradient Prosediirii:

Cizelge 2.7 Gradient proseduri

Zaman (dk) A [%] B [%] Akis hizi (mL/dk) Max. basing (bar)
0.00 20 80 0,5 400
2.50 20 80 0,5 400
5.00 70 30 0,5 400
8 70 30 0,5 400
8.10 20 80 0,5 400
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2.16 Hiicre igi ve Hiicre Digi Lipaz ve Esteraz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Lipaz ve esteraz aktivitesinin belilenmesi amaciyla PHA yikiminin tesvik edildigi
kosuldaki ortamlardan 0-24-48-72-96 ve 120. saatlere iliskin drnekler alindi. Alinan érmekler

12000 rpm' de 20 dk santriflijlendi ve stipernatant ile hiicre pelletleri ayrildi.

Standart grafigi olusturmak amaciyla 0,1 ymol/ml p-nitrofenol stok ¢ozeltisi (pH:7,0 25
mM fosfat tamponunda) hazirlandi. Stok p-nitrofenol ¢dzeltisinden yola ¢ikilarak 0,02-0,1
Mmol/ml arasindan bir seri dilisyonlar yapilarak standart grafigi olusturuldu. 1 Unite
lipaz/esteraz aktivitesi dakikada 1 pmol p-nitrofenolin agiga c¢ikmasini saglayan enzim
miktari olarak belirlendi. Hicre disi aktivite tayini igin yikim ortamlarindan alinan érneklere
iliskin sipernatantlar kullanildi. Hicre ici aktivite igin hicre pelletleri ultra sonikatdrde 5 dk
boyunca parcaland.. ilgili tayin ydntemi Cizelge 2.8’de ve standart grafigi(Sekil 2.9)da yer

almaktadir.

Standart Cozeltisinin Hazirlanisi: %0,2 Triton X-100 igeren 135 ml pH:7,0 25 mM
fosfat tamponu 15 ml 2-propanol ile karistinildi. Standart ¢ozeltisi istenilen konsantrasyondaki

standart ¢ozeltilerinin seyreltimesinde kullanildi.

Substrat Cozeltisinin Hazirlanigi: 45 mg p-nitrofenol palmitat/p-nitrofenol asetat 15
ml 15 ml 2-propanol' de ¢dzildi ve %0,2 Triton X-100 iceren 135 ml pH:7,0 25 mM fosfat
tamponu ile karistinldi. Lipaz aktivitesi icin p-nitrofenol palmitat iceren subtrat ¢ozeltisi

kullanilirken esteraz aktivitesi icin p-nitrofenol palmitat iceren substrat ¢ozeltisi kullanildi.

Cizelge 2.8 Lipaz/Esteraz aktivite tayin yontemi

Koér (ml) Ornek / Standart (ml)

Tampon 0,1 -
Enzim - 0,1

. . . 2,0
Substrat Cozeltisi 2,0
Standart Cozeltisi - 2,0

37°C' deki su banyosunda 15 dk inkibe edilir. Ardindan 0,15 ml Na,COj; eklenir ve 410
nm’de absorbans okunur.
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0,14
0,12

0,1
0,08
0,06

0,04

Absorbans (410 nm)

0,02

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Konsantrasyon (umol/ml)

Sekil 2.9

p-nitrofenol standart grafigi

27




v

TUBITAK

3 BULGULAR ve TARTISMA

3.1 P. aureofaciens’ten ¢alkalamal kultirlerde mcl-PHA liretimi

P. aureofaciens'in hticre igci PHA yikim mekanizmasini arastirabilmek amaciyla
oncelikle hicrenin PHA Uretim profilinin detayli bir sekilde bilinmesi gerekir. PHA dretim
profilinden elde edilecek veriler yikkim mekanizmasinin yorumlanmasinda 6nemli veri
kaynaklarindan birini olusturacaktir. Bu veriler vasitasiyla hiicrenin hangi saat aralijinda
PHA drettigini, ne zaman yikima basladigini, Uretim ve yikim sirasinda ortamda ne gibi

degisiklikler oldugunu gérmek mimkun olacaktir.

P. aureofaciens' in PHA Uretim profilini belilemek amaciyla 6 saatlik periyotlar ile 120
saat boyunca 6rnek alindi ve bu 6rneklerde kuru kutle ve PHA tayini yapildi. Ayni zamanda
PHA dretiminde en etkin faktorlerden olan karbon ve azot kaynaklarinin
konsantrasyonundaki dedisimi izlendi. Bu analizlerin yani sira ayni saatlere ilisin drneklerin
bir kismi hiicre igi metabolitlerin analizleri igin -80°C' de saklandi. Genel PHA (retim profiline

iliskin elde edilen veriler Sekil 3.1’de verilmektedir.

=@=Kuru Kitle == Oktanoat == PHA Azot

16 600
14 \

\ - 500
12

10 — \
8

T
IS
o
o

(e)]
N w
o o
o o
PHA-Azot (ug/ml)

4 \
5 - 100

0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman (Saat)

Oktanoat-kuru kitle (mg/ml)

Sekil 3.1  mcl-PHA dretim profili

PHA uretim profili incelendiginde ilk 6 saat boyunca hucrenin lag fazda, 6.-60. saatler
arasinda logaritmik evrede oldugu, 60. saatten sonra ise stasyoner evreye girdigi
gorulmektedir. Hicre azot kaynaginin buyuk bir kismini lag fazinda yasamsal faaliyetlerini
surdurebilmek amaciyla genetik materyal ve protein sentezi igin kullanmaktadir. Azot kaynagi
36. saatten sonra 2-3 pg/ml aralidinda sabit kalmaktadir. Baslangicta ortamda 15 g/L
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oktanoat varken logaritmik evrede karbon kaynagini hizli bir sekilde tuketilmistir. 72. saatteki
ortamdaki oktanoat miktari 0,04 g/L olarak tayin edilmis ve 72. saatten sonra da tamamen
tiketildigi tespit edilmistir. Eksponansiyel fazin sonunda (60. saatte) maksimum PHA miktari
213,67 pg/mldir. Bu saatten sonra PHA (retimi yerine ortamda karbon kaynagdinin
tikenmesine bagh olarak mcl-PHA’nin degradasyonu s6z konusudur. 60. saatten sonra
hidcre karbon kaynagi olarak depoladigi mcl-PHA'y1 kullanabilmek igin PHA yikim yolagini
aktive etmektedir. Hiicre 96. saatten sonra 6lim fazina girmistir ve biyokutlesinde dusus
g6zlenmektedir. Elde edilen bu verilerle birlikte hlicre icerisinde PHA yikimin gergeklestirildigi
desteklenmisgtir.

Uretim ortaminda (C/N orani yiiksek ortam-pozitif kontrol) arta kalan karbon
kaynaginin tayini icin belirli araliklarla ortamdan drnek alindi ve santrifijlendi. Stpernatant

Bolim 2.10'da bahsedilen protokole gore tirevlendirildi ve GC-MS ile analizlendi.

3.2 mcl-PHA’larin Kalitatif Tayini

Uretim ortamlarindan alinarak érneklerde mcl-PHA Uretimi Sudan Black ile boyama

yapilarak kalitatif olarak izlenmistir (Sekil 3.2). Sekil 3.2'de verilen goérintiler incelendiginde

PHA konsantrasyonun 60. saatte arttigi net bir sekilde gértlmektedir.

(24. saat) (60. saat)
Sekil 3.2  Uretim ortamindan farkli zaman araliklarinda alinan érneklerde PHA'In kalitatif
tayini
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3.3 Uretilen mcl-PHA’nin izolasyonu ve karakterizasyonu

3.3.1 Spektroskopik analizler (FTIR, *C-NMR ve 'H-NMR)

P. aureofaciens tarafindan optimum kosullarda Gretim yapilarak saflastirilan mcl-PHA;
FTIR, **C-NMR ve 'H-NMR ile karakterize edilerek kimyasal yapisi hakkinda bilgi edinilmistir.
Saflagtirilan mcl-PHA’ya ait FTIR spektrumu Sekil 3.3'te verilmektedir. Elde edilen spektrum
incelendiginde gdzlenen fonksiyonel gruplar 3465 cm™ (-OH); 2958. 27 cm™ ,2930.07 cm™ ve
2858.18 cm™ (-CH; gerilme); 1743.01 cm™ (C=0O, ester grubunun); 1469.79 cm™
(8CH3/4CHy); 1380,42 cm™ (5CHs) ve 1166.66 cm™ ( C-O)dir.

110

105
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&5

235236
T
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65 5818

55

321
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Sekil 3.3  P. aureofaciens tarafindan uretilen mcl-PHA’a ait FT-IR spektrumu
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Saflastirilan mcl-PHA’ya ait **C-NMR ve 'H-NMR spektrumu Sekil 3.4 ve Sekil 3.5'da
verimektedir. Sekil 3.4'te gorildigi gibi, *C-NMR spektrumunda sekiz farkli pik
g6zlenmistir. C1 (C=0 grubu) 169.359 ppm’de; C2 (-CH, grubu) 39.08 ppm’de; C3 (-CH
grubu) 70.826 ppm’de; C4, C5, C6 ve C7 (-CH, grubu) sirasiyla 33.727, 24.667, 31.477 ve
22.441 ppm’'de; C8 (-CHs grubu) ise 13.907 ppm’de pik vermistir. Sekil 3.5'te verilen *H-NMR
spektrumu da bu sonuclari destekler niteliktedir. Spektroskopik karakterizasyon sonucunda
elde edilen veriler Uretilen biyopolimerde ester baglarinin ve yan zincirde alkil grubunun
varligini géstermektedir. Ayrica P. aurefaciens tarafindan uretilen biyopolimerin monomer
basina 8C igceren orta zincirli PHA (mcl-PHA) oldugunu ve 3-hidroksioktanoat
monomerlerinden olustugunu kanitlamaktadir.

7.301
76.980
76,660
0.926
39.080
33927
na
a“

13.907

69.355
24.667

SCcH,
7?“2
‘?Hz
SCH,
“CH, o
| 1]
{o—cH—cHaC}
3 2 1
| ;
| sl 0 { s
sl . ‘ ‘ =
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Sekil 3.4  P. aurefaciens tarafindan uretilen mcl-PHA'a ait *>*C-NMR spektrumu
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Sekil 3.5  P. aurefaciens tarafindan Uretilen mcl-PHA'a ait *H-NMR spektrumu

3.3.2 mcl-PHA’nin termal ozellikleri

Saflastirilan mcl-PHA 6rneginin termoanalitik 6zellikleri DSC 204 (Netzsch, UNAM) ile
Bolim 2.12.2°de verilen protokole gére belirlenmistir. P. aureofaciens tarafindan tretilen mcl-
PHA’nin DSC egrisi Sekil 3.6’de verilmektedir. DSC egrisinin verileri degerlendirildiginde mcl-
PHA’nin erime noktasi (Tm) “42°C”, cam gegis sicakhgi (Tg) ise “- 41°C” olarak saptanmistir.
Elde edilen bulgular mevcut literatirlerle karsilastirildiinda benzer sonuglarla
karsilasiimaktadir.

SC(miwimg) Flaw /(mlimin)

exa
00 F250

L 200

100

AL 50

.50 0 50 100 150
Temperature /*C

Sekil 3.6  Pseudomonas aureofaciens tarafindan Uretilen mcl-PHA’nin DSC egrisi
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Saflagtirlan mcl-PHA 06rneg@inin termal gravimetrik Ozellikleri ise TGA Q500 (TA

instruments, UNAM) ile Bolim 2.12.2 'de verilen protokole goére belirlenmistir. Pseudomonas

aureofaciens tarafindan uretilen mcl-PHA'nin TGA termogrami Sekil 3.7'de verilmektedir.

Termogram incelendiginde mcl-PHA’nin  kimyasal yapisinin

degradasyon sicakligi) %96’sinin tamamen bozundugu goérilmektedir.

294°C'de (Tg4; termal

n2’:33 89°C
100 4 }
]

Weight (%)
A

250.84"

06.99%

n
o

Deriv. Weight (%/"C)

0 100 200 300 400
Temperature (*C)

500

-1
600
Universs V454 TA Instrume

Sekil 3.7  P. aureofaciens tarafindan tretilen mcl-PHA'nin TGA termogrami

3.3.3 mcl-PHA’nin molekil agirhigi

Saflastirlan mcl-PHA'nin molekil agirhgi jel filtrasyon kromatografisi (Agilent 1200,

UNAM) ile belirlendi. Kalibrasyon egrisi farkh molekil agirhigina sahip standart polistiren
gOzeltileri (5.75x102, 1.53x103, 3.95x103, 10.21x103, 29.51x103, 72.45x103, 2.05x105,
4.67x105) kullanilarak olusturuldu (Sekil 3.8) ve ellisyon ELSD dedektor kullanilarak izlendi.
P. aureofaciens tarafindan uretilen mcl-PHA'nin GPC ile analizi sonucu elde edilen ellisyon
kromatogrami (Sekil 3.9) degerlendirildiginde Mn = 160,55 kDa; Mw= 248,70 kDa ve Mz=
376, 75 kDa olarak tespit edilmistir. Polidispersite ( Mw/Mn ) = 1.5 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.9 P. aureofaciens tarafindan Uretilen mcl-PHA’nin GPC ile analizi sonucu elde
edilen ellisyon kromatogrami
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3.4 Hicre ici Metabolitlerin GC-MS ile Analizi

3.4.1 Hucre i¢ci mcl-PHA uretiminin tesvik edildigi kosullarda gerceklestirilen
metabolit analizleri

Hucrenin PHA Uretim kosullarindaki metabolizmasini incelemek amaciyla 6 saatlik
periyotlar boyunca alinan dérneklerde Boélum 2.13' de verilen sekilde metabolit analizleri
geceklestirildi. PHA Uretimi sirasinda agiga c¢ikan 3-Hidroksioktanoatin degdisimine iligkin

veriler Sekil 3.10' de yer almaktadir.
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Sekil 3.10 Hoicre i¢i mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda PHA ve 3-hidroksioktanoat
miktarinin degisimi

PHA polimerinin  olusturan  3-hidroksioktanoat monomerlerinin  miktari, 3-
hidroksioktanoat standart grafigi kullanilarak hesaplandi ve PHA miktarina paralel bir sekilde
degistigi gozlendi. PHA miktar 60. saatte maksimum degerine ulasirken, benzer sekilde
hlcre igerisindeki 3-hidroksioktanoat miktari da 60. saatte maksimum degerine ulasmis ve
bu dederden sonra azalmaya baglamistir. Hucre ici mcl-PHA dretiminin tegvik edildigi
kosullarda elde edilen, PHA miktari, biyokitle ve azot miktarindaki degisimler bu degerler ile
de paralellik gostermektedir ve birbirini desteklemektedir. Tahmin edilebilecedi gibi polimer

degisimi ve monomer degisimi birbiri icerisinde tutarlilik gostermektedir.
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Belirli zaman araliklariyla alinan O6rneklerde gerceklestirilen metabolit analizleri
sonucunda elde edilen gaz kromatogramlan Sekil 3.11, Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14,
Sekil 3.15, Sekil 3.16, Sekil 3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19, Sekil 3.20 ve Sekil 3.21'de

verilmektedir.
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Sekil 3.11 Hicre i¢i mcl-PHA Gretiminin tesvik edildidi kosullarda 0. saate ait gaz
kromatogrami
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Sekil 3.12 Hoicre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 12. saate ait gaz
kromatogrami
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Sekil 3.13 Hiucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 18. saate ait gaz
kromatogrami
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Sekil 3.14 Hiucre i¢i mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 24. saate ait gaz

kromatogrami
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Sekil 3.15 Hoicre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 36. saate ait gaz
kromatogrami
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Sekil 3.16 Hiucre ici mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 48. saate ait gaz
kromatogrami
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Sekil 3.17 Hducre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 54. saate ait gaz
kromatogrami
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Sekil 3.18 Hoicre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 60. saate ait gaz

kromatogrami
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Sekil 3.19 Hiucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 72. saate ait gaz

kromatogrami
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Sekil 3.20 Hiuicre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 96. saate ait gaz
kromatogrami
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Sekil 3.21 Hucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 120. saate ait gaz
kromatogrami

Gaz kromatogramlari incelendiginde 18. saatten sonra, 3-hidroksioktanoat disinda
hicre igerisinde cesitli yag asidi tlrevli metabolitlerin varhidina da rastlanmaktadir. Bu
metabolitlerin neler olabilecegine ilisin veriler belirli saat araliginda alinan &érneklere ait
kromatogramlarda ve MS kutiphanesinden (Wiley7Nist05) elde edilen verilerden olusturulan

Cizelge 3.1' de yer almaktadir.

Cizelge 3.1 MS kutuphanesinden elde edilen metabolit profilleri (Hlcre i¢i mcl-PHA Gretiminin
tesvik edildigi kosullarda 60. saate ait 6rnek baz alinmistir)

Alikonma Zamani Bilesik ismi Qual Degeri
9.749 2-Hekzenoik asit, metil ester 95
12.176 Trans-3-oktenoik asit, metil ester 72
12.229 Cis-3-oktenoik asit, metil ester 93
12.669 2-Oktenoik asit, metil ester 93
13.440 3-Hidroksioktanoat, metil ester 97
15.935 Tridekanoik asit, metil ester (internal Standart) 98
17.591 Hekzadekanoik asit (Palmitik asit), metil ester 99
18.027 Siklopropan oktanoik asit, 2 hekzil 95

Kromatogramlardan da gorulecegi gibi 3-hidroksioktanoat miktari PHA miktarina
paralel sekilde artip azalmaktadir. Kromatogramlarda hekzanoik asit turevli bilesiklere

rastlanmistir fakat diger 3-hidroksi yag asitlerinin varligi tespit edilememistir.

Trans-3-oktenoik asit, cis-3-oktenoik asit ve 2-oktenoik asidin PHA metabolizmasinda
oktanoattan  3-hidroksioktanoat ve PHA sentezinde ara metabolitler olduklari
dustnulmektedir. Biyosentez ve yikim mekanizmalarinda benzer adimlar tUzerinde bir dizi
izomerizasyon reaksiyonlari ile donugumun gergeklestigi var sayllmaktadir. 15.935 alikonma

zamaninda gelen pik tridekanoik aside ait olup, internal standart olarak eklenmigtir. Bu pikten
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sonra genel diger piklerin organizmanin dogal metabolitleri oldugu disunulmektedir ve bunu
dogrulamak amaciyla PHA Uretiminin gerceklesmedidi genel bir besi yerinde metabolit

profilleri ¢cikartiimistir.

