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Özet: Bu çalışmada, Vicia sativa L.’nın kök nodül bakterilerinde poli-β-hidroksibütirik asit (PHB) üretimleri incelenmiştir. Bu 
izolatların poli-β-hidroksibütirik asit (PHB) üretimi, kuru hücre ağırlığına bağlı olarak 0.100-0.428 g/l (w/v) arasında 
belirlenmiştir. En yüksek PHB verimi V1 izolatında (%77.3) bulunmuştur. İzolatlarda poli-β-hidroksibütirik asit döngüsünde 
rol oynayan iki enzim aktiviteleri incelenmiştir. En yüksek β-ketothiolaz aktivite V15 izolatında, en yüksek β-hidroksibütirat 
dehidrogenaz  aktivite ise V3 izolatından alınmıştır. 
Anahtar Kelimeler: Kök nodül bakterileri, poli-β-hidroksibütirik asit (PHB), β-ketothiolaz aktivite, β-hidroksibütirat 
dehidrogenaz aktivite 

 
Poly-β-Hydroxybutyric Acid (PHB) Production of Root Nodule Bacteria of Vicia Sativa L. 

 
Abstract: In this study, the productions of poly-β-hydroxybutyric acid (PHB) on root nodule bacteria of Vicia sativa L. were 
examined. Poly-β-hydroxybutyric acid (PHB) production by these isolates ranged from 0.100-0.428 g/l (w/v) depending on 
the dry cell weight. The highest PHB yield was found in V1 isolate (77.3%). The activities of two enzymes of poli-β-
hydroxybutyric acid  cycles were measured in isolates. The highest β-ketothiolase activity was found in V15 isolate and the 
highest β-hydroxybutyrate dehydrogenase activity was found in V3 isolate. 
Keywords: Root nodule bacteria, poli-β-hydroxybutyric acid (PHB), β-ketothiolase activity, β-hydroxybutyrate 
dehydrogenase activity 
 
Giriş 

 
Uygun olmayan gelişme koşullarında 

mikroorganizmaların biyomolekülleri depoladıkları 
bilinmektedir (Laffery ve ark., 1998). En iyi bilinen 
ve en çok çalışılan metabolit; poli-β-hidroksibütirik 
asit (PHB) olarak adlandırılan, karbonca zengin 
alifatik poliesterdir (Laffery  ve ark., 1998). Poli-β-
hidroksibütirik asit (PHB) granülleri, 
mikroorganizmalarda karbon ve enerji kaynağı 
olarak rol oynamaktadır (Nair ve ark., 1993; Kim ve 
Copeland, 1996). Baklagil bitkileri ile Rhizobium 
bakterileri arasındaki simbiyotik moleküler azot 
fiksasyonunun çok fazla miktarda enerji 
harcanmasına yol açtığı belirlenmiştir (Bonartseva 
ve ark., 1985; Kim ve Copeland, 1996). PHB’nin, 
simbiyotik azot fiksasyonunda enerji kaynağı olarak 
görev yaptığı, anaerobik ve mikroaerobik koşullar 
altında TCA (trikarboksilik asit) döngüsü aktif 
olmadığında da, karbonhidrat metabolizmasında 
rol oynadığı tespit edilmiştir (Karr ve ark., 1984; 
Laffery ve ark., 1988). Bu polimerin ilaç dağıtım 
sistemlerinde taşıyıcı olarak, sulama sistemlerinde, 
tarımda pestisid formulasyonlarında kullanıldığı ve 
biyogübre endüstrisinde polyester, polietilen için 
uygun kullanımı bulunmaktadır (Lafferty  ve ark., 
1988). 

Rhizobia’nın kuru hücre ağırlığının %55’inden 
daha  fazla PHB  ürettiği  Tombolini ve  Nuti (1989)  

 
 
tarafından belirlenmiştir. PHB’nin azot, fosfor veya 
oksijence sınırlı olan ortamlarda karbon kaynağı 
olarak depolandığı ve iç karbon rezervi olarak 
hizmet ettiği açıklanmıştır (Mercan ve ark., 2002). 
PHB sentezi veya parçalanması toprakta açlık 
periyodundaki bakteriyal hücreleri 
etkileyebilmektedir. Rhizobium bakterilerinin 
konukçu bitkinin kök saçlarını enfeksiyonu 
sırasında rizosferde depolanan PHB;  önemli 
karbon ve enerji kaynağı olabilmektedir (Charles ve 
ark., 1997). Çalışmamızda Rhizobium sp. 
bakterilerinin poli-β-hidroksibütirik asit (PHB) 
sentezlemeleri ve PHB döngüsü enzimlerinden β-
ketothilaz ve β-hidroksibütirat dehidrogenaz 
üretimleri incelenmiştir.  
 
Materyal ve Metot 
 
Kullanılan Mikroorganizmalar: 

 
Çalışmada kullanılan Rhizobium sp. izolatları 

Şanlıurfa ve çevresinden toplanmış yabani Vicia 
sativa L (fiğ) kök nodüllerinden daha önce izole 
edilmiş ve tanımlamaları yapılmış olan bakterilerdir 
(Küçük ve ark., 2011). Bakteriyal izolatlar Harran 
Üniversitesi Mikrobiyoloji laboratuarından 
sağlanmıştır. 
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PHB Üretimlerinin Belirlenmesi: 
 
Yeast ekstrakt mannitol (YEM) sıvı besiyerinde 

150 rpm, 30 oC’de 3 gün geliştirilen izolatlar, 40 
000 x g’de 30 dakika santrifüj edilmiştir. 
Süpernatantı uzaklaştırılan ve 50 oC’de kurutulup 
tartımı yapılan pelletlere, 5’er ml steril distile su 
eklenmiş, 3 dk sonike edilmiştir. Hücre 
süspansiyonuna 2 ml 2N HCl eklenmiş, 100 oC’lik su 
banyosunda 2 saat bekletilmiştir. İçerik 6000 x g’de 
20 dk santrifüj edilmiştir. Elde edilen pelletlere 5 
ml kloroform eklenmiş, vorteklenmiştir. Daha 
sonra içerikler 30 oC’de 150 rpm’de 24 saat inkübe 
edilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda ise içerik, 
6000 x g’de 30 dk. satrifüjlenmiştir. İçerikten 0.1 ml 
alınıp temiz tüpe aktarılarak 100 oC’de kloroformun 
uçurulması sağlanmıştır. 5 ml sülfürik asit 
eklenerek 100 oC’de 10-20 dk bekletilmiş, 235 
dalga boyunda okuma yapılmıştır (Bonartseva ve 
Myshkina, 1985). 
 
PHB Metabolizması Enzimleri: 

 
Sıvı besiyerinde geliştirilen (160 rpm, 24 saat) 

izolatlar, 10.000 x g’de 15 dk santrifüjlenmiştir. 
Kültürler 50 mM potasyum fosfat tamponu (pH 
7.2) ile sonike edilmiştir. İçerik 10 000 x g’de 4 oC 
santrifüjlenmiş ve elde edilen çözelti enzim 
ekstraktı olarak kullanılmıştır. β-ketothilaz ve β-
hidroksibütrat dehidrogenaz enzim aktiviteleri Karl 
ve ark. (1984)’na göre belirlenmiştir. Her bir enzim 
aktivitesi 4 kez ölçülmüştür. 

β-ketothilaz; 30 μM asetoasetil CoA, 275 μM 
CoA, 1 