Alinan oOrneklerde yapilan analizler sonucu elde edilen veriler Cizelge 3.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.2 Hiucre ici mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda gergeklestirilen analizlerde
MS kitiphanesinden elde edilen metabolit profilleri

Metabolit/Zaman (Saat) 01218243648 |54 |60|72|96 | 120
Hekzanal - |- - - - - - - - - -
2-Hekzenoik asit, metil ester - |- - + [+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Oktanal - - - - - - - - - - -
Trans-3-oktenoik asit, metil ester e
Cis-3-oktenoik asit, metil ester - - - - - + |+ 1+ 1+ T+ |+
2-Oktenoik asit, metil ester - - + |+ |+ [+ |+ [+ |+ |+ |+
3-Hidroksioktanoat, metil ester - |- + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+
Tridekanoik asit, metil ester (internal Standart) | - | - S I I O I A S B S A I
9-hekzadekenoik asit, metil ester -] - - - - - - - - - -
Hekzadekanoik asit (Palmitik asit), metilester |- |- [+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+
Siklopropan oktanoik asit, 2 hekzil - - - - - -

3.4.2 Acghk kosullarinda P. aureofaciens' de mcl-PHA’nin yikim profilinin

olusturulmasi

Dogal Uretici P. aureofaciens' de PHA yikiminin tesviki amaciyla Bolim 2.5 baslhgi
altindaki kosullarda Uretim yapildi. Karbon acligi kosullarinda mikroorganizmanin htcre ici
mcl-PHA’lar1 karbon kaynagi olarak kullanmasi beklendiginden 6 saatlik periyotlarla 120 saat
boyunca kiltir ortamindan érnek alinarak hiicre i¢i yikim profilini olusturmak amaciyla mcl-
PHA, kuru kitle ve ortamdaki serbest azot miktarindaki degisimler izlendi. ilgili mcl-PHA

yikim profili Sekil 3.22'de yer almaktadir.
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== PHA (ug/ml) Azot (ug/ml) =¢=Kuru Kiitle (ng/ml)
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Sekil 3.22 mcl-PHA yikim profili (aglik kogullarinda)

Yapilan analiz sonucunda beklendigi gibi hiicre PHA'yI stres kosullar altinda, karbon
kaynadinin bulunmadigi ortamda, yasamsal faaliyetlerini strdirebilmek igin karbon kaynagi
olarak kullanmaktadir. mcl-PHA miktari 120. saatin sonunda 9 pg/ml' ye kadar dismektedir.
0 ile 6. saat arasinda hicrenin biyokutlesinde kiguk bir artis gdézlenmektedir. Serbest azot
miktarinda ayni surede yiksek miktarda azalmakta ve 30.saatten sonra azalis yavaslamakta
ve 48. saatten sonra yaklasik olarak sabit kalarak sifira dogru yaklagsmaktadir. Hiicre 0-6
saat araliginda PHA' yi depolimerize ve metabolize etmek icin gerekli enzimleri Uretmek
amaciyla ortamdaki serbest azotu kullanmaktadir. Biyokultlede ise 12. saatten sonra bir
azalma gozlenmektedir. Bu azalmanin sebebi ortamdaki karbon kaynadinin azhgi ve azot
kaynaginin yetersizligidir. 30. saatten sonrada 60. saate kadar sabit biyokultle
gozlenmektedir. Hicre asir stress kosullarina maruz kaldidi icin yasamsal faaliyetlerini
surdurmekte guclik cekmektedir ve 60. saatten sonra biyokUtlede yine bir azalma

g6zlenmektedir ve 90 ile 120. saat araliinda yaklasik olarak sabit kalmaktadir.

Alinan 6rneklerde ayni zamanda GC-MS ile genel profile benzer sekilde yikima iligskin
metabolit analizi yapildi. 3-hidroksikoktanoat miktarindaki degisim Sekil 3.23'te yer

almaktadir.
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Sekil 3.23 Aclik kosullarina ait PHA ve 3-Hidroksioktanoat miktarinin degisimi

Hucre i¢i mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullardaki profilde oldugu gibi achk
kosullarina ait profilde de benzer bir durum s6z konusudur. PHA miktarindaki degisim
beklendigi gibi 3-Hidroksioktanoat miktarindaki degisime paraleldir. Baslangigtaki PHA
miktarinin azligina bagh olarak él¢tilen 3-hidroksi oktanoat miktari da olduk¢a az olmaktadir
ve kromatogramlarda goérilen pikler oldukga kiculktir. Hatta 120.saatte 0,1 pymolin altina
dismektedir. Bundan dolayr 120. saatteki 3-hidroksioktanoat pikinin integrasyon degeri
gbzikmemektedir. Benzer durum ortamdaki diger piklerde de gdzlenmektedir. ilgili gaz
kromatogramlari ve MS kutiphanesinden elde edilen diger metabolitlere iligkin veriler Sekil
3.24, Sekil 3.25, Sekil 3.26, Sekil 3.27, Sekil 3.28, Sekil 3.29, Sekil 3.30, Sekil 3.31, Sekil

[PHA] (ng/ml)
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3.32, ve Cizelge 3.3' de yer almaktadir.
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Sekil 3.24 Aclik kosullarina ait 0. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.25 Aclik kosullarina ait 6. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.26 Aclik kosullarina ait 12. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.27 Aclik kosullarina ait 24. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.28 Aclik kosullarina ait 48. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.29 Aclik kosullarina ait 60. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.30 Aclik kosullarina ait 72. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.31 Aclk kosullarina ait 96. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.32 Aclik kogullarina ait 120. saat gaz kromatogrami

Kromatogramlardan da gorilecedi gibi 3-hidroksioktanoat miktari PHA miktarina
paralel sekilde azalmaktadir. 60.saatten sonra birgok metabolite iliskin pikler kaybolmaktadir.
Bu saatlerden sonra artik hicrenin kullanabilecedi kaynak miktari oldukga azalmaktadir.
Hucre ici mcl-PHA dretiminin tegvik edildigi kosullardan farkh olarak hekzanal, oktanal gibi
bazi aldehit tlrevli bilegiklerin varhgi gbézlenmektedir (Cizelge 3.3). Bunlarin yikim ile
iliskisinin olup olmadidi PHA uretimi olmayan ortamdaki metabolitler analizlendikten sonra

dogrulanabilecektir.

Cizelge 3.3 MS kitliphanesinden elde edilen metabolit profilleri (Aglik kosullarinda 24. saate
ait érnek baz alinmistir)

Alikonma Zamani Bilesik ismi Qual Degeri
3.637 Hekzanal 78
9.479 2-hekzenoik asiti, metil ester 87
10.541 Oktanal 72
12.176 Cis-3-oktenoik asit, metil ester 64
12.664 2-oktenoik asit, metil ester 83
13.434 3-hidroksioktanoat, metil ester 95
15.935 Tridekanoik asit, metil ester (internal Standart) 98
17.486 9-hekzadekenoik asit, metil ester 58
17.586 Hekzadekanoik asit (Palmitik asit), metil ester 98
18.021 Siklopropan oktanoik asit, 2 hekzil 91

Alinan o6rneklerde yapilan analizler sonucu elde edilen veriler Cizelge 3.4de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 3.4 Aclik kosullarinda hiicre igi mcl-PHA Uretiminin izlendigi analizlerde MS
katiphanesinden elde edilen metabolit profilleri

Metabolit/Zaman (Saat) 0 12 | 24 | 48 | 60 | 72 | 96 | 120
Hekzanal + + + + + - - -
2-Hekzenoik asit, metil ester + + + + + - - -
Oktanal - - + - - - - -

Trans-3-oktenoik asit, metil ester - - - - - - - -

Cis-3-oktenoik asit, metil ester + + + + + - - -
2-Oktenoik asit, metil ester + + + + + + + +
3-Hidroksioktanoat, metil ester + + + + + + + +
Tridekanoik asit, metil ester (internal Standart) + + + + + + + +
9-hekzadekenoik asit, metil ester + + + + + - - -
Hekzadekanoik asit (Palmitik asit), metil ester + + + + + + + +
Siklopropan oktanoik asit, 2 hekzil + + + + + + + +

Hucre ici mcl-PHA dretiminin tesvik edildigi kosullarda da oldugu gibi cis-3-oktenoik asit
ve 2-oktenoik asit gibi metabolitler gézlenmektedir. Onceden de bahsedildigi gibi bunlarin
PHA metabolizmasiyla iligkisi oldugu distnitlmektedir. Trans-3-oktenoik asit gézlenmemistir.
Fakat cis tlrevli izomerinin pikinin yaninda oldukga klglk bir pik bulunmakta ve dedeksiyon
limitinin altinda kaldig1 dusinidlmektedir. Ayrica cis-3- oktenoik asit pikinde ufak bir kayma
oldugu ve trans izomerinin olmasi gerektigi yerde geldigi dusunulmektedir. Nitekim Qual
degeri de hicre ici mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullara nazaran disik gelmistir
(Cizelge 3.3). Orneklerdeki metabolit miktarlari azaldikga dedeksiyonlari da bir o kadar
zorlasmaktadir. Ayrica izomer karakterli bilesiklerin benzer yapilarindan dolay ayrilmalari da
bir o kadar zordur. Internal standarttan sonra gelen piklerin ise organizmanin dogal

metabolizmasiyla iligkisi oldugu dusunulmektedir.
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3.4.3 Calkalamahl kilturlerde mcl-PHA iiretiminin tesvik edilmedigi kosulun

olusturulmasi

P. aureofaciens' in PHA Uretiminin tegvik edilmedigi kosullardaki profilini belirlemek
amaciyla LB ortaminda yapilan Uretimlerden 6 saatlik periyotlar ile 120 saat boyunca érnek
alindi ve bu érneklerde kuru kitle ve PHA tayini yapildi. Yapilan analizlere iliskin profil Sekil

3.33' te yer almaktadir.

== Kuru Kiitle == PHA
1,6 35
14 / - 30
E 1,2 s
® g
E - 20
208 E
2 6 J/ -
/i 5
2 04 -0 %
0,2 -5
0 0
0 20 40 60 80 100 120 140

Zaman (Saatler)

Sekil 3.33 PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosullardaki mcl-PHA yikim profili.

Yapilan analizler sonucunda hucrenin PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda da
distk seviyede PHA Urettigi fakat hicrenin bu PHA' yi kullanma yolunu tercih etmedigi
g6zlenmektedir. 24. saatten sonra hem kuru kitlenin hem de PHA miktarinin yaklasik olarak
sabit kaldi§i gézlenmektedir. Kuru kitle miktari 24. saatten sonra yaklasik olarak 1.3 mg/ml
degerinde sabit kalirken, PHA miktari da 30 pg/ml dolaylarinda sabit kalmaktadir. Hiicrenin
PHA' yi kullanmadigi yapilan metabolit analizleriyle de dogrulanmaktadir. Yapilan metabolit
analizlerine iligkin kromatogramlar Sekil 3.34, Sekil 3.35, Sekil 3.36, Sekil 3.37, Sekil 3.38,
Sekil 3.39 ve Sekil 3.40' ta yer almaktadir.
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Sekil 3.34 PHA uretiminin tesvik edilmedigi kosula ait 0. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.35 PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosula ait 24. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.36 PHA uretiminin tesvik edilmedigi kosula ait 54. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.37 PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosula ait 60. saat gaz kromatogrami
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Sekil 3.38 PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosula ait 72. saat gaz kromatogrami

Abundance
100000
90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000

10000 17154984

L e e — P . S e e — .
Time.-> 4.00 6.00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600  28.00

Sekil 3.39 PHA uretiminin tesvik edilmedigi kosula ait 96. saat gaz kromatogrami
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Abundance
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Sekil 3.40 PHA Uretiminin tegvik edilmedidi kosula ait 120. saat gaz kromatogrami
PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosulda 72. saate ait 6rnege ait MS kitiiphanesinden elde

edilen metabolit profilleri Cizelge 3.5'de verilmektedir.

Cizelge 3.5 MS kutlphanesinden elde edilen metabolit profilleri (PHA Uretiminin tesvik
edilmedigi kosulda 72. saate ait drnek baz alinmistir)

Alikonma Zamani Bilesik ismi Qual Degeri
15.903 Tridekanoik asit, metil ester (internal Standart) 96
17.549 Hekzadekanoik asit (Palmitik asit), metil ester 97
17.985 7—hgkzadeken0|k asit, metil ester / 9-hekzadekenoik asit, 58/45

metil ester

Alinan oOrneklerde yapilan analizler sonucu elde edilen veriler Cizelge 3.6’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.6 Hucre ici mcl-PHA dretiminin tesvik edilmedigi kosullarda gergeklestirilen
analizlerde MS kitiphanesinden elde edilen metabolit profilleri

Metabolit/Zaman (Saat) 0| 24 | 54 | 60 | 72 | 96 | 120
Hekzanal - - - - - - -

2-Hekzenoik asit, metil ester - - - - - N -
Oktanal - - - - - _ -

Trans-3-oktenoik asit, metil ester - - - - - N -

Cis-3-oktenoik asit, metil ester - - - - - N -

2-Oktenoik asit, metil ester - - - - - N -

3-Hidroksioktanoat, metil ester - - - - - - -
Tridekanoik asit, metil ester (internal Standart) +

+
9-hekzadekenoik asit, metil ester - +
Hekzadekanoik asit (Palmitik asit), metil ester - +

Siklopropan oktanoik asit, 2 hekzil - - - - - - -
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Gaz kromatogramlari ve MS kutuphanesinden elde edilen veriler incelendiginde PHA
Uretiminin  tesvik edilmedidi kosullarda PHA metabolizmasina iliskin  metabolitler
gozlenmemektedir. Hlcrenin bu kosullarda Urettigi eser duzeydeki PHA' yI metabolize
etmedigi dusunulmektedir. Nitekim PHA miktarinin tayinindeki degisimler ile bu durum
dogrulanmigtir. Sekil 3.33'ten de gdzlenecegi gibi 24. saatten sonra PHA miktari sabit
kalmakta ve herhangi bir azalma goézlenmemektedir. PHA Uretiminin tesvik edilmedigi
kogullarda PHA uretiminin ve yikiminin, PHA uretiminin tesvik edildigi kosullarla benzerlik
gosteren sadece iki metabolit mevcuttur. Bunlardan birincisi hekzadekanoik asit iken digeri
ise bu yag asidinin bir trevi olan 9-hekzadekenoik asittir. Bu veriler ise bu iki yag asidinin
hdcrenin rutin metaboliti oldugu ve PHA metabolizmasi ile iligkili olmadigi sonucunu

dogurmaktadir.

Her U¢ kogulda alinan éreklerde GC-MS ile belirlenen metabolitler Cizelge 3.7°de bir

araya getirilmistir.
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Cizelge 3.7 Farkh Gretim kosullarinda* GC-MS ile tayin edilen metabolitler
Metabolit/Zaman 0 12 18 24 36 48 54 60 72 96 120
(Saat)
Uretim Kosulu* S|IN|P|S S S S S S S S S S
Hekzanal - | - - - -
2-Hekzenoik asit, + - -+ + + + - - -
metil ester
Oktanal - | - - + - - - - -
Trans-3-oktenoik +| - -+ + + + - - -
asit, metil ester
Cis-3-oktenoik asit, + | - |-+ + + + + + +
metil ester
2-Oktenoik asit, + | - |-+ + + + + + +
metil ester
3-Hidroksioktanoat, + |+ |-+ + + + + + +
metil ester
Tridekanoik asit, + |- -+ + + + - - -
metil ester (internal
Standart)
9-hekzadekenoik + |- |-+ + + + - - -
asit, metil ester
Hekzadekanoik asit + | - |-+ + + + + + +
(Palmitik asit), metil
ester
Siklopropan + -+ + + + + + +
oktanoik asit, 2
hekzil

*P: Hucre i¢i mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda gergeklestirilen analizlerde MS kitiiphanesinden elde edilen metabolit profilleri

S: Aclik kosullarinda hicre igi mcl-PHA Uretiminin izlendigi analizlerde MS kitiiphanesinden elde edilen metabolit profilleri

N: Hucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda gergeklestirilen analizlerde MS kitiiphanesinden elde edilen metabolit profilleri
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Cizelge 3.7 de verilen metabolitlerin yer alabildigi metabolik yolaklar ile ilgili bilgiler BioCyc

veri tabaninin bir Uiyesi olan MetaCyc veri tabani kullanilarak asagida verilmektedir:

Hekzanal (hexaldehyde) piruvat fermentasyonu sirasinda Hekzanoil-CoA ve NADP* ve H*
varliginda(Sekil 3.41), 8-amino-7-oxonanoat biyosentezinde (Sekil 3.42), traumatin ve (2)-3-
hekzen-1-yl asetat biyosentezinde Uretilirken($ekil 3.43), piruvatin hekzanole fermentasyonunda
bir ara Urln olusarak (Sekil 3.41) tiketilebilmektedir.

pyruvateferredoxin

oxidoreductase (Ec)
pyruvate synthase {(Ca): Ca-pfoA

1.27.1
glycolysiz |{from glucose B-phosphate j—-2 pyruvate-+ \\\ 2 acetyl-Cod
4 an oxidized ferredoxin [iron-sulfur] cluster 2H*
2 coenzyme A 4 a reduced ferredoxin [iron-sulfur] cluster

2C0,

acetyl-Coh acetyltransferase {Ec): Ec-atoB
acetyl-Coh £-

acetyltransferase (Cn): Cn-bkiB

2318

\nenzyme o

hydroxybutyryl-cof
dehydrogenase (Ca): Ca-hbd
{&)-3-hydrozybutyryl-

3-hydroxybuwtyryl-

Cof dehydratase {Ca): Ca-crt
enoyl-Cod hydratase (Ec): Ec-fadB
enoyl-Cod hydratase (Ecy: Ec-fadJ

4.21.150

H+
NADH“\
NAD+-‘/

13144

3-oxohexanoyl-

)/_/— {&)-3-hydroxybutanoyl-Cof -+

Hz0

crotonyl-Cod reductase {Eq): Eg-TER

Cod thiolase {Cn): Cn-bkiB
3-ketoacyl-Coh thiolase {Ec): Ec-fadh

Cof dehydrogenase (Ch): Ch-hbd
J-hydroxyacyl-Cof
dehydrogenase (Ec): Ec-fadB
F-hydroxyacyl-Cof
dehydrogenase (Ec): Ec-fadJ

1.1.1.35 »
acetoacetyl-Colt

J-hydrozyhexanoyl-Cof

dehydrogenase {(Ch):
J-hydroxyacyl-Cof
dehydrogenase (Eck: Ec-fadB

Chb-hbd

acetyl-Cod C- 3-hydroxyacyl-Cof
acyltransferase (Ec): Ec-fadl dehydrogenase (Ecy: Ec-fadJ
¥ 23118 11135
butanoyl-Cof #-3-0xohexanoyl-Cof #{ 5)-3-hydroxyhexanoyl-Col
acetyl-Cod coenzyme A H* HaD*
HADH
3-hydroxyhexanoyl-
Co# dehydratase (Ca): Ca-crt
enoyl-CoA hydratase {Ecy: Ec-fadB ;0
enoyl-CoA hydratase {Ecy: Ec-fad.
42174
frans-2-hexenoyl-
hexanal dehydrogenase (Ca): Ca-adhE2 Cod reductase {Eg): Eg-TER
1.2.1.- 1.3.1.44 ¥
hexanal- h mnyl-CoAW&hex-z-ennyl-cnn
I
HAD(PY H HaD* H*
coenzyme & HAD{P}H HADH
N
N:DH hexanol dehydrogenase (Ca): Ca-adhE2
alcohol dehydrogenase (Ec): Ec-adhP
alcohol dehydrogenase (Ec): Ec-adhE
HAD" 1.1.1.-
1-hexanol
Sekil 3.41 Piruvatin hekzanale fermentasyonu (MetaCyc, 2016)
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pimeloyl-[acp] synthase {Bs): Bs-biol
1141512
a long-chain acyl-[acyl-carrier p in] / \‘ a0 pimeloyl-[acp]
3 oxygyen H* H*
2 areduced flavodoxin 3 HO L-alanine
2 an oxidized flavodoxin G-amino-7-oxononanoate /—
an a-alkanal synthase {Bs): Bs-bioF

23147
\La Bodo-[acyl-carvier protein]
CO,

k2
biotin biosynthesis from S-amino-7-o=ononanoate -4—38-amino-7-oxononanoate

Sekil 3.42 8-amino-7-okzonanoat biyosentezi (MetaCyc, 2016)

linoleate biosynthesis | {plants? e-linclenate biosynthesis | {plants and red algae’)
linoleate oe-linolenate
¥ ¥
{13.5)-HPODE 13{5)-HPOTE

¥
{Z)-3-hexanal

{9Z)-12-0x0-dodec-3-enoate hezanal

¥ ¥
traumatin (Z)-hex-3-en-ol {E}-2-hexenal

¥ ¥
(35-hex-3-en-1-yl acetate {E}-2-hexenol

Sekil 3.43 Linoleattan traumatin ve (2)-3-hekzen-1-yl asetat biyosentezi (MetaCyc, 2016)

trans-2-Hekzenoik asit; asetil-CoA ve malonil-CoA prekursorlarindan yagd asiti
sentazlarin etkisi ile olusturulan yag asitleridir. Spesifik olarak, (R)-3-Hidroksihekzanoik asit

ve yagd asiti sentaz arasindaki reaksiyonun trinuddr.

Oktanal (1-Octaldehyde, 1-Octylaldehyde, 1-Caprylaldehyde, 1-caprylaldehyde, 1-
octylaldehyde, 1-octaldehyde, 1-octanal,n-octanal) yag asidi aldehit dehidrogenaz ve alkol

dehidrogenaz enzimlerinin bir substratidir.

8-amino-7-oxonanoat biyosentezinde uretilirken (Sekil 3.42) oktan oksidasyonu ile
tiketiimektedir (Sekil 3.44). 1-oktanolden oktanol dehidrogenaz tarafindan katalizlenerek

oktanalin Uretim adimi tersinirdir.
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HADH

2 an oxidized rubredoxi

rubredoxin-NAD*
reductase (Po):  Po-alkT

n-alkane impart H* 11811
HAD"
n-octane 2 a reduced rmubredoxin
20
0xygen alkane hydroxylase {Po):
Po-alkB Po-alkG Po-alkT
2 an oxidized rubredoxin [RAREE
Hz (O
¥
1-octanol
an oxidized unknown electron accepto
octanol dehydrogenase (Po)y: Po-alk.
1.1.89-
an reduced unknown electron accepto
-
octanal
Hz O
NAD*"\
aldehyde dehydrogenase {Po): Po-alkH
1213
2H
MADH
¥
octanoate
COENZYme &
ATP
octanoyl-Cof
synthetase (Po): Po-alkk
G213
diphosphate
AMP
¥
octanoyl-CoAl

fatty acid f-oxidation |
Sekil 3.44 Oktan oksidasyonu (MetaCyc, 2016)

Oktanal ve hekzanal'in sadece PHA yikiminin tesvik edildigi kosullarda tespit edilmesi
bu metabolitlerin PHA degradasyonu ile ilgili yolagin Grtnleri olduklarina isaret etmektedir.
Oktanalin sadece aglk kosullarinda ve sadece 24. saatte tespit edilmesi,
Polihidroksioktanoattan, 3-HO-oktanoat olusumu ve bunun da oktanal UGzerinden diger
metabolitlere donlisimu yikim yolaginin ilk adimlarinin bu sattlerde gergeklestigini

dusindirmektedir.
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3-hidroksioktanoat: 3- veya 2- hidroksioktanoik asitlerin oktanoattan asagidaki

reaksiyon uyarinca bir ‘yag asiti peroksigenaz enzimi’ (EC 1.11.2.4) tarafindan katalizlenerek

olustugu distnilmektedir.

=

| HO—0H
o7 + —— a 3- or 2-hydroxy fatty acid +H,C

Ll

hydrogen peroxide
a fatty acid
2-oktenoik asit , oktanoatin a-C ve B-C karbonlan (C2 ve C3) arasinda meydana
gelen bir dehidrogenasyon reaksiyonu sonucu olusabilir fakat metabolizmada bu reaksiyon
FAD-bagimh bir enzim olan agil-CoA dehidrogenaz reaksiyonu ile gergeklestiginden (trans

artin olusur) serbest 2-oktenoik asitin varligi bu mekanizma tzerinden agiklanamamaktadir.

cis ve trans-3-oktenoik asitler, oktanoatin B-C ve y-C karbonlarn (C3 ve C4)
arasinda meydana gelen bir dehidrogenasyon reaksiyonu sonucu olusabilir, p-oksidasyonu

ile baglantili olduklari digunitlmektedir.

2-oktenoik asit, cis ve trans-3-oktenoik asitler, PHA Uretimin hem tesvik edildigi hem
de yikima yodnlendirildigi kosullarda yapilan Uretimler esnasinda aciga ¢ikmakta, PHA
Uretiminin tesvik edilmedigi ortamda rastlanilmamaktadir. Her ¢ kosulun metabolitlerinin
karsilastirimasi sonucu karsilasilan en bariz fark bu metabolitlerde gérilmistir. Uretimin
tesvik edildigi kosullarda zamanla gérilmeye baslanmasi ve yikimin tesvik edildigi kosullarin
ileri asamalarinda goérilmemesi metabolitin PHA sentez yolagi ile ilintili olduguna isaret
etmektedir. Trans-3-oktenoik asitin sadece PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda tespit

edilmesi kesin olarak PHA biyosentez yolaginin bir ara Grinu oldugunu géstermektedir.

Hekzadekanoik asit(palmitik asit), en yaygin doymus yag asitlerindendir. Palmitat
biyosentez yolagi ile Uretilir (Sekil 3.45). Alkan oksidasyonu, yagd asidi a-oksidasyonu
yolaklari ile tuketilir. Test edilen her U¢ kosulda da palmitik asit tayin edilmistir. Hucre
dogasina ait bir metabolit olup, tespit edilen 9-hekzadekenoik asit de bu metabolik yolakla
ilintilidir (Sekil 3.46).
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2 H

H\
J\/\/\/\/\/\/\/\ O/
[acyl-carrier protein + HzO

a palmitoyl-[acp]

l

o} OH
i ])I\/\ (I)_ NH NH
c)\/\/\/\/\/\/\/\ [an acyl-carrier protein; Y O—F"’— \/\“/ \/\SH
? H = s
i NH o} ] o} = N

palmitate [an acyl-carrier proteint”
a holo-[acyl-carrier protein]

Sekil 3.45 Palmitat biyosentezi (MetaCyc, 2016)

9-Hekzadekenoik asit (palmitoleic acid (16:1A9), palmitoleic acid, (9Z)-hexadecenoic
acid, cis-9-hexadecenoic acid, (9Z)-hexadecenoate, cis-9-hexadecenoate), bakterilerde
yaygin olarak bulunan doymamis bir yad asidi olup, diger yag asitleri gibi nadiren serbest
formda bulunur. Palmitoleat, A9 desatiiraz enziminin etkisi ile doymus yag asidi palmitattan
dogrudan ulusturulabilir. Genellikle ya agcil tasiyici proteinlerle ya da CoA ile lipitlere
inkorpore olur (Sekil 3.46).

palmitate biosynthesis 11 (bacteria and plants)

a palmitoyl-[acp]

2N
oEYgEN palmitoyl-[acyl-carrier-
2 areduced ferredoxin [iron-sulfur] nluster_\ protein] 9-desaturase {Puj: Pu-rad9

palmitoyl-[acyl-carrier-
protein] 9-desaturase (As): As-UGD277
2 Hy0 _‘/ 1.14.19.2

2 an oxidized ferredoxin [iron-sulfur] cluster

¥
a palmitoleoyl-[acp]

Hzﬂ_\\ palmitoleoyl-[acp] cir-vaccenate hiosynthesis

thioesterase (At): At-Fatb
a hofo-[acyl-carrier pmtein]_‘,/ 3.1.2.14
H-I-

ki
palmitoleate

Sekil 3.46 Palmitoleat (9-hekzanoik asit) sentezi (MetaCyc, 2016)
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Siklopropan oktanoik asit, 2-hekzil: Siklopropan yag asitleri genel olarak
siklopropan yag asiti (CFA) sentaz doymamis yag asiti zincirlerinin S-Adenozil metiyonini
kullanarak metilenasyonu yolu ile fosfolipit ¢ift tabakalarin agil zincirlerinin modifikasyonunu

katalizlemesi ile sentezlenirler (Sekil 3.47).

cyclopropane fatty acyl
= phospholipid synthase {Eck: Ec-cfa
21.1.749
a [phospholipid] olefinic fatty acid B-a [phospholipid] cyclopropane fatty acid

S—adenosyl-L-methionine S-adenosyl-L-homocysteine
H+

Sekil 3.47 Siklopropan yag asitleri sentezi (MetaCyc, 2016)

Siklopropan oktanoik asit, 2-hekzil, hicre i¢i mcl-PHA UGretimin tesvik edildigi
kosullarda 54. saatten itibaren izlenmeye bagslamis ve aclik kosullarinda da tespit edilmistir.
Bununla birlikte, hiicre i¢ci mcl-PHA Uretimin tesvik edilmedigi kosullarda gdézlenmemistir. Bu
durum, mcl-PHA sentez ve yikim metabolizmalarinin her ikisinin de ara urini olabilecegini

gOstermektedir.

3.5 Hiicre i¢i Organik Asitlerin HPLC ile Analizi

Asiri karbon kaynagi iceren ve azot sinirlamal kosullarda (pozitif kontrol) (C/N orani
yuksek), karbon achg kosullarinda (karbon kaynagi iceremeyen ortamda) ve azot
sinirlamasiz kosullarda (negatif kontrol) (C/N orani diustk) metabolit profillerini olusturmak
amaciyla bu 3 farkl ortamdan 6 saatlik periyotlarla alinan hiicreler ..’deki ydéntemde belirtildigi
gibi ekstrakte edildikten sonra HPLC ile analizlendi, analizlere ait kromatogramlar asagida

verilmigtir.

3.5.1 Asin karbon kaynagi iceren ve azot sinirlamali kosullarda (pozitif kontrol)

(C/N orani yiiksek) hiicre i¢i organik asitlerin HPLC ile analizi

Asiri karbon kaynagi iceren ve azot sinirlamal kosullarda (pozitif kontrol) (C/N orani
yuksek) hicre igi organik asitlerin HPLC ile Bélum 2.14’e verilen yontem ve protokole goére
hizmet alimi yolu ile analizlenmigtir. Yapilan metabolit analizlerine iliskin kromatogramlar
Sekil 3.48- Sekil 3.58' de yer almaktadir.
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TUBITAK
RT: 000-50.00 SM: 56
ML:
] 1.20E8
1407
] Ll
1204 2055 POA
] genel-12-2-1
4 100] 4065
% o
£ \‘
=
g ] \
4 \
: ‘ '~
7
] 1_':'.'_'. 5.41 26538 | k 47
o T T T T T T T T T Ilo T T ]I_5 T T T T 2ID T T T T 2|5 T T T T alu T T T T T T T T T 4!0 T T T T 45 T T T T 5|D
Time: {min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksimk Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalenk Asit Target compound N/A N/A N/A
Eetoglutank Asit Target compound N/A 235 6040.67
Bitink_Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propivomk Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiifink Asit Target compound N/A N/A N/A
Formuk Asit Target compound N/A 1.78 32271278
Valenk Asit Target compound N/A 40.57 4663175.67

Sekil 3.48 Hiucre i¢i mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 12. saate ait HPLC

kromatogrami.
RT: 20 -50.00 BM: 53 "
1.21E6
14 Epectam
Weadmem
Il S
12 2155 FDA
penet3E-I-
g .
§
' |II
-3
=&
=
£ |
’ \
2
! 541 M. 34T ] 4552 4372
L S e e L T L L
Time (min)
Component Mame Component Type Sample Type BT Area
Simik_Asit Target compound N/A N/A MiA
Sniksinik Asit Target compound NiA NiA WA
Lsowalerik_Asit Target compound MNiA MNiA NiA
Eetoglntarik Asit Target compound NiA 237 4087.75
Batirik_Asit Target compound MNiA MNiA NiA
Malik_Asit Target compound NiA NiA WA
Propiyonik_Asit Target compound MiA MiA NiA
Isobiarirk_Asit Target compound NiA NiA N/A
Formik_Asit Target compound HNiA 1.76 33442033
Walerik_Asit Target compound NiA 40.50 118200725

Sekil 3.49 Hiucre ici mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 36. saate ait HPLC
kromatogrami.
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TUBITAK
RT: 0.00-5000 SM: 5G
NL:
] 1.20E6
140 Spectnm
4 Mazimum
121 ey
. genel 4221
g }\
£ 7
2% \
5 o
: \
] \
] ‘ \
27
q 178 5.38 : ] \ 4770
T T T T |5 T T T T I|D T T T T 1|5 T T T T 2|D T T T T 2|5 T T T T alu T T T T _3'5 T T T T 4|u T T T T 4!5 T T T T 1
Time (i)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 237 48090.76
Bitink Asit Target compound N/A N/A N/A
Malike Asit Target compound N/A N/A NA
Propivonik_Asit Target compound N/A N/A N/A
[sobiitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 43332545
Valerik Asit Target compound N/A 40.57 3478591.63

Sekil 3.50 Hicre i¢i mcl-PHA dretiminin tesvik edildigi kosullarda 42. saate ait HPLC

kromatogra

RT: 0.00-50.00 SM: 5G

mi.

] 1.20E6
140 Spectnum
n Mai]m.rn
1207 e o
] genel-48-2-1
ﬁ 1II:~E 40
£
! o] \
I \
« \
“*3 -\
1'p® 539 473 384 4776
IJ T T T T |5 T T T T 1'0 T T T T ]I5 T T T T 2|D T T T T 2|5 T T T T alu T T T T :‘15 T T T T 4']] T T T T 4!5 T T T T _I
Time {min}
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_ Asit Target compound N/A N/A NA
Siiksimk_Asit Target compound N/A N/A NA
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A NA
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 234 5749 34
Batirik Asit Target compound N/A N/A NA
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propivonik Asit Target compound N/A N/A NA
Isobiifirik Asit Target compound N/A N/A NA
Formik Asit Target compound N/A 1.76 45380382
Valerik_Asit Target compound N/A 4058 4278511.05

Sekil 3.51 Hiucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 48. saate ait HPLC
kromatogrami.
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TUBITAK
RT: 0.00-5000 SM: 56
NL:
] 11888
1404 Spectrum
i Maf'm.rn
120 255 FoA
] genel-60-2-1
100 87
s |
2 ] \
7 o]
i \
40: |||
E \
1 538 o 331 341 | 47.28
—rTTrrrrrTTr-rrr-rrrrrrrr"rTr 1T T T T T e T
0 5 2 40 45
Time: (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksimk Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalenk Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoghutarik Asit Target compound N/A 236 3523.00
Biitink Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propivonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiifirk Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 370169 388
WValerik Asit Target compound N/A 40.61 1963236.92

Sekil 3.52 Hicre i¢i mcl-PHA dretiminin tesvik edildigi kosullarda 60. saate ait HPLC

kromatogrami.
RT: 0.00-50.00 SM: 56
NL:
] 1.10E8
140 Spectrum
] Mazimum
120 S FoA
] genel £8-2-1
glmz .53
e
5 o] \
i ]
“ \
" | \
] 538 3307 3615 3830 47.00
I S o e e L A R e
Time {min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik_Asit Target compound N/A 238 3401.60
Bitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyomk Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitirik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 37427757
Valerik_Asit Target compound N/A 4058 2010112.16

Sekil 3.53 Hiucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 66. saate ait HPLC
kromatogrami.
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TUBITAK
RT: 0.00-5000 SM: 5G
NL:
] 1.10E6
140
] Maimum
1204 205 PoA
] genel-72-2-1
% 100] 4558
g 1
e | u
2 i
5 o] |
- \
4] |
: |I
2] K
. lf_ﬁ 536 3300 38,08 3831 | 47,80
D T T T T T T T T T 1IQ T T T T l|5 T T T T 2| T T T T T T T T T T T T T T "_jI‘S T T T T 4|u T T T T 4!5 T T T T 1
Time {rmin)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarnk Asit Target compound N/A 237 1374.79
Biitinik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik_Astt Target compound N/A N/A N/A
Propivonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitink_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 440021 81
Valenk Asit Target compound N/A 40.61 546684.94

Sekil 3.54 Hicre i¢i mcl-PHA dretiminin tesvik edildigi kosullarda 72. saate ait HPLC

kromatogrami.
RT: 000-5000 SM:5G
NL:
] 1.10E6
1407
4 Maximum
1204 %fﬂiga
] genel-84.2-1
g0 A
£ 1
i ‘ \
gy ]
n G ‘\
g 7 \
" \
] \
4 178 -
- i 5.4 3826 | 44 85
T LI T |5 T T T T 1'() T T T T 1|5 T T T T 2II:| T T T T 2I5 T T T T 3"] T T T T eld T T T T 4"] T T T T T T T T 1
Time: min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrk Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalenik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutank Asit Target compound N/A 241 204341
Biifirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyomik Asit Target compound N/A 535 170125.62
Isobiifink_Asit Target compound N/A N/iA N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.75 442034 01
Valenk Asit Target compound N/A 40.60 695068.91

Sekil 3.55 Hiucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 84. saate ait HPLC
kromatogrami.
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TUBITAK
RT: 0.00-5000 SM: 56
NL:
] 1188
140 Spectrum
] Ma::an&rn £
12 285 FOA
] ) geneh-20-2-1
§ IDC'E 50
£ |
: \
&
“
x; '*
]\ 5.24 36.18 \ ATET
u T T T T |5 T T T T 1'() T T T T ]I5 T T T T 2|D T T T 2|5 T T T 3|u T T T 3'5 T T ‘1!0 T T T T T 5'0
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalenik Asit Target compound N/A N/A NA
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 238 419410
Biifink_Asit Target compound N/A N/A NA
Malik Asit Target compound N/A N/A NA
Propivonik Asit Target compound N/A 534 167900 41
Isobiifirik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formuk Asit Target compound N/A 1.76 374835.69
Valenk Asit Target compound N/A 40.61 1456015.12

Sekil 3.56 Hicre i¢ci mcl-PHA dretiminin tesvik edildigi kosullarda 90. saate ait HPLC

kromatogrami.
RT: 0.00-5000 SM: 56
NL:
] 1.10E6
1407
] Mafmm 5.
1207 2055 FDA
] genel 98-2-1
o] g
£
=
- \
i \
=~ \
1 1m
1P e N
IJ T T T |5 T T T T llo T T T T 1|‘5 T T T T 2|D T T T 2|5 T T T 3'0 T T T 3‘5 T 4|u T T T T T T T 5|D
Time {min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitnk_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksinik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 235 7956.78
Bitink Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propivonik Asit Target compound N/A 5.34 161189 44
Isobiitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 55994823
Valerik Asit Target compound N/A 40.57 4174464 .86

Sekil 3.57 Hiucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 96. saate ait HPLC
kromatogrami.
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TUBITAK
RT: 0.00-5000 SM: 56
NL:
] 1.10E8
140+ Spectrum
] Maximum
120 Ez';o;ga
] genel-120-2-
gmc{ o 1
i
L \
i \
] §
2] \
1 e . |
] 5.35 3585 4703
N o oo o o o e e L o e A o o o e L B e o o s e e e e e LA s o
0 5 10 15 0 25 )
Time {min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitnk_ Asit Target compound N/A N/A N/A
Stiksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalenk Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 236 4053 .64
BiitirikAsit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propivonik_Asit Target compound N/A 535 15348223
Isobiitirik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 47892323
Valenk Asit Target compound N/A 40.65 879131.91

Sekil 3.58 Hicre i¢i mcl-PHA retiminin tesvik edildigi kosullarda 120. saate ait HPLC
kromatogrami.

Alinan o6rneklerde yapilan analizler sonucu elde edilen veriler Cizelge 3.8’de
Ozetlenmistir.

Cizelge 3.8 Hiicre ici mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda alinan HPLC
kromatogramlarinin sonuglari

Ketoglutarik asit

(MM) 0,0016| 0,0011| 0,0013| 0,0015| 0,0009| 0,0009| 0,0005| 0,0001| 0,0011| 0,0021| 0,0011

Formik asit (mM) | 10,8682 | 11,2628 | 14,5934 | 15,3504 |12,4665|12,6048 | 14,8492 | 14,917 |12,6236| 18,8578| 16,129

Valerik asit (mM) | 153,8217 | 38,9902 | 114,7464 | 141,1329 | 64,7602 | 66,3065 | 18,0332 | 22,9279 | 48,0289 | 137,7008 | 28,9995

sobditirik asit (mM) 0 0 0 0 0 0| 1,3279| 1,3113 1,2582 1,198

Hucre ici mcl- PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda alinan HPLC kromatogramlari
kantitatif olarak degerlendirildiginde ketoglutarik asit (okzoglutarik asit) formik aist, valerik asit
(pentanoik asit) ve izo butirik aist tayin edilebilmis, standart olarak verilen diger organik

asitler tayin araliklarinin altinda kalmalari nedeni ile 6rneklerde tespit edilememigtir.
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TUBITAK

3.5.2 Karbon ac¢hgi kosullarinda (karbon kaynagi iceremeyen ortamda) hiicre

ici organik asitlerin HPLC ile analizi

Karbon acgligi kosullarinda (karbon kaynagi iceremeyen ortamda) hicre igi organik
asitlerin HPLC ile Bolim 2.14’e verilen yontem ve protokole gdre analizlenmigstir. Yapilan

metabolit analizlerine iliskin kromatogramlar Sekil 3.59 - Sekil 3.69' da yer almaktadir.

RT: 0.00 - 50.00 SM: 5G

NL:
] 11888
140 Spectrum
] Maximum
1205 E=ﬁgn
] yikim-12-2-1
g100] ﬁ
£ 7
2 BDE \
7
£ o |
] \
] \
] 178 \
] L 542 3644 J £1.52
T L T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
i 5 10 15 20 5 0 5 41 5
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Stksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalenk Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutank Asit Target compound N/A 238 1084.07
Biitirik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyonik Asit Target compound N/A N/A N/A
[sobiifirk_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik_Asit Target compound N/A 1.76 736774.55
Valerik_Asit Target compound N/A 40.60 7450859.14
Sekil 3.59 Aclik kosullarinda 12. saate ait HPLC kromatogrami.
RT: 0.00-50.00 SM: 56
NL:
] 1.10E8
140 Spectrum
4 Maximum
120] Ezﬁgﬁ.
] yikim-26-2-1
8100 £2
i
5 \
g ] \
]
. |
] l_ ol 3637 ] 47.13
T L T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 3 5 40 5
Time: (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_ Asit Target compound N/A N/A N/A
Stiksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 239 480.34
Batirik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Propivonik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 198 68254.71
Valerik Asit Target compound N/A 40.63 3163313.82

Sekil 3.60 Agclik kosullarinda 36. saate ait HPLC kromatogrami.
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TUBITAK
RT: 0.00-50.00 SM: 56
e
] 1.20E6
140 Spectrum
- Maximum
2] 2055 POA
] yikim-42:2-1
8100 4062
£ 7
% ‘ \
@ i
n 6 \
& ]
] \
] 170 \
3 5.42 3380 3315 3850 | 47.18
L L e I "SI A S e e
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type ET Area
Sitnik_ Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksimk_Asit Target compound N/A N/A NA
Isovalenk Asit Target compound N/A N/A NA
Ketoghutarik Asit Target compound N/A 236 3013.16
Biifink Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A NA
Propivonik Asit Target compound N/A N/A NA
Isobiifirik Asit Target compound N/A N/A NA
Formik Asit Target compound N/A 108 82148 24
Valerik Asit Target compound N/A 40.60 522351.13
Sekil 3.61 Aclik kosullarinda 42. saate ait HPLC kromatogrami.
RT: 000-50.00 SM: 56
NL:
] 1.18E8
140 Spectrum
i Maiirrun
1207 055 PR
] yikim-48-2-1
% 1007 40,60
|
: =]
i \
4] \
] \
Mo 178 \
3 541 3554 | \ 47.00
T T T |5 T T T T IIO T T T T 1|5 T T T T zln T T T T 2|5 T T T T 3'0 T T T T 3'5 T T 4|u T T T T T T 5|D
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksimk Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalenk Asit Target compound N/A NiA N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A N/A N/A
Biifirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A NiA N/A
Propivonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitinik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 198 71503.57
Valerik Asit Target compound N/A 4055 6818704.37

Sekil 3.62 Aglik kosullarinda 48. saate ait HPLC kromatogrami.
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TUBITAK
RT: 0.00-50.00 SM: 56
NL:
] 1.20E6
140
z e
120 %.5 FDA
] yikim-60-2-1
oo ﬁ{
£
2™ \
2 i
% 60 |
E 1 ||I
4]
2]
1 1
] 540 £5.03
——rTrrrr—T T T —
] 35 50
Time {min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalenk Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 238 1454.62
Biitink Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propivonik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiifink_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 552055.86
Valerik_Asit Target compound N/A 40.61 609759.79
Sekil 3.63 Aclik kosullarinda 60. saate ait HPLC kromatogrami.
RT: 0.00-5000 SM: 55
NL:
] 1.20E6
1407
i Maudmum
1207 2055 FDA
] yikim-68-2-1
£ 7
2 ™ \
2 i
% 60 \
& ]
40: |I|
2] 17
J L 541 2 I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T 1
] 5 10 15 20 25 0 5 45
Time {min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksimk Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 236 445973
Biitirik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Propivonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiifirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.98 04417.03
Valerik_Asit Target compound N/A 40.64 1248994 75

Sekil 3.64 Aglik kosullarinda 66. saate ait HPLC kromatogrami.
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TUBITAK
RT: 0.00-50.00 SM: 56
ML
] 1.20E8
140 Spectrum
] ol
1204 5055 FDA
] yikim-72-2-1
= g0
g 7
3 ™ \
L=
i \
4(): I||
] \
2w 178
] 541 \ 4733
T T T |5 T T T T lll:_J T T T T 1|.5 T T T T 2|IJ T T T 2|5 T T T 3']] T T T T 36 T T T T T 5|n
Time: {min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Stiksinik_Asit Target compound N/A N/A NA
Isovalerik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 238 1061.30
Biitink Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Proprvomk Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobttink_Asit Target compound N/A N/A NA
Formik Asit Target compound N/A 198 76772.03
Valerik_Asit Target compound N/A 40.60 521318.01
Sekil 3.65 Aclik kosullarinda 72. saate ait HPLC kromatogrami.
RT: 0.00-50.00 SM: 56
NL:
] 1.20E8
1404 Spectrum
4 M:u_:im.m
1207 2055 PR
] yikim-84-2-1
#1005 23
i~
3 o] '\
g
“ \
] \
2 178 \
g 540 4773
L WA E B e s B e e e e s ey e T T
] 5 10 15 20 5 40 45
Time {min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksintk Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 238 385.14
Biifirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propivomk Asit Target compound N/A N/A N/A
[sobiitinik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik_Asit Target compound N/A 1.97 78496.08
Valerik_Asit Target compound N/A 40.60 47647032

Sekil 3.66 Aclik kosullarinda 84. saate ait HPLC kromatogrami.
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TUBITAK
RT: 0.00-5000 SM: 56
ML
] 1.21E8
1407
: emr
120 %.5 POA
] yikim-80-2-1
100 4978
;= |
= 5
& ]
R
2] 1
] 540 318 4896
L A T !
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksimk Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalenk_Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 237 0200
Biitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propivonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiiftink_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 690243 08
Valerik_Asit Target compound N/A 40.62 88343401
Sekil 3.67 Aclik kosullarinda 90. saate ait HPLC kromatogrami.
RT: 0.00-50.00 SM: 56
NL:
] 1.20E8
1407
: o
120 2055 FDA
] yikim-26-2-1
8100 40,80
i
7 o]
i \
] \
2 17 ‘ \
] L 530 7.7
L’l T T T |5 T T T T IIO T T T T I|5 T T T T 2"] T T T 2|5 T T T T 3'0 T T T T _3'6 T T 4']] T T T T 4|5 T T T T 1
Time {min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A NA
Siiksinik Asit Target compound N/A N/A NA
Isovalenk Asit Target compound N/A N/A NA
Ketoglutank Asit Target compound N/A 238 138479
Butirik_Asit Target compound N/A N/A NA
Malik Asit Target compound N/A N/A NA
Propiyvonik Asit Target compound N/A N/A NA
Isobiitirik_Asit Target compound N/A N/A NA
Formik Asit Target compound N/A 1.90 60591.92
Valerik_Asit Target compound N/A 40.60 5675168.89

Sekil 3.68 Aglik kosullarinda 96. saate ait HPLC kromatogrami.
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TUBITAK
RT: 0.00-5000 SM: 56
ML:
] 12058
140 Spectrum
- Maiin'l.rn
1207 Q_E—:C;DEPA
] yikim-120-2-1
8 100 4087
g 1
7 o] %
I§ : ||I
“_C._ !
: 178 I"
o] "
] J\ 5.30 BN J \ :
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 0 5 k) 35 40 45 5
Tirme (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik Asit Target compound N/A N/A N/A
Silksimk Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 238 580.65
Biifink Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Propivonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitink_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 953016.01
Valenk Asit Target compound N/A 40.59 3259695.05

Sekil 3.69 Aclik kosullarinda 120. saate ait HPLC kromatogrami.

Alinan o6reklerde yapilan analizler sonucu elde edilen veriler Cizelge 3.9'da

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.9 Karbon achgi kosullarinda (karbon kaynagi iceremeyen ortamda) hicre igi
organik asitlerin HPLC ile analizi ile elde edilen sonuglar

Bilesik/h 12 36 42 48 60 66 72 84 90 96 120
Ketoglutarik

asit 0,0003 0,0001 | 0,0008 0 0,0004 | 0,0012 | 0,0003 | 0,0001 | 0,0002 | 0,0004 0,0002
(mM)

Formik asit

(MM) 24,8129 | 2,2987 | 2,7666 | 2,4081 |18,6223| 3,1797 | 2,5855 | 2,6436 | 23,5489 | 2,0406 | 32,1257
Valerik asit

(mM) 245,7775 | 104,3465 | 17,2305 | 224,9249 | 20,1138 | 41,1999 | 17,1964 | 15,7171 | 29,1414 | 187,2037 | 107,5058

Karbon acghgi kosullarinda (karbon kaynadi iceremeyen ortamda) alinan HPLC

kromatogramlar kantitatif olarak degerlendirildiginde ketoglutarik asit (okzoglutarik asit),

formik asit ve valerik asit (pentanoik asit) tayin edilebilmis, standart olarak verilen diger

organik asitler tayin araliklarinin altinda kalmalari nedeni ile 6érneklerde tespit edilememigtir.
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3.5.3 Azot sinirlamasiz kosullarda (negatif kontrol) (C/N orani diigtik) hiicre igi
organik asitlerin HPLC ile analizi

Asiri karbon kaynagi iceren ve azot sinirlamall kosullarda (pozitif kontrol) (C/N orani
yuksek) hucre ici organik asitlerin HPLC ile Bélum 2.14’e verilen yontem ve protokole gore
hizmet alimi yolu ile analizlenmistir. Yapilan metabolit analizlerine iliskin kromatogramlar
Sekil 3.70- Sekil 3.79' da yer almaktadir.

RT: 0.00-50.00 SM: 5G

_ NL
] 1176
140 Spectrum
4 Maxdimum
1 nm=204.5-
1207 055 PDA
] LB12.21
%100] ez
-
8 80
< 7 \
£ ‘ \
-
4 \
] \
=]
1 ?L7 546 3442 3662 3683 4763
g T 15 B % 3 3 40 i %
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Stksinik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutark_Asit Target compound N/A 235 6308.35
Biitirik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyonik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitirik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.98 45761.70
Valerik Asit Target compound N/A 40.56 38810228.27

Sekil 3.70 PHA Uretiminin tesvik edilmedigi

RT: 0.00-50.00 SM: SG

kosullarda 12. saate ait HPLC kromatogrami.

_ NL
] 11968
140: Spectrum
4 Masdmum
& nm=204.5-
1207 2055 PDA
] LB-36-2-1
3100] 40.83
2 7 f\
# 5o |
< 7 H
o |
z \
ang \
20] 178 \
] S.44 34.57 3664 38.74 | 47.94
L e e L s s e e e e e e e B e L s s e e e sy B s g B B R
5 10 15 20 5 30 35 40 a5 50
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Stiksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 237 2794 46
Bitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobitirik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik_Asit Target compound N/A 198 114493.98
Valerik Asit Target compound N/A 40.62 1547851.96

Sekil 3.71 PHA uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda 36. saate ait HPLC kromatogrami.
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RT: 0.00-50.00 SM: 5G
_ NL:
] 1.2066
140: Specirum
4 Mapdmum
4 nm=204.5-
120 2055 PDA
] LB422-1
E 100; 40.99
£
3 80
<
é 0]
L
407 \
205 178
1 A ss et |
0 5 10 15 2 x 30 3 40 4 50
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik Asit Target compound N/A N/A N/A
Stiksinik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 2.40 2588.67
Biitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 682039.45
Valerik Asit Target compound N/A 40.59 1644868.09
Sekil 3.72 PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda 42. saate ait HPLC kromatogrami.
RT: 0.00-50.00 SM: 5G
_ ML
] 1.2066
140: Spectrum
4 Mapdnum
4 nm=204.5-
120 2055 PDA
] LB-60-2-1
8 100] 40.92
£
B 80
<
é 0]
& E 1
407 \
20]
1 178
4 L 543 3406 3627 3842 |
0 T T T T é T T T T 1|0 T 1|5 T T T 2|D T 2[5 T T T T 3|D T T T T 3|5 T T T T 4|CI T T 4|5 5|D
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 238 2343.04
Biitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 508844.39
Valerik Asit Target compound N/A 40.59 3532576.57

Sekil 3.73 PHA uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda 60. saate ait HPLC kromatogrami.
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RT: 0.00-50.00 SM: 5G

/@‘

TUBITAK

_ ML
] 1.2066
140: Spectrum
4 Mapdimum
4 nm=204.5-
120 2055 FDA
] LB-66-2-1
8100] 40,85
§ a0 ‘
<
s \
z 80 '
407 \
]
1 1'18 541 3346 3652 | 48.52
0 5 10 15 20 2 30 3 40 3 %0
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik Asit Target compound N/A N/A N/A
Stiksimik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 2.35 5832.25
Biitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 2.01 4354899
WValerik Asit Target compound N/A 40.60 1686357.76
Sekil 3.74 PHA Uretiminin tegvik edilmedigi kosullarda 66. saate ait HPLC kromatogrami.
RT: 0.00-5000 SM: 5G
_ ML
] 1.2066
140: Spectrum
4 Mapdmum
4 nm=204.5-
120 2055 PDA
] LB-722-1
8 100] 40.99
§ a0 |
<
5 \
¢ \
407 \
E K
1P 542 3444 3563 3875 | 47.40
0 T T T T é T T T T 1|CI T T 1|5 T T T 0 T T T T 5 T T T T 3|D T T T T 3|5 T T 4|0 T T T T 4|5 T T T T 5|D
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Stiksimik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 2.36 2257.23
Biitirik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 38043980
Valerik Asit Target compound N/A 40.61 2907863.60

Sekil 3.75 PHA uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda 72. saate ait HPLC kromatogrami.
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RT: 0.00-50.00 SM: 56
_ ML
] 1.2066
140: Specirum
4 Mapdmum
4 nm=204.5-
120 2055 PDA
] LB-84-2-1
8 100] 4069
§ a0
<
é 0]
L
40+ \
] \
Q“E o\
1 s 542 3395 3645 3857 | 47.28
u|||||||||1|0| 1|5 IIIZIDIIIII_.’I‘SI ISIDI ||3|5||||4|0||| 4|5 |||5|D
Time {min}
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksinik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 23 4036.68
Biitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 356797.96
Valerik Asit Target compound N/A 40.59 110424761

Sekil 3.76 PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda 84. saate ait HPLC kromatogrami.

RT: 0.00-50.00 SM: 5G

_ ML
] 1.2066
140: Specirum
4 Mapdmum
i nm=204.5-
120+ 2055 PDA
] 18-90-2-1
8100 40.84
§ a0
-
é 0] ‘
L
4 ‘ \
] \
E K
1P 54 3411 3877 | 47.95
0 T T T T é T T T T 1|CI T 1|5 T T T 0 T T T T 2[5 T T 3|D T T T T 3|5 T T T T 4|0 T T T 4|5 T T T 5|D
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik Asit Target compound N/A N/A N/A
Siiksimik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 2.39 1412.72
Biitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 39542236
Valerik Asit Target compound N/A 40.63 1183284.84

Sekil 3.77 PHA uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda 90. saate ait HPLC kromatogrami.
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RT: 0.00-50.00 SM: 56
ML
] 1.1966
140: Spectrum
4 Maximum
4 nm=204.5-
120 2055 PDA
] LB8-96-2-1
8 100] 4061
8 a0 ‘f\
<
% 0]
L
407 ‘ \
] \
20 k
1 541 3408 3633 38.68 | 47.90
0 T T T T é T T T T 1|CI T T 1|5 T T T 2|D T T T T 2[5 T T T 3|D T T T T 3|5 T T T T 4|0 T T T T 4|5 T T T 5|D
Time (min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Stuksimmik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 235 5210.58
Biitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitink_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 411470.28
Valerik Asit Target compound N/A 40.60 3290778.79
Sekil 3.78 PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda 96. saate ait HPLC kromatogrami.
RT: 0.00-50.00 SM: 5G
_ NL:
] 1.2066
140: Specirum
4 Mavximum
B nm=204.5-
120 2055 PDA
] LB-120-2-1
%1007 40.85
§ a0
<
40+ \
7 \
2] ‘ k
1 178
1 L 542 36.35 ] 48.07
0 T T T T é T T T T 1|CI T 1|5 T T T 2|0 T T T T 2|5 T T 3\0 T T T T 3|5 T T 4-|0 T T T 4|5 T T 5|G
Time {min)
Component Name Component Type Sample Type RT Area
Sitrik Asit Target compound N/A N/A N/A
Stiksimik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isovalerik Asit Target compound N/A N/A N/A
Ketoglutarik Asit Target compound N/A 23 423475
Biitirik Asit Target compound N/A N/A N/A
Malik Asit Target compound N/A N/A N/A
Propiyonik Asit Target compound N/A N/A N/A
Isobiitirik_Asit Target compound N/A N/A N/A
Formik Asit Target compound N/A 1.76 647068.04
Valerik Asit Target compound N/A 40.61 650624.86

Sekil 3.79 PHA uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda 120. saate ait HPLC kromatogrami.
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Ketoglutarat

=¢=P =fl=N =S

__0,0025

=

f_ 0,002

s 0,0015

g 0,001

€ 0,0005

o N

c 0

(=]

x 12 36 42 48 60 66 72 84 90 96 120

Zaman (saat)

Formik asit

=4¢=P =@ll=N =S

Konsantrasyon (mM)

12 36 42 48 60 66 72 84 90 96 120

Zaman (saat)
Valerik asit
1400
* ——P —@—N —A—S
31200 \
£ 1000 \
c
% 800 \
g 600 \
2 400
(=]
X 200
0
12 36 42 48 60 66 72 84 90 96 120

Zaman (saat)

Sekil 3.80 Farkli Uretim kosullarinda* HPLC ile tayin edilen organik asitlerin zamanla
degisim profili
* P: Huicre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullar
S: Aclik kosullarinda hicre igi mcl-PHA Uretiminin izlendigi kosullar
N: Hucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosullar
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PHA Gretiminin tesvik edilmedigi kogullarda alinan HPLC kromatogramlari kantitatif
olarak degerlendirildiginde ketoglutarik asit (okzoglutarik asit), formik asit ve valerik asit
(pentanoik asit) tayin edilebilmis, standart olarak verilen diger organik asitler tayin
araliklarinin altinda kalmalari nedeni ile drneklerde tespit edilememistir. Alinan érneklerde
yapilan analizler sonucu elde edilen veriler Sekil 3.80'de verilmig, Cizelge 3.10'da
Ozetlenmistir. Tespit edilen organik asitlerin miktarlari analizlenebilen araliklarda degiskenlik
gOstermektedir.

Cizelge 3.10 PHA Uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda (negatif kontrol) (C/N orani disuk)
hiicre i¢i organik asitlerin HPLC ile analizi

Bilesik/h 12 36 42 60 66 72 84 90 96

Ketoglutari

k asit 0,0017 0,0007 | 0,0007 0,0006 0,0015 | 0,0006 | 0,0011 | 0,0004 | 0,0014

(mM)

Formik asit

(mM) 1,5411 3,8559 | 22,9695 | 17,1367 1,4666 |[12,8123| 12,0161 | 13,3169 | 19,7962 | 21,7918
Valerik asit

(mM) 1280,2121 | 51,0581 | 54,2584 | 116,5272 55,627 |95,9202| 36,4252 | 39,0324 | 108,5511 | 21,4618

a-ketoglutarik asit(2-oxopentanedioate; Pentanedioic acid, 2-oxoglutaric acid; 2-
oxopentanedionate), glutarik asitin keton tlrevi olup, glutamatin deaminasyonu ile Uretilen

izositrattan sonra Siksinil-CoA’dan dnce gelen sitrat ¢cevriminin bir ara Grinuddr.

Amino asit sentezi icin de bir ¢ikis maddesi olup, Glutamin sentetaz ile glutamattan
glutaminin sentezi gerceklesebilir. a-ketoglutarat, metabolik yollarda en o6nemli azot
tasiyicilardan birisidir. Amino asitlerin amino gruplari transaminasyonla a-ketoglutarata
baglanirlar. a-ketoglutarat anapletorik reaksiyonlara girerek, glutamin, histidin, lizin
biyosentezi sirasinda (Uretilebildigi gibi suksinil-CoA’nin dekarboksilasyonu (Sekil 3.81),
amonyagin asimilasyonu gibi pek ¢ok reaksiyonlarda tuketilmektedir. Hucre i¢i bu dinamikler
nedeni ile oldukg¢a disik konsantrasyonlarda, dalgalanmali bir profil gostermektedir (Sekil
3.80).
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a [2-oxoglut e dehydrogenase

dihydrolipoate E2 protein] A -lipoyl-L-lysine
dehydrogenase (Ec): Ec-lpd

dihydrolipoyl H' H* 2-oxoglutarate
dehydrogenase (Hs): Hs-DLD HADH 2-oxoglrtarate  decarboxylase (Ec): Ec-such

oxoglutarate

dihydrolipoyltranssuccinylase dehydrogenase (Hs): Hs-OGDH

=(dihydrolipoyllysine:NAD+ +
oxidoreductase {Bs): Bs-pdhD NAD Q2 1242
1.81.4
a[2-oxoglutarate dehydrogenase a[2-oxoglutarate dehydrogenase E2
E2 protein] & -dihydrolipoyl-L-lysine protein] A7 -SF-succingldihydrolipoyl-L-lysine

succinyl-Cof coenzyme A

dihydrolipoyltranssuccinglase {Ec): Ec-sucB
dihydrolipoyllysine-resid
succinyltransferase (Hs): Hs-DLST
23181

Sekil 3.81 a-ketoglutaratin stiksinil-CoA’ya dekarboksilasyonu (MetaCyc, 2016).

Formik asit; en basit karboksilik asit olan format normal metabolizmada bir ara
urindudr. Tipik olarak asetat Uretiminde yan Urln olarak uretilir. Cogu bakteriler, 6zellikle
Enterobacteriaceae ailesinin Uyeleri piruvati formik asite metabolize edebilir. Formik asit
formik hidrojenliyaz ile H, ve CO,e donlsebilir. Bu enzim sadece anaerobik kosullar
altinda cahlsir (HMDB, 2016). Buna karsin Pseudomonas’lar, formati kullanamaz, fakat bir
kismi NAD"- bagimli format dehidrogenaz ile H, ve CO,’e donlsebilir, digerleri ortamda yan

uriin olarak biriktirebilir (Ramos ve Filloux, 2007; Tishkov ve Popov, 2004)

Format, alkan biyosentezinde, benzoil-CoA yikimi, yag asidi o oksidasyonu sirasinda
uretilebilmektedir (Sekil 3.82) gibi, karisik asit fermentasyonu CO,’e oksidasyon, ozalat

yikimi sirasinda da tuketilebilmektedir.

Calisilan kosullarda hicre ici formik asit dizeyleri incelendiginde, PHA Uretiminin
tesvik edildigi kosullarda hlcre i¢i konsantrasyonunun c¢ok dedisiklik gostermedigi buna
karsin aclik ve PHA Jdretiminin tesvik edilmedigi kosullarda degiskenlik gosterdigi
gorulmektedir. Yag asitlerinin a- oksidasyonu sirasinda Uretiliyor olmasi, PHA hidroliz

urtnlerinin yalniz -oksidasyon degil, a-oksidasyona da ugrayabilecegini gostermektedir.
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phytol degradation

H;0

MAD*"\
2H' ‘//

MHADH

v

TUBITAK

a J-methyl-branched 2,3,4-saturated fatty acid

ATP
COENZYMmE A_-\‘
diphosphate _‘,/‘

AP

J-methyl-branched
2,3,4-saturated fatty

acyl-CoA ligase (Rn): Rn-Acsl
Tatty acid:Cod ligase
{(AMP-forming) (Ha): Ha-ACSL1
J-methyl-branched fatty
acid-Cod ligase (Hs):
Hs-SLC27A2

[+ B iz0ozymes]

G213

¥
a 3-methyl-branched 2,3,4-saturated fatty acyl-Col

oXYgEn

2—nxnglutamie\\
C0, 4/‘

succinate

J-methyl-branched 2,3,4-
saturated fatty acyl-
CoAl hydroxylaze (Bn):
J-methyl-branched 2,3,4-
saturated fatty acyl-
Cof 2-hydroxylase {Hs): Hs-PHYH
1.14.11 .-

Rin-Phyh

¥
a 2-hydroxy-3-methyl-branched

2,3, 4-saturated

Tatty acyl-Col

2-hydroxy-3-methyl-

branched 2,3,4-saturated

Tatty acyl-Cof Iyase (Rn): Bn-Hacl1
2-hydroxy-3-methyl-

branched 2,3,4-saturated

fatty acyl-Coh Iyase {Hs): Hs-HACL1

4.1.--

/R

a 2-methyl branched 2,3,4-saturated fatty aldehyde

aldehyde dehydrogenase (Hs): Hs-ALDH2

2-methyl branched
fatty aldehyde

dehydrogenase (Ha): Ha-ALDHIA2
4-trimethylaminobutyralde hyde

dehydrogenase (Hsj:

1.21.3

¥
a 2-methyl branched 2,3,4-saturated fatty acid

ATP
coenzyme &

diphosphate
AMP

fatty acid:Cod ligase
{AMP-forming) (Hs): Hs-ACSL1
2-methyl branched fatty
acid-CoA ligase (Hs):
Hs-SLC27A2
Lorg-chain-fatty-acid--
Cod ligase ACSBEG2 (Hs)x
Hs-AC5EG2

[+ 5 isozymes)

6.2.1.3

¥
a 2-methyl branched 2,3,4-saturated fatty acyl-Cof

EC 51994
fatty acid f-oxidation W1 {peroxizonme

formyl-Cofk

H,0

H-I'
Hs-ALDH9A]  Coenzyme A

3120

formate
1

folate transformations |

Sekil 3.82 Yag asidi a-oksidasyonu ile format lrretim yolagi (MetaCyc, 2016).
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Valerik asit (valerianic acid, pentanoic acid, valerate) bir karboksilik asit olmakla

beraber ayni zamanda kisa zincirli yag asiti olarak da siniflandiriimaktadir.

Pentanoat, alkan oksidasyonu, yag asidi a-oksidasyonu sirasinda tiketilebilmekte
yine alkan oksidasyonu, yag asidi a-oksidasyonu, triagilgliserol yikimi (Sekil 3.83) ve acil-
CoA hidrolizi sirasinda Uretilmektedir (Sekil 3.84). Her U¢ kosulda da en ylksek
konsantrasyonlarda tayin edilen bir metabolittir.

diacylglyceral and triacylglycerol biosynthesis

a triglyceride

TGL1 {56y 5e-TGLI

Hz0 triacylglycerol lipase {Sc): Sc-TGL3
triacylglycerol lipase {Sc): Sc-TGLS

H* triacylglycerol lipase (Sc): Sc-TGL4
afatty acid triacylglycerol lipase {At): At-SDP1

3113

¥
a 1,2-diglyceride

Hgﬂ—-\

H+
a fatty acid

diacylglycerol lipase {Sc): Sc-TGL3
311345311749

¥
a 2-monoglyceride
spontaneous
a 1-monoglyceride

Hz O .
z —\ monosacylglycerol lipase (Sc): Sc-¥JU3 ronoacklglyceral metabolism (reasth
1-monoacylglycerol

a fatty acid ‘/ acylhydrolase (At): At-DSEL
H* 3.1.1.23

¥
glycerol

¥
glycerol degradation |

Sekil 3.83 Triagilgliserol yikimi (MetaCyc, 2016).
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acyl-Coh thioesterase (Ech: Ec-tesh
acyl-Coh thioesterase (At): At-ACH2
acyl-Coh thioesterase (Ech: Ec-tesB
= acyl-Cod thioesterase {Ec): Ec-ycif

3122
a 2,3,4-satwrated fatty acyl Coh / \‘ a 2,3, 4-saturated fatty acid
Hz O coenzyme A
H+

Sekil 3.84 Acil-CoA hidrolizi ile doymus yag asiti Uretimi (MetaCyc, 2016).

izobiitirik asit, L-Leu yikimi, sirasinda Uretilen bir metabolittir. ATP harcanarak 2-
metilpropanoil fosfata déntsebilmektedir (Sekil 3.85).

lencine 2,3-aminomutase {Cs)
5437 |
L-leucine #{3F)-f-leucing -ketoisocaproate isobutanoate

; : / \ etate
2-oxoglutarate L-glutamate H;O

Sekil 3.85 izobiitirik asit sentezi (MetaCyc, 2016).

izobiitiirat sadece mcl-PHA iiretiminin tesvik edildigi kosullarda tespit edilebilmistir
(Sekil 3.85). Bu durum, 6zellikle mcl-PHA Uretiminin en ylksek dizeye ulastigindan itibaren

gorilmeye baslanmasi da dikkate alindiginda izobditiratin, hlcre i¢ci mcl-PHA sentezinin bir
ara metaboliti oldugunun isaretidir.

izobiitirik asit
——P
1,6
g 1 /
> /
§ 0,8 I
‘é 0,6 /
204 /
0.2
0@ & $ < $ < 1 . . . .
12 36 42 48 60 66 72 84 90 96 120
Zaman (saat)

Sekil 3.86 mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda izobitirat konsantrasyonunun
zamanla degisimi
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3.6  Hiicre i¢i Amino Asitlerin Analizi
3.6.1 Hiicre i¢i Amino Asitlerin HPLC ile Analizi
Her G¢ kosulda hicre i¢i amino asit profilleri HPLC ile hizmet alimi yolu ile BélGm

2.15.2’te verilen yontem ve protokollere goére analizlendi. Sekil 3.87°de amino asit

standartlarinin HPLC kromatogrami verilmektedir.

m
[etectior A Ex:340nm,Em:450nm

3500
3000+
25004
20004
15004
10004

500

.5,0. T .7!5. T I'Id,ol T .ﬂ;ls. T .‘é‘o. T I1?I.5I — Iitjl.llll T I25,5I — .gln. T

Sekil. 3.87 Amino asit standartlarinin HPLC kromatogrami

Hazirlanan drneklerde yapilan analizler sonucu HPLC kromatogramlarinda herhangi
bir pike rastlanmadi. Hucre i¢ci mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 36. saate ait
kromatogram 6rnek olarak Sekil 3.88‘de verilmektedir. Cihaz duyarlik sinirlarinin altinda
kalma olasili§i dikkate alinarak 6rneklerin Ege Universitesi Merkezi Test ve Analiz
Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde yeni hizmete giren LC-QTOF-MS cihazi ile

analizlenmesine karar verildi.

my
efecior A Ex:340nm, Em-450nm

35004

30004

2500+

2000+

1500

1000

S

25 s 7s . 1de | 1ds 0 1da | ads | Tado | 2ds | T2l T Tods

Sekil. 3.88 Hucre i¢ci mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 36. saate ait HPLC

kromatogrami
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3.6.2  Hiicre igi Amino Asitlerin LC/Q-TOF /MS ile Analizi

Asiri karbon kaynagi igeren ve azot sinirlamali kosullarda, karbon achgi kosullarinda
(karbon kaynagi iceremeyen ortamda) ve azot sinirlamasiz kosullarda (C/N orani dugik)
hlcre i¢ci amino asitlerin analizi Bélim 2.15.3’te verilen yéntem ve protokole goére LC/Q-
TOF/MS ile yapildi. HPLC analizlerinin aksine amino asitlerde tlrevlendirme yapilmaksizin

analizler gergeklestirildi, 17 farkl L-amino asit iceren karisim standart olarak kullanildi.

3.6.2.1 Asin karbon kaynag: iceren ve azot sinirlamali kosullarda (pozitif
kontrol) (C/N orani yiiksek) hiicre i¢i amino asitlerin LC/Q-TOF /MS ile

analizi

Asiri karbon kaynagi igeren ve azot sinirlamall kosullarda (pozitif kontrol) (C/N orani
yuksek) hiicre i¢ci amino asitlerin analizi dncesi L-Tyr, L-Ala, L-Glu, L-Leu, L- Thr, L-lle, L-Met,
L-Pro, L-His, L-Arg ve L- Val amino asitleri ile metot gelistirildi ve kalibrasyon grafikleri cizildi.
Orneklerin Bélim 2.15.3'te verilen protokole gére kantitatif analizi gergeklestirildi ve Sekil

3.89 ile Sekil 3.99'da verilen kromatogramlar elde edildi.

+ TIC Scan (** -= **) G-12-2.d

" 7
T =10 7
-1 a9+
(]

85
B
7.5+
7

LE-E
G-
5.5+ |
o] |
4,5+
ad |
3.5 W

3 |
2 b—“‘-—h"'“—-w—-l

IJW\_,L, AN 7
I
T L T T
L] 5 (] 7 B B o 1" 12
Acquisition Tirme (min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
L-Tyrosine 5.099 10446 0.6224
L-Alanine 5962 5606 0.0000
L-Ghutamic acid 5.996 2889 0.0000
L-Lewcine 6228 6703 07713
L-Threanine 6810 5172 1.4000
L-Isoleucine 6.610 258335 0.8155
L-Methicnine 6.643 3483 0.7912
L-Proline 7.008 53686 0.0000
L-Histidine 7224 2951 0.0000
L-Arginine 7.407 47867 0.0000
L-Valine 7.573 12058940 545168

Sekil 3.89 Hiucre ici mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 12. saate ait LC/Q-
TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen amino asit konsantrasyonlari

83



v

TUBITAK
+ TIC Scan (** -> **) G-36-2.d
g ®10 7 |
=
Q
O gsd
[ B
5.5+
ol |
4.5+
4]
3.5
A=
2 5-w
T T T T L T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 L 7 8 9 10 b 12
Acquigition Time (min)
Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4,954 19347 0.5202
L-Tyrosine 5.080 18307 0.5260
L-Isoleucine £.345 322490 0.5600
L-Methionine 6.491 7058 0.7930
L-Threonine 6623 15435 0.5767
L-Ghutamic acid 6.839 40602 0.8277
L-Proline 6.989 99007 00000
L-Arginine 7.420 36516 0.0000
L-Histidine 7.437 28501 0.0000
L-Valine 7.570 4227199 163218

Sekil 3.90 Hicre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 36. saate ait LC/Q-
TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen amino asit konsantrasyonlari.

+ TIC Scan (** -=*") G-42-2.d

Counts
w
1

T T 1
1 2 3 4 5 3] 7 8 5 10 11 12

Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4960 37188 0.5260
L-Tyrosine 5109 21753 0.6276
L-Glutamic acid 6.055 4027 0.0000
L-Threonine 6.619 47909 1.3240
L-Isoleucine 6.619 280379 0.8307
L-Methionine 6.702 2258 0.7906
L-Proline 7.001 99753 0.0000
L-Arginine 7.383 69171 0.0000
L-Histidine 7.400 24040 0.0000
L-Valine 7.566 7127868 30.4682

Sekil 3.91 Hicre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 42. saate ait LC/Q-
TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen amino asit konsantrasyonlari.
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+ TIC Scan (** -= **) G-48-2.d
E x10 77
g2 754
o
;‘l—
6.5+
64
5.5
5_
4.5
4
3.5+
3_-\
2.51
] 2 3 ) 5 6 7 8 1D 3 12 '
Acquisition Time (min}
Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4929 24033 0.5217
L-Tyrosine 5.045 21294 0.6274
L-Glutamic acid 5875 1261 0.0000
L-Isoleucine 6.605 224451 0.7922
L-Threonine 6.622 15013 0.6683
L-Proline 7.004 61880 0.0000
L-Histidine 7.3689 17307 0.0000
L-Arginine 7.385 40682 0.0000
L-Valine 7.568 SES0104 24,2367

Sekil 3.92 Hicre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 48. saate ait LC/Q-

TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen amino asit konsantrasyonlari.

+ TIC Scan (" -= **) G-60-2.d
10 %
-

Counts

0.9-
0.8
0.7
0.6
0.5

0.4

0.3rm_

T
10

T T T
11 12

1 2 3 4 5 3 7 -]
Acquisition Time (min}

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4933 37175 0.5260
L-Glutamic acid 5929 158946 51604
L-T=oleucine 6.593 223900 0.7919
L-Alanine 6.626 268233 0.0000
L-Threonine 6.626 16537 0.6987
L-Proline 7.008 130961 0.0000
L-Argining 7.390 74613 0.0000
L-Histidine 7.407 17815 0.0000
L-Valine 7.573 2839226 9.6503

Sekil 3.93 Hiucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 60. saate ait LC/Q-

TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen amino asit konsantrasyonlari.
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+ TIC Scan (** -= **) G-66-2.d
£ x10%7]
2 1.4
o
14
0.9+
0.8
0.74
0.6
0.5+
0.4
0.34 _/wvw‘.,\_.,_,—.—.—-—-—-‘—
T T T T 1 T T T T T T T T
1 2 3 4 1 5] 7 8 9 10 11 12
Acquisition Time (min}
Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 49186 102770 0.5472
L-Tyrosine 5048 20699 0.65%4
L-Leucine 5431 105108 0.8520
L-Iscleucine 5431 BB063 0.6984
L-Glutamic acid 5779 8128 0.0000
L-Threonine 6642 26560 0.85%84
L-Alanine 6.858 6926 0.0000
L-Proline T7.024 241587 0.0000
L-Histidine 7.389 93338 0.0000
L-Arginine 7.389 G8666 0.0000
L-Valine 7572 2864160 9.6744

Sekil 3.94 Hicre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 66. saate ait LC/Q-
TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen amino asit konsantrasyonlari.

+ TIC Scan (** -= **) G-72-2.d
x10*

Counts

14
0.9
0.8+
0.74
0.6

0.5

0.4

T T T T
1 2 3 4 5 L] 7 B8 ] 10 11 12
Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
L-Tyrosine 5364 34336 0.6334
L-Glutamic acid 5862 96260 2.8654
L-Isoleucine 6.609 195144 0.7721
L-Threonine 6642 16590 0.6997
L-Methionine 6642 7195 0.7930
L-Proline 7.007 85348 0.0000
L-Histidine 7.389 15132 0.0000
L-Arginine 7.389 628556 0.0000
L-Valine 7571 6510959 27.4596

Sekil 3.95 Hucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 72. saate ait LC/Q-
TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen amino asit konsantrasyonlari.
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+ TIC Scan (** -> **) G-84-2.d
£ x10¥ ]
14
0.94
0.8
0.74
0.6
0.5
0.4+
LR ROUU— *W'Af\,»—ﬂ—»wﬁw
1 2 3 4 g & 7 8 3 o 3 12 '
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 5023 34782 0.5252
L-Tyrosing 5089 17657 0.6257
L-Leucine 6.268 50699 0.8074
L-Isoleucine 6.268 26027 0.6557
L-Cystine 6617 14025 0.0139
L-Threonine 6666 22302 0.8136
L-Methiznine 6666 12271 0.7955
L-Proline 7031 71992 0.0000
L-Ghurtamic acid 7.081 202955 6.7715
L-Arginine 7413 44497 0.0000

L-Valine 7.579 2183844 6.3565

Sekil 3.96 Hicre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 84. saate ait LC/Q-
TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen amino asit konsantrasyonlari.

+ TIC Scan (** -=**) G-50-2.d

x10 77
R_

7.5+

Counts

T T T
1 2 ] 4 a 5} 7 a 9 10 11 12

Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4.990 39144 0.5266
L-Tyrasine 5.057 21961 0.6277
L-Isoleucine 6.219 15080 0.6482
L-Glutamic acid 6517 3518 0.0000
L-Threonine 6634 34179 1.0503
L-Methionine 6.700 21311 0.8000
L-Histidine 6.700 20015 0.0000
L-Proline 7.032 36160 0.0000
L-Alanine 7.198 12066 0.0000
L-Arginine T7.397 88945 0.0000
L-Valine T7.580 10259116 45.7391

Sekil 3.97 Hucre igi mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 90. saate ait LC/Q-
TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen amino asit konsantrasyonlari.
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+ TIC Scan (** -= *") G-96-2.d
*E x10 7]
=1
o 854
B
7.5
74
6.5
s_
5.5+
5+
4.5
44
3.5
S—M
2.54 T T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 ] 7 8 8 10 11 12
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4923 55959 0.5320
L-Tyrosine 5.072 28283 0.6306
L-Glutamic acid 5.504 825 0.0000
L-Isoleucine 6.599 186996 0.7665
L-Threonine 6.616 24965 0.8667
L-Proline T7.014 95991 0.0000
L-Histidine 7.396 338581 0.0000
L-Arginine 7.396 89160 0.0000
L-Valine 7579 10376726 46.3127

Sekil 3.98 Hicre i¢i mcl-PHA dretiminin tesvik edildigi kosullarda 96. saate ait LC/Q-
TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen amino asit konsantrasyonlari.

+ TIC Scan (** -= **) G-120-2.d

x10%
1

Counts

0.9+
0.8+
0.7+
0.6+
0.5+

0.4

'03_\'““——‘____,_4__J T |hﬁ| __A’Flf/mw T
4 S G 7

T T
1 2 3

T T
8 2] 1a 11 12
Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4905 88307 0.54925
L-Tyrosing 5071 30669 0.6317
L-Leucine 5719 146530 0.8860
L-Isoleucine 5719 130602 0.7277
L-Glutamic acid 6416 22961 0.1819
L-Threonine 6615 30591 0.9788
L-Proline 6.997 103021 0.0000
L-Arginine 7.379 195525 0.0000
L-Histidine 7.395 83819 0.0000
L-Valine 7.578 12799889 58.1303

Sekil 3.99 Hiucre ici mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi kosullarda 120. saate ait LC/Q-
TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen amino asit konsantrasyonlari.
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3.6.2.2 Karbon ac¢hgi kosullarinda (karbon kaynagi iceremeyen ortamda)
hiicre i¢i amino asitlerin LC/Q-TOF/MS ile analizi

Karbon achgi kosullarinda (karbon kaynagi iceremeyen ortamda) hiicre i¢i amino
asitlerin kantitatif analizi Bélum 2.15.3’te verilen protokole gére gergeklestirildi ve $ekil 3.100
ile Sekil 3. 110‘da verilen kromatogramlar elde edildi.

+ TIC Scan (™ -= ") ¥-12-2.d
%107

2
8

B.54

1 2 3 4 5 6 7 3 9 moon 12
Acruisitian Time (min}

Quantitation Results

Compound RT Response Canc
L-Phenylaianing 4903 81508 0.5403
L=Tyrasing 5038 40202 0.6361
L-Leucine 5401 EBE42 03138
L-Isalausing 5717 38735 0.6645%
L-Methignine 5.786 16608 0.7976
L=Glutamic acid £.085 14211 0.0000
L-Threaning £.630 37011 1.1068
L=Praling 7.01 137882 0.0000
L=Argining 7.383 74387 0.0000
L=Histidine 7.410 34812 0.0000
L=\Valine 7.578 11158720 50,1313

Sekil 3.100 Aclik kosullarinda 12. saate ait LC/Q-TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen
amino asit konsantrasyonlari
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+ TIC Scan (™ -= **) ¥-36-2.d
E %107
g N
6.5
G-
5.54
54
4.5
44
3.54
a4
2.54
! 2 a 4 5 5 7 8 H mmn 12
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound RT Response Cone
L-Phernylalanine 4902 137248 0.5583
L-Tyrasgine 5.088 68189 06481
L-Levucine 5.450 204530 05339
L=[saleucing 5.450 53084 0.6743
L-Methianine 5.882 B438 0.7937
L-Glutamic acid B.0a7 20581 0.1094
L-Threonine B.812 35229 1.0713
L=Alaning B.878 2988 0.0000
L=Praline 7.010 307022 0.0000
L-Histidine 7.382 SEES0 0.0000
L=Arginine 7.382 184381 0.0000
L-Waline 7.575 EB47Tea 22,7623

Sekil 3.101 Aclik kosullarinda 36. saate ait LC/Q-TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen
amino asit konsantrasyonlari

+ TIC Scan (™ -= ") ¥42-2.d
%10 7

®
5
8

i 2 3 4 5 B 7 8 5 10 11 12 !

Aequisitian Time (min)

Quantitation Results

Compaund RT Responsa Cone
L-Phenylalanine 4.918 107323 0.5488
L-Tyrasing 5.082 3De&s 08317
L-Leucing 5.447 45852 0.8034
L-Isoleucing 5447 44735 06588
L-Methionine 5.808 19348 07390
L-Glutamic acid 6.078 238ES 02150
L-Threcning 6.808 2BEE4 0.5444
L-Praline T.007 170834 0.0000
L-Argining 7.389 B1116 0.0000
L-Histidine T.422 13458 0.0000
L-Valine T.E72 B416002 36,7504

Sekil 3.102 Aclik kosullarinda 42. saate ait LC/Q-TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen
amino asit konsantrasyonlari
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+ TIC Scan (" -= ") ¥-48-2.d
Z y107
g N
6.5
[
5.5
5_
4.54
4
3.5+
34
zs—khh*HM"v—wﬁq
1 2 a 4 5 G 7 8 : 0 1 12
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound RT Responsa Cone
L-Phenylalanina 4213 96121 0.5450
L=Tyrosing 5048 3B182 06352
L=Leucing 5411 57487 0.8130
L=Glutamiz acid B.391 71181 1.5478
L-Isalewcing B.607 281587 0.8315
L-Threaning B.823 37428 1.1181
L-Proline 7.005 124506 0.0000
L=Alanineg 7.105 B534 0.0000
L-Histidine 7.387 14781 0.0000
L=&rgining 7.387 54809 0.0000
L=Valine 7 568 4558628 18.479%

Sekil 3.103 Aclik kosullarinda 48. saate ait LC/Q-TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen
amino asit konsantrasyonlari

+ TIC Scam {** -= **) Y¥-60-2.d
%10 5

=
(=
S
S s

0.8+
0.7
0.6
054

0.4

D-ﬁ-M

i 2 a 4 5 & 7 8 9 10 1 12
Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compaund RT Responsa Coneg
L-Phenylaianing 4950 82930 0.5407
L-Tyrasing 5.050 45117 0.6403
LeLeucing 5432 52237 0.8169
L-Methignina 5.681 118585 0.7953
LeIsalewcing 5.730 55678 0.6761
L-Glutamic acid §.384 41448 0.8587
L-Thrasnine B.610 24530 0.8580
L=Praline 7.008 193776 0.0000
L-Histidtine 7.380 40758 0.0000
L=Argining 7.380 53850 0.0000
L-Valine 7.573 7599523 32.758%

Sekil 3.104 Aclik kosullarinda 60. saate ait LC/Q-TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen
amino asit konsantrasyonlari
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+ TIC Scan (** -= **) ¥-66-2.d
2 yxip# |
8

0.9

0.84

0.7

0.5+

0.54

0.4 4

D'S_R\__J

T T T T T T T T T T T T T
1 2 ] 4 5 G 7 3 9 i0 b 12
Acquisitian Time (min)

Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanina 4.913 91834 05436
L-Tyrasine 5.062 41376 06367
L=Leutine 5481 7BE3S 0.8303
LeIsalauwsing 5.481 54548 0.6825%
L-Glutamic acid 8407 6248 1.4006&
L-Threanine B.623 23834 0.8441
L=Praline 7.004 146802 0.0000
L=Alanine 7.087 13357 0.0000
L-Histidine 7.388 23557 0.0000
L=Arginine 7.403 54062 0.0000
L=\aline 7.568 2532045 42,5736

Sekil 3.105 Aclik kosullarinda 66. saate ait LC/Q-TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen
amino asit konsantrasyonlari

+ TIC Scan (** -=**} ¥-72-2.d
£ w1084

=]
'-S 0.9

0.8+

0.7

0.6 4

0.5+

04+

0.3

i 2 3 4 5 H 7 8 5 0 11 12 '
Acquisition Time (min

Quantitation Results

Compaund RT Responsa Cone
L-Phenylalanine 4.900 90275 0.5431
L-Tyrasing 5.086 528560 0.6468
L-Leucing 5.381 57297 0.8128
L-Isaleuting 5.713 51618 0.6733
L-Glutamic acid B.384 58059 1.4B6%
L-Threonine 6.608 25666 0.8806
L-Praline 7.008 238476 0.0000
L-Histidine 7.388 41834 0.0000
L-Argining 7.388 TIE7? 0.0000
L=Waline T.572 4091114 15,8582

Sekil 3.106 Aclik kosullarinda 72. saate ait LC/Q-TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen
amino asit konsantrasyonlari
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+ TIC Scan {** -> =) ¥-84-2.d
Z w108 |
=
i
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Quantitation Results
Compound RT Responsa Cone
L-Pheryaanine 4814 103598 05474
L=Tyrasing 5.097 71802 0.E508
L=leucing 5.378 102450 0.8455
L-Isalewine 5684 41154 0.6661
L-Glutamic acid 6.3 59135 1.%063
L-Thirasnine B.E24 50743 1.380%
L=Praline 7.008 210917 0.000o
L=Argining T.404 TeE72 0.000o
L-Histidine T.421 55260 0.0000
L=valine 7.570 FE149621 328421

Sekil 3.107 Aclik kosullarinda 84. saate ait LC/Q-TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen
amino asit konsantrasyonlari

+ TIC Scan {** -= **) ¥-490-2.d
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Quantitation Results

Compound RT Responsa Cone
L-Phenylaianing 4.941 106089 05482
L=Tynaging 5.024 28837 0.6309
L-leutine 5423 103072 0.8504
L-Isalgusing 5.688 53570 0.6746
L-Methionine 5.705 259781 0.8041
L=Glutamic acid B.385 55536 1.7428
L-Thraaning B.618 36751 1.1016
L=Alanine 7.018 4784 0.0000
L=Praline 7.018 91634 0.0000
L-Argining 7.381 50530 0.0000
L-Histidine 7431 22296 0.0000
L=Valine 7.584 8101919 35.2186

Sekil 3.108 Aclik kosullarinda 90. saate ait LC/Q-TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen
amino asit konsantrasyonlari
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+ TIC Scan (™ -= **) ¥-896-2.d
2 x107]
5 -
& 854
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4 5=
4 -
3.5+
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T T T T T T T T T T T T T
1 2 5 G a 10 1 12
Acquisition Time (min]
Quantitation Results
Compaund RT Responsa Conc
L-Phery akanine 4541 854584 0.5416
L=Tyrasing 5.058 36877 0.6346
L-Leycing 5.356 53616 0.80%8
L-Isal&udire 5.356 58634 0.6781
L=Glutamic acid 6.103 12576 0.0:000
L-Methionine 6.502 8362 0.7341
L-Thrsomnire 6.801 21771 0.8030
L=Praline 7.000 35334 0.0:000
L-Histidine 7.338 14042 0.0000
L-Arginirg 7.308 43040 0.0000
L-Valine T.564 5508733 23,0585

Sekil 3.109 Aclik kosullarinda 96. saate ait LC/Q-TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen
amino asit konsantrasyonlari

+ TIC Scan (** -= "} ¥-120-2.d
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& 71
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Acouisitian Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Re&sponsa Conc
L-Phanylalanina 4 935 154736 05638
L=Tyrogine 5.088 54231 0.6472
L-Leutine 5.403 118651 0.8640
L-Isalewcine 5.403 118727 0.7z202
LeGlutamic acid B.383 44128 0.9568
L-Thresnine B.B15 35336 1.0734
L-Praline 7.013 172912 0.0000
L=Alanine 7.130 12254 0.0000
L-Arginine 7.379 144137 0.0000
L-Histidine 7.412 41242 0.0000
L=\aline 7.578 8290214 36,1369

Sekil 3.110 Aclk kosullarinda 120. saate ait LC/Q-TOF/MS kromatogrami ve tayin edilen
amino asit konsantrasyonlari
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3.6.2.3 Azot sinirlamasiz kosullarda (negatif kontrol) (C/N orani diisuik) hiicre
ici amino asitlerin LC/Q-TOF/MS ile analizi

Azot sinirlamasiz kosullarda (negatif kontrol) (C/N orani disuk) hicre i¢i amino
asitlerin kantitatif analizi Bolim 2.15.3’te verilen protokole gore gerceklestirildi ve Sekil 3.11 -
Sekil 3.120’de verilen kromatogramlar elde edildi.

+ TIC Scan (** -=*"} LB-12-2.d
®107 |

Counts

5.5

&5

5.5+

e il

T T T T
1 2 3 4 o 3] 7 8 9 10 11 12

Acquisition Time (min}

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 48955 100982 0.5466
L-Tyrosine 5104 42106 0.6370
L-Leucine 5.254 6437 0.7711
L-Isoleucine 5.768 44400 0.6683
L-Methionine 5.768 43146 0.8107
L-Threonine B.648 24769 0.8628
L-Glutamic acid 6.930 132406 4.1887
L-Proline 7.013 132606 0.0000
L-Arginine 7.395 103070 0.0000
L-Histidine 7412 36212 0.0000
L-Valine 7.578 16867170 77.9662

Sekil 3.111 PHA dretiminin tesvik edilmedigi kosulda 12. saate ait LC/Q-TOF/MS
kromatogrami ve tayin edilen aminoasit konsantrasyonlari
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+ TIC Scan (** -= **) LB-36-2.d
£ x10 74
i 7
6.5
5_
5.5
5_
4.5
4
3.5
34
2.5- T T T T T T T T T T T
1 2 4 G 8 10 11 12
Acquisition Time (min}
Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4918 394264 0.6413
L-Tyrosine 5.051 78133 0.6536
L-Leucine 5.433 70112 0.8233
L-Isoleucine 5.649 74649 0.6891
L-Methionine 5.698 39392 0.8088
L-Glutamic acid 6.163 41911 0.8757
L-Threanine 6.628 39823 1.1628
L-Proline 7.010 316014 0.0000
L-Arginine 7.391 63000 0.0000
L-Histidine 7.425 13177 0.0000
L-Valine 7.574 11554451 52,0564
Sekil 3.112 PHA dretiminin tesvik edilmedigi kosulda 36. saate ait
kromatogrami ve tayin edilen aminoasit konsantrasyonlari
+ TIC Scan (** -= **) LB-42-2.d
£ x10 7
6.5
(=
5.5
b_
4.5+
4_
3.5+
E—N
2.5 T T T T T T T T T
1 2 3 G 7 8 10 11 12
Acquisition Time (min)
Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4919 188446 0.5748
L-Tyrosine 5.069 36397 0.6344
L-Leucine 5417 65170 0.8193
L-Methicnine 5.699 94733 0.8360
L-Isoleucine 5716 84521 0.6959
L-Glutamic acid 6.380 16907 0.0000
L-Threonine 6.612 39218 1.1508
L-Proline 7.011 97274 0.0000
L-Arginine 7.392 52914 0.0000
L-Histidine 7.426 21982 0.0000
L-valine 7.575 11088477 49,7839
Sekil 3.113 PHA retiminin tesvik edilmedigi kosulda 42. saate ait

kromatogrami ve tayin edilen aminoasit konsantrasyonlari
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+ TIC Scan (** -= **) LB-G0-2.d
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Quantitation Results

Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4.911 111046 0.5498
L-Tyrosine 5.077 27338 0.6302
L-Leucine 5425 91794 0.8411
L-Meathionine 5691 19333 0.79%0
L-Isoleucine 5707 53125 0.6743
L-Glutamic acid 5.890 187380 £.2013
L-Alanine 5.990 24527 0.0000
L-Threonine 6.620 27811 0.9234
L-Proline 7.002 146328 0.0000
L-Arginine 7.384 42612 0.0000
L-Histidine 7.400 28195 0.0000
L-Valine 7.583 11838528 53.4418
Sekil 3.114 PHA dretiminin tesvik edilmedigi kosulda 60. saate ait LC/Q-TOF/MS

kromatogrami ve tayin edilen aminoasit konsantrasyonlari

+ TIC Scan (** -=**) LB-66-2.d
x10 %]

Counts
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11 12
Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Response
L-Phenylalanine 4933 217415
L-Tyrosine 5.082 30732
L-Methionine 5.898 30784
L-Leucine 5.730 65682
L-Izoleucine 5730 53322
L-Glutamic acid 5.979 4827
L-Threonine 6.609 25267
L-Proline 7.008 192251
L-Histidine 7.390 30173
L-Arginine 7.390 72980
L-Valine 7.572 10891989
Sekil 3.115 PHA dretiminin tesvik edilmedigi kosulda 66.

kromatogrami ve tayin edilen aminoasit konsantrasyonlari
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0.6318
0.8144
0.8197
0.6745
0.0000
0.8727
0.0000
0.0000
0.0000

48,8256

LC/Q-TOF/MS



TUBiTAK

+ TIC Scan (** > **) LB-72-2.d
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Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4.990 113699 0.5507
L-Tyrosine 5.158 52827 0.6420
L-Methionine 5737 42212 0.8102
L-Leucine 5.786 49849 0.8067
L-Isoleucine 5.786 51122 0.6730
L-Cystine 6.616 18938 0.1033
L-Threonine 6.650 20326 0.7742
L-Proline 7.031 282116 0.0000
L-Histidine 7.396 53688 0.0000
L-Arginine 7.396 29459 0.0000
L-valine 7.596 7929393 34.3772

Sekil 3.116 PHA dretiminin tesvik edilmedigi kosulda 72. saate ait LC/Q-TOF/MS

kromatogrami ve tayin edilen aminoasit konsantrasyonlari
+ TIC Scan (** -> **) LB-84-2.d
x10 %7

.95
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0654
0.6
0,554
0.5
0.45-
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T T T
1 2 3 4 2 G 7 a8 5 10 11 12

Acquisition Time (min)

Quantitation Results

Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4918 166057 0.5676
L-Tyrosine 5.034 15261 0.6246
L-Methionine 5682 43760 0.8110
L-Leucine 5715 121357 0.8654
L-Isoleucine 5715 103474 0.7090
L-Glutamic acid 5881 214210 7.1836
L-Threonine 6.628 22608 0.8197
L-Proline 7.010 157613 0.0000
L-Histidine 7.392 21903 0.0000
L-Arginine 7.392 71971 0.0000
L-Valine 7574 3419773 12.3841

Sekil 3.117 PHA dretiminin tesvik ediimedigi kosulda 84. saate ait LC/Q-TOF/MS
kromatogrami ve tayin edilen aminoasit konsantrasyonlari
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+ TIC Scan (** -> **} LB-80-2.d
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Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4930 104812 0.5478
L-Tyrosine 5.080 27167 0.6301
L-Leucine 5428 99060 0.8471
L-Isoleucine 5677 24685 0.6548
L-Methionine 5.694 75210 0.5264
L-Glutamic acid 6.391 27430 0.3455
L-Threonine B6.623 2729% 0.9131
L-Proline 7.005 309480 0.0000
L-Histidine 7.387 15278 0.0000
L-Arginine 7.387 43056 0.0000
L-Valine 7.569 8109561 35.2559
Sekil 3.118 PHA dretiminin tesvik edilmedigi kosulda 90. saate ait LC/Q-TOF/MS

kromatogrami ve tayin edilen aminoasit konsantrasyonlari

+ TIC Scan (** -> **) LB-96-2.d
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Acquisition Time (min}
Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4913 166898 0.5679
L-Tyrosine 5.029 21520 0.6275
L-Leucine 5676 55543 0.8114
L-Tsoleucine 5676 55168 0.6757
L-Methionine 5678 68247 0.8230
L-Glutamic acid £.390 55571 1.3758
L-Threonine 6.622 36226 1.0911
L-Proline 7.004 269650 0.0000
L-Alanine 7.203 23244 0.0000
L-Histidine 7.386 12490 0.0000
L-Arginine 7.419 48457 0.0000
L-Valine 7.5689 4271128 165361
Sekil 3.119 PHA (retiminin tesvik edilimedigi kosulda 96. saate ait

kromatogrami ve tayin edilen aminoasit konsantrasyonlari
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+ TIC Scan (** -=**) LB-120-2.d
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Quantitation Results
Compound RT Response Conc
L-Phenylalanine 4934 71077 0.5369
L-Tyrosine 5.017 27574 0.6303
L-Glutamic acid 5.581 5140 0.0000
L-Leucine 5.697 58011 0.8134
L-Isoleucine 5.697 76192 0.6902
L-Methionine 5714 36872 0.8076
L-Alanine 6.544 6228 0.0000
L-Threonine 6.610 26597 0.8952
L-Proline 7.009 200375 0.0000
L-Cystine 7.092 6526 0.0000
L-Arginine 7.390 74166 0.0000
L-Histidine 7407 11840 0.0000
L-Valine 7.573 9583000 42.4418

Sekil 3.120 PHA {retiminin tesvik edilmedigi kosulda 120. saate ait LC/Q-TOF/MS
kromatogrami ve tayin edilen aminoasit konsantrasyonlari

LC/Q-TOF/MS ile gerceklestirilen amino asit analizlerinde 17 farkli L-amino asit iceren
karisim standart olarak kullaniimistir. Farkli zaman araliklarinda alinan érneklerde 17 amino
asit arasindan sadece 8 tanesi tayin edilebilmis, bunlarin disinda kalanlarin

konsantrasyonlarinin ise tayin limitinin altinda oldugu disunulmektedir.

Cizelge 3.11°de bu amino asitlere iliskin 12. ve 120. saatleri arasinda, asiri karbon
kaynagi iceren ve azot sinirlamal kosullarda (pozitif kontrol), karbon aghgdi kosullarinda
(karbon kaynagi iceremeyen ortamda), azot sinirlamasiz kosullarda (negatif kontrol) olmak

uzere 3 farkli ortamdaki konsantrasyon degisimleri verilmistir.
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Cizelge 3.11 LC-QTOF-MS ile gergeklestirilen amino asit analizleri verileri (M: ortam; P;
hicre ici mcl-PHA Uretimin tesvik edildigi , N: hdcre i¢i mcl-PHA Uretimin tesvik
edilmedigi, S: Aclik (yitkim) kosullari, -, analizi yapilamayan Ornekleri ifade
etmektedir.

M/h 12 36 42 48 60 66 72 84 90 96 120
L-Tirozin (ng/ml)
0,6224 | 0,626 | 0,6276 | 0,6274 - 0,6594 | 0,6334 | 0,6257 | 0,6277 | 0,6306 | 0,6317
0,637 | 0,6536 | 0,6344 - 0,6302 | 0,6318 | 0,642 | 0,6246 | 0,6301 | 0,6275 | 0,6303
0,6361 | 0,6491 | 0,6317 | 0,6352 | 0,6403 | 0,6367 | 0,6466 | 0,6506 | 0,6309 | 0,6346 | 0,6472
L-Lésin (ng/ml)
0,7713 - - - - 0,852 - 0,8074 - - 0,886
0,7711 | 0,8233 | 0,8193 - 0,8411 | 0,8197 | 0,8067 | 0,8654 | 0,8471 | 0,8114 | 0,8134
0,8138 | 0,9339 | 0,8034 | 0,813 | 0,8169 | 0,8303 | 0,8128 | 0,8499 | 0,8504 | 0,8098 | 0,864
L-izolésin (ng/ml)
0,8155 | 0,66 | 0,8307 | 0,7922 | 0,7919 | 0,6984 | 0,7721 | 0,6557 | 0,6482 | 0,7665 | 0,7277
0,6683 | 0,6891 | 0,6959 - 0,6743 | 0,6745 | 0,673 | 0,709 | 0,6548 | 0,6757 | 0,6902
0,6645 | 0,6743 | 0,6686 | 0,8315 | 0,6761 | 0,6825 | 0,6733 | 0,6661 | 0,6746 | 0,6781 | 0,7202
L-Metiyonin (ng/ml)
0,7912 | 0,793 | 0,7906 - - - 0,793 | 0,7955 0,8 - -
0,8107 | 0,8088 | 0,836 - 0,799 | 0,8144 | 0,8102 | 0,811 | 0,8264 | 0,823 | 0,8076
0,7976 | 0,7937 | 0,799 - 0,7953 - - - 0,8041 | 0,7941 -
L-Fenilalanin (ng/ml)

- 0,5202 | 0,526 | 0,5217 | 0,526 | 0,5472 - 0,5252 | 0,5266 | 0,532 | 0,5425
0,5466 | 0,6413 | 0,5748 - 0,5498 | 0,5842 | 0,5507 | 0,5676 | 0,5478 | 0,5679 | 0,5369
0,5403 | 0,5583 | 0,5486 | 0,545 | 0,5407 | 0,5436 | 0,5431 | 0,5474 | 0,5482 | 0,5416 | 0,5638

L-Glutamik asit (ng/ml)

0 0,8277 0 0 5,1604 0 2,8654 | 6,7715 0 0 0,1819
4,1887 | 0,8757 0 - 6,2013 0 - 7,1836 | 0,3455 | 1,3758 0

0 0,1094 | 0,215 | 1,9476 | 0,8587 | 1,4006 | 1,4669 | 1,5063 | 1,7428 0 0,9568

L-Treonin (ng/ml)

1,4 |0,6767 | 1,324 | 0,6683 | 0,6987 | 0,8984 | 0,6997 | 0,8136 | 1,0503 | 0,8667 | 0,9788
0,8628 | 1,1628 | 1,1508 - 0,9234 | 0,8727 | 0,7742 | 0,8197 | 0,9131 | 1,0911 | 0,8992
1,1068 | 1,0713 | 0,9444 | 1,1151 | 0,858 | 0,8441 | 0,8806 | 1,3805 | 1,1016 | 0,803 | 1,0734

L-Valin (ng/ml)
P 54,5168 | 16,3218 | 30,4682 | 24,2367 | 9,6503 9,6744 | 27,4596 | 6,3565 | 45,7391 | 46,3127 | 58,1303
N | 77,9662 | 52,0564 | 49,7839 53,4418 | 48,8256 | 34,3772 | 12,3841 | 35,2559 | 16,5361 | 42,4418
S | 50,1313 | 22,7623 | 36,7504 | 18,4795 | 32,7685 | 42,9736 | 15,6582 | 32,8421 | 35,2186 | 23,0595 | 36,1369
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Cizelge 3.11’de goruldugu Uzere tirozin, 16sin, izoldsin, metiyonin ve fenilalanin
konsantrasyonlari, asiri karbon kaynagi igceren ve azot sinirlamali kosulda (pozitif kontrol),
karbon acligi kosulunda (karbon kaynagi iceremeyen ortamda), azot sinirlamasiz kosulda
(negatif kontrol) caligilan tim zaman dilimlerinde sirasiyla ortalama 0,6 — 0,8- 0,7 -0,8 — 0,5
ng/ml olarak saptanmistir. Bu amino asitlerin konsantrasyonlarinin hem tim saatlerde hem
de farkl 3 ortamda da kayda deger farklanmalar géstermemesi nedeniyle bu amino asitlerin
PHA sentez ve yikim metabolizmasinda yer alan etkin birer ara metabolit olmadiklar
dusinilmektedir.

Yukarida belirtilen aminoasitlerin aksine, tayin edilen glutamik asit, treonin ve valin

amino asit konsantrasyonlari farklilik gdstermektedir.

Cizelge 3.11°de goruldugu gibi asin karbon kaynagi iceren ve azot sinirlamall kosulda
(P), karbon acghdr kosulunda (S), azot sinirlamasiz kosulda (N) glutamik asit
konsantrasyonunda anlamli bir artis veya azalis yerine dalgalanmalar gézlemlenmektedir.
Glutamik asit, metabolizmada glutamat dehidrogenaz araciigi ile TCA doéngustnin ara
metaboliti olan a-ketoglutarata déntismektedir. Ayrica, glutamik asit glutamin sentataz enzimi
sayesinde bir amino grubu alarak glutamine dénusir (Sekil 3.121). Organizmada siklikla
meydana gelen bu dénudsimler glutamik asit konsantrasyonunun belirli bir zaman dilimi

arasinda degisiminin saptanmasini zorlastirmaktadir.

© ©
coo © coo
| NAD (P)H +H® . &
=0 kNAD(P)(D el — ATP: ADF +P, HsN—CH
+H,0
CH: 4+ NH® J *H CH, - CH,
| Glutamate | Sl:zz:;lansee |
CH, dehydrogenase CH, é CH,
| | NH, I
//c\ /c //c\
(o] 0® 0/ \09 o NH,
a-Ketoglutarate Glutamate Glutamine

Sekil 3.121 Glutamik asit metabolizmasi (Principles of Biochemistry, 2006)

Treoninin pargalanmasi sonucu aciga cikan 2-oxobutanoat serbest coenzim A ile
reaksiyona girerek propiyonil CoA ve formik asit olusturur (Sekil 3.122). Propiyonil CoA ‘nin
yag asidi metabolizmasina katiimasi beklenirken, organik asit analizlerinde tespit edilen

formik asidin bu yolagin bir ara Grinu olmasi muhtemeldir.
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Sekil 3.122 Treonin katabolizmasi sonucu agiga ¢ikan metabolitler (MetaCyc, 2016).

Cizelge 3.11°de verilen valin konsantrasyonun uretim ortamlarina gore degisimi
incelendiginde, diger amino asit konsantrasyonlarina kiyasla daha yiksek oldugu

gOriulmektedir.

Asiri karbon kaynagi iceren ve azot sinirlamall kosulda (P),12. saat ile 66. saat
arasinda ciddi bir azalma goézlenmektedir. Bu da organizmanin lag fazda drettigi valini
metabolize ederek enerji ihtiyacini valin yikim metabolizmasi (Sekil 3.123) Uzerinden
karsiladi§i seklinde yorumlanabilir. PHA’'nin karbon kaynagi olarak kullanildi§i 66. Saatten
sonra valin miktarindaki artis da PHA ‘nin yikimi sonucu acgiga ¢ikan metabolitler (izerinden
valin biyosentezini arttirdiyi dastnlebilir. Karbon acghdr kosulunda (karbon kaynagi
iceremeyen ortamda) ve azot sinirlamasiz kosulda (negatif kontrol) ise valin

konsantrasyonunda kayda deger farklanma gérilmemektedir.

Bu proje kapsaminda kullanilan Pseudomonas aureofaciens susu tarafindan Uretilen
PHA depolimeraz enzimi (NCBI erisim no:AB049413) 390 amino asitten olusmaktadir. 390
amino asidin 19 tanesi izoldsin, 18 tanesi valin ve 31 tanesi I6sin olmak Uzere toplamda 68
tane dallanmis amino asit rezidusudur. Valin biyosentezi sirasinda l6sin ve izoldsin amino
asitleri de Uretilebimektedir (Sekil 3.123). Hicrede PHA yikiminin tesvik edildigi kosullarda
depolimeraz enziminin sentezinin artmasi buna bagh olarak da dallanmis amino asitlerin
konsantrasyonlarinda 6zellikle de valinin konsantrasyonunda (valinden diger dallanmis
amino asitlerin sentezlenebildigi géz éniunde bulunduruldugunda) azalmasi beklenmektedir.
Depolimeraz  enziminin  parcalanmasi ile de bu dallanmis amino asitlerin

konsantrasyonlarinda artis gézlemlemek olasidir.
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Isoleucine Valine
2-0G Qﬁﬁ [
1 Glu L _JL
2-ox0-3-methlyvalerate 2-oxoisovalerate
P ‘Ah

2,3-dihydroxy-
3-methylvalerate

P

‘Al

2-acetolaclate
A\

2-aceto-2-hydroxybutyrate

N a5
2-oxob-utyryte Pyr;wate
-
NH,”
Threonine
Sekil 3.123

Bunun yani sira valinin katabolizmasi sonucunda acgiga ¢ikabilecek propiyonil-CoA,

yag asidi metabolizmasinda ve asetil-CoA enerji metabolizmasinda organizma tarafindan

kullanilabilir (Sekil 3.124).

2,3-dihydroxyisovalerate

TUBITAK

2-isopropylmalate

,
2-isoproplflmaleate

A Y

3-isopropylmalate

4

AV 4
2-0x0-4-methyl-
3-carboxypentanoate

‘V'
2-oxoisocaproate
Glu

2-0G

-

Leucine

Dallanmig amino asitlerin biyosentezi (Bromke M.A, 2013).

L-valine
Lasoleucine
Ldeucine
2-ketoisovalerate
2-keto-3-methylvalerate
2ketoisocaproate
isobutyryl-CoA
2-methylbutyryl-CoA
isovaleryl-CoA
methylacrylyl-CoA \
tigiyl-CoA 3-hydroxy-
3-methylicrotonyl-CoA iwbmyryl-CN 3-hydroxy-
1sobutyrate
> ; 2-methyl-3-hydroxy
3-methyigiutsconyl-CoA butyryl-CoA methylmalonate
semialdehyde
2-methyl
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA acetoacetyl-CoA
c-opionyl-CoA
o i propionyl-CoA +
acetoace
acetyl-CoA acetyl-CoA
Sekil 3.124 L-valin’den sentezlenen olasi metabolitler (Massey vd., 1976)
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L-glutamat ve 3-metil-2-okzobutanoat reaksiyonu sonucunda 2-okzoglutarat ve L-
valin olusmaktadir (Sekil.3.125). L-Valin biyosentezi ve L-valin yikimi, L-glutamat ve 2-

okzoglutarat konsantrasyonlarindaki dalgalanmalarin sebebi oldugu distntlmektedir.

0 0

W
0 0 0 J

HaN + | =D + -
0 0 0 +H3N/ A
L-valine 2-oxoglutarate 3-methyl-2-oxobutanoate 3

L-glutamate

Sekil 3.125 L- Valin biyosentezi (MetaCyc, 2016).

3.7 Hiicre igi ve Hiicre Disi Lipaz ve Esteraz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Mcl-PHA'larin intraselller degradasyonu sirasinda PHA depolimerazlarin yani sira
lipaz ve esterazlarin da gérev aldigi distinilmektedir (Mukai vd., 1993; Jaeger vd., 1995) Bu
amagla PHA yikimin tesvik edildigi kosullardaki drneklerde hticre ici ve hlicre disi lipaz ve
esteraz aktivitesi tayini yapildi. Yapilan analizler sonucu hem hiicre i¢ci hem de hiicre digi
lipaz ve esteraz aktivitesine rastlanmamistir. Bu bulgular dogrultusunda P. aureofaciens' de
gerceklesen hicre ici PHA yikiminda lipaz ve esteraz enzimlerinin gérev almadigi

distnilmektedir.
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4 SONUG

Proje kapsaminda yapilan c¢alismalardan elde edilen bulgular 1sinda asagidaki

sonuglara varilmistir:

1.  Uretilen mcl-PHA’nin Karakterizasyonu: Spektroskopik karakterizasyon
sonucunda elde edilen veriler Uretilen biyopolimerde ester baglarinin ve yan
zincirde alkil grubu mevcuttur, P. aurefaciens tarafindan uretilen biyopolimer
monomer basina 8C igeren orta zincirli PHA (mcl-PHA)dir ve 3-
hidroksioktanoat monomerlerinden olugmaktadir. DSC edrisinin verilerine goére
mcl-PHA'nin erime noktasi (Tm) “42°C, cam gegis sicakligi (Tg) ise “- 41°C”dir.
mcl-PHA'nin kimyasal yapisinin 294°C’de (Tg4; termal degradasyon sicakligi)
%96’sinin  tamamen bozunmaktadir. TUm bulgular literatar verileri ile
uyumludur. Saflastinlan mcl-PHA’nin molekdl agirigi, Mn = 160,55 kDa; Mw=
248,70 kDa ve Mz= 376, 75 kDa olarak tespit edilmigtir. Polidispersite ( Mw/Mn )

= 1.5 olarak hesaplanmigtir.
2. Hiicre i¢i mcl-PHA iiretiminin tesvik edildigi kosullar:

a. PHA yikim metabolitleri: PHA Uretiminin 60. saatte en ylksek degerine
ulastigi, 3HO (3-hidroksioktanoat) Uretim seyrinin de PHA Uretim seyri ile
benzer oldugu goérilmuistir. GC-MS spektrumlarinda hekzanoik asit tirevli
bilesiklere rastlanmistir fakat diger 3-hidroksi yag asitlerinin varligi tespit
edilememistir. Trans-3-oktenoik asit, cis-3-oktenoik asit ve 2-oktenoik
asidin Polihidroksioktanoat metabolizmasinda, 3-hidroksioktanoat ve PHA
sentezinde ara metabolitler olduklari dustnilmektedir. Biyosentez ve
yikim mekanizmalarinda benzer adimlar Uzerinde bir dizi izomerizasyon

reaksiyonlari ile donusimun gerceklestigi var sayilmaktadir.

b. Organik asitler: Ketoglutarik asit (okzoglutarik asit), formik aist, valerik
asit (pentanoik asit) ve izo butirik asit tayin edilebilmis, standart olarak
verilen diger organik asitler tayin araliklarinin altinda kalmalari nedeni ile

orneklerde tespit edilememistir.

c. Amino asitler: Tirozin, 16sin, izolésin, metiyonin ve fenilalanin
konsantrasyonlari i¢in anlamh farklanmalar saptanmamigtir. Bu nedenle,
PHA sentez ve yikim metabolizmasinda yer alan etkin birer ara metabolit
olmadiklarn disunidlmektedir. Glutamik asit, treonin ve valin amino asit

konsantrasyonlari ise farkhlik gostermektedir.
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Aclik kosullar::

a.

C.

PHA yikim metabolitleri

Yapilan analizlerin sonucunda hucre’nin PHA'yl yagsamsal faaliyetlerini
surdurebilmek icin karbon kaynagdi olarak kullandidi, PHA miktari
azaldik¢a hicre ici 3-HO miktarinin da azaldi§i tespit edilmistir. Hlcre igi
mcl-PHA Gretiminin tesvik edildigi kosullardan farkli olarak hekzanal,
oktanal gibi bazi aldehit tlrevli bilesiklerin varlii gézlenmistir. Metabolit
analizlerinde, hiicre igi mcl-PHA dretiminin tesvik edildigi kosullarda da
oldugu gibi PHA metabolizmasiyla iligkisi oldugu diastnulen cis-3-oktenoik
asit ve 2-oktenoik asit gibi metabolitler gézlenmistir. Orneklerdeki metabolit
miktarlari azaldikga dedeksiyonlari da bir o kadar zorlastigi, ayrica izomer
karakterli bilesiklerin benzer yapilarindan dolayi ayrilmalarinin da bir o
kadar zor oldugu saptanmistir. Hicre ici mcl-PHA Uretiminin tesvik edildigi
kosullardaki profilde oldugu gibi aclik kosullarina ait profilde de benzer bir
durum s6z konusudur. PHA miktarindaki degisim 3-Hidroksioktanoat

miktarindaki degisime paraleldir.

Organik Asitler: Ketoglutarik asit (okzoglutarik asit), formik asit ve valerik
asit (pentanoik asit) tayin edilebilmis, standart olarak verilen diger organik
asitler tayin araliklarinin altinda kalmalari nedeni ile 6rneklerde tespit

edilememistir.

Amino Asitler: Tirozin, l6sin, izolésin, metiyonin ve fenilalanin
konsantrasyonlari anlamh farklanmalar gézlenmemistir. Bu nedenle, PHA
sentez ve ylkim metabolizmasinda yer alan etkin birer ara metabolit
olmadiklan dustnilmektedir. Glutamik asit, treonin ve valin amino asit

konsantrasyonlari ise farklilik géstermektedir.

mcl-PHA liretiminin tesvik edilmedigi kosullar:

a. PHA yikim metabolitleri: Yapilan analizler sonucunda hicrenin PHA

Uretiminin tesvik edilmedigi kosullarda da disuk seviyede PHA Urettigi
fakat hicrenin bu PHA' yiI kullanma yolunu tercih etmedigi gdzlendi. Gaz
kromatogramlar ve MS kituphanesinden elde edilen veriler incelendiginde
PHA metabolizmasina iliskin metabolitler gézlenmedi. PHA miktarinin
tayinindeki degisimler ile bu durumu dogruladi. PHA dretiminin tesvik
edilmedigi kosullarda PHA dretiminin ve yikiminin, PHA dretiminin tegvik

edildigi kosullarla benzerlik gosteren sadece iki metabolit, hekzadekanoik
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asit ve bu yag asidinin bir tirevi olan 9-hekzadekanoik asit saptandi. Bu
veriler ise bu iki yag asidinin hicrenin rutin metaboliti oldugu ve PHA
metabolizmasi ile iligkili olmadigi sonucunu dogurmaktadir. Oktanal ve
hekzanal'in sadece PHA yikiminin tesvik edildigi kosullarda tespit edilmesi
bu metabolitlerin PHA degradasyonu ile ilgili yolagin trinleri olduklari,
oktanalin sadece aclik kosullarinda ve sadece 24. saatte tespit edilmesi,
Polihidroksioktanoattan, 3-HO-oktanoat olusumu ve bunun da oktanal
Uzerinden diger metabolitlere donligiimua yikim yolaginin ilk adimlarinin bu
saatlerde gercgeklestigi seklinde yorumlandi. 2-oktenoik asit, cis ve trans-3-
oktenoik asitler, PHA dUretimin hem tesvik edildigi hem de ykima
yoénlendirildigi kosullarda yapilan Uretimler esnasinda agiga ¢ikmakta, PHA
Uretiminin tesvik edilmedigi ortamda rastlaniimamaktadir. Her G¢ kosulun
metabolitlerinin karsilastirilmasi sonucu karsilasilan en bariz fark bu
metabolitlerde goérulmistir. Uretimin tesvik edildigi kosullarda zamanla
gérilmeye baslanmasi ve yikimin tesvik edildigi kosullarin ileri
asamalarinda goérulmemesi metabolitin PHA sentez yolagi ile ilintili
olduguna isaret etmektedir. Trans-3-oktenoik asitin sadece PHA Uretiminin
tesvik edildigi kosullarda tespit edilmesi kesin olarak PHA biyosentez
yolaginin bir ara urind oldugunu gdstermektedir Test edilen her (g
kosulda da palmitik asit tayin edilmistir. Hlicre dogasina ait bir metabolit
olup, tespit edilen 9-hekzadekenoik asit de bu metabolik yolakla ilintilidir.
Siklopropan oktanoik asit, 2-hekzil, hicre i¢i mcl-PHA Uretimin tesvik
edildigi kosullarda 54. saatten itibaren izlenmeye baslamis ve aclik
kosullarinda da tespit edilmistir. Bununla birlikte, hicre i¢i mcl-PHA
Uretimin tesvik edilmedigi kosullarda gézlenmemistir. Bu durum, mcl-PHA
sentez ve yikim metabolizmalarinin her ikisinin de ara urtnud olabilecegini

gostermektedir.

Organik asitler: Ketoglutarik asit (okzoglutarik asit), formik asit ve valerik
asit (pentanoik asit) tayin edilebilmis, standart olarak verilen diger organik
asitler tayin araliklarinin altinda kalmalari nedeni ile orneklerde tespit

edilememistir.

Amino asitler: Tirozin, l6sin, izolésin, metiyonin ve fenilalanin
konsantrasyonlari anlamh farklanmalar goéstermemistir. PHA sentez ve
yikim metabolizmasinda yer alan etkin birer ara metabolit olmadiklari
dusUnllmektedir. Glutamik asit, treonin ve valin amino asit

konsantrasyonlari farklilik gdstermektedir
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Genel Degerlendirme ve Oneriler: PHA iretiminin tesvik edildigi, Aclik (PHA
yikimi) ve PHA yikiminin tesvik edilmedigi kosullarda yapilan ¢aligmalardan ve
GC-MS analizleri ile elde edilen veriler, PHA yikimi ile ilgili birincil metabolitlerin
farklanmasi ve tespiti icin en énemli bilgileri vermistir. Bu bilgiler ¢ercevesinde
olsi metabolik yolaklar arastirnimistir. Organik asitlerin ve amino asitlerin
taranmasi ile ilgili yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler ise destekleyici
nitelikte olmustur. Bununla birlikte, PHO yikimina iligkin daha detayli metabolik
verilere de gereksimin duyulmaktadir. Bu amaca yonelik olarak duyarlik sinirlari
yuksek analitik cihazlarin kullanimi, daha sik aralklarla 6érnek alinmasi
Onerilmektedir. Bu nedenle P. auerofaciens intreseliler PHA depolimeraz
enziminin izole edilerek karakterizasyonunun yapilmasi bu konudaki
calismalara rehberlik edecektir. Lipaz ve esteraz enzimlerinin tespit edilmemesi
ve belirlenen metabolitler (6r, 3-HO-oktanoat) yikimin - oksidasyon yaninda -
oksidasyon metabolizmasini  ve diger enzimatik adimlar Uzerinden
gidebilecegini gostermektedir. Oktanal ve hekzanal'in sadece PHA yikiminin
tesvik edildigi kosullarda tespit edilmesi bu metabolitlerin PHA degradasyonu ile
ilgili yolagin riinleri olduklarini gdstermistir. izobiitirik asitin sadece mcl-PHA
Uretiminin tesvik edildigi kosullarda tespit edilmesi izobdtiratin, hicre igi mcl-
PHA sentezinin bir ara metaboliti oldugunu gdstermistir. Valerik asitin ylksek
konsantrasyonlarda tespit edilmesi oldukg¢a dikkat ¢ekicidir. Thr profili ve formik
asitin tespit edilmesi iligkilendirilebilmistir. Valinin PHA sentezi ile iligkili
olabilecegi saptanmistir. Valin yikim Grdnlerinin de yag asidi metabolizmasi ile
iliskisi bilinmektedir. PHA yikim yolaginin belirlenmesine yoénelik glincel
literatlirler arastirildiginda mevcut c¢alisma ile kiyaslanabilecek yeni veri ve
bilgiye rastlanmamistir. Mevcut proje ¢iktilarinin orijinalligini ve gincelligini hala
korudugu tespit edilmistir. Bu nedenle, proje kapsaminda elde edilen veriler yol
gosterici olup daha sonra yapilacak arastirmalara da isik tutacaktir. Bu suregte,
proje ekibi ¢cok dnemli, akademik, teknik ve egitsel kazanimlar elde etmistir. Bu
nedenle, proje ekibi olarak TUBITAK ‘a destegi icin bir kez daha tesekkiirlerimizi

sunariz.
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ONSOz

Bu proje kapsaminda, Pseudomonas aureofaciens’de mcl-PHA’larin hiicre i¢i yikim
metabolitlerinin profillenmesi amaci ile C/N oranlari degigtirilerek organizmada 6nce PHA
biyosentez ve ardindan yikim yolaklari tesvik edilmis, yikim surecinde olusan ara Urlnler
kromatografik ve spektroskopik yontemlerle belirlenmis ve tespit edilen ara trlnlerden yola

cikilarak olasi mcl-PHA yikim yolu belirlenmeye ¢alisiimistir.

Projenin gergeklestiriimesi igin maddi destek saglayan TUBITAK Kimya ve Biyoloji

Arastirma Destek Grubu’na tesekkurlerimizi borg biliriz.
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OZET

Poli(hidroksialkonat) (PHA) lar, biyoplastikler i¢cinde kullanim potansiyeli en genis olan
biyobozunabilen poliesterlerdir. Endlstriyel olarak Uretimi ve kullanim agisindan (zerine
yapilmis ve devam eden birgok ¢alisma bulunmaktadir. Yapilan bu ¢alismalar agirlikla Gretim
veriminin arttinimasi ve kullanim potansiyelleri yonundedir. Ancak Uretici mikroorganizmada
yikim da devam etmektedir. Bu islem ise hicre ici PHA depolimerazlar olarak adlandirilan
enzimler tarafindan yapilmaktadir. PHA sentezinin arttinilmasi yaninda, yikiminin da bloke
edilmesinin/hizinin azaltiimasinin Uretim verimini daha da arttiracagi aciktir. Bu islemin
getirecegi bir diger avantaj, Uretim slresinin azalmasi, Uretim maliyetinin disurilmesi
anlamina gelmektedir. Mevcut literaturler incelendiginde PHA’larin ekstraselliler yikimlari
Uzerine g¢alismalara rastlaniimakla birlikte PHA’larin hicre ici yikim yolaklarinin belirlenmesi

Uzerine yapilmig aragtirmalara rastlaniimamigtir.

Bu projede, model organizma olarak Pseudomonas aureofaciens secilmis ve bu
organizmada hicre i¢i PHA yikim UGrdnlerinin ve olasi yikim yolunun metabolizma

muhendisligi yaklagsimi ile belirlenmesi amaclanmistir.

Bu calismada da, C/N oranlari degistirilerek organizmada énce PHA biyosentez ve
ardindan yikim yolaklari tesvik edilerek, yikim slrecinde olusan ara Urinler, kromatografik
(HPLC, GC-MS ve LC-QTOF-MS) yontemlerle belirlenmistir. Bu proje kapsaminda, PHA
Uretiminin tesvik edildigi, Aclik (PHA yikimi) ve PHA yikiminin tesvik edilmedigi kosullarda
yapillan GC-MS ve LC-QTOF-MS analizleri ile elde edilen veriler, PHA yikimi ile ilgili birincil
metabolitlerin farklanmasi ve tespiti i¢cin en énemli bilgileri vermistir. Bu bilgiler cergevesinde
olasi metabolik yolaklar arastiriimistir. Organik asitlerin ve amino asitlerin taranmasi ile ilgili

yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler ise destekleyici nitelikte olmustur.

Sonu¢ olarak, bu proje, diger PHA Ureten mikroorganizmalarin yikim yolaklarinin
belirlenmesi icin yol gosterecek bir calisma olmasinin yani sira, PHA sentez veriminin

arttinimasina yoénelik yeni stratejilerin gelistiriimesi icin de bir ¢ikis noktasi da olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Poli(hidroksialkonat), Pseudomonas aureofaciens, mcl-PHA, yikim

yolagi, metabolik profilleme, metabolomik
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ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates are biyodegradable polyesters, which have a wide range of
usage potential in bioplastics. There are lots of ungoing studies about their production and
applications. These investigations are focused on increasing production yields and defining
the potential applications. However, producing microorganisms are also capable to degrade
polyhdroxyalkanoates. Enzymes called as intracellular PHA depolymerases carry out this
process. Besides increasing PHA synthesis, production yield will be increased by
decreasing/blocking of degradation rate. The other advantage of this process provides
reducing the cost of production and minimizing of production time. Although the recent
literature gives information about extracellular PHA degradation, there is not enough

knowledge about determination of intracellular degradation pathways.

This project aims to determine the probable intracellular PHA degradation pathway
and products in Pseudomonas aureofaciens by metabolic engineering approaches. In this
project, by altering the C/N ratios of culture medium the microorganism was primarily induced
for PHA synthesis and degradation pathways and then released intermediates of these
pathways were analyzed by chromatographic methods (HPLC, GC-MS and LC-QTOF-MS).
Obtained results from GC-MS and LC-QTOF-MS analysis for all conditions (induced PHA
synthesis and starvation) gave significant information about the primary metabolites which
are associated with PHA degradation. Due to the these results, the possible metabolic
pathways were investigated. Also, the data obtained from the studies on determination of

organic acids and amino acids have been supportive.

In conclusion, it's believed that beside this proposal will be a study leading to
determination of the metabolic pathways of the other PHA producing organisms, it will be

also a starting point of the developing new strategies to increase PHA production yield.

Keywords: Poly(hyroxyalkanoate), Pseudomonas aureofaciens, mcl-PHA, degradation

pathway, metabolic profiling, metabolomic
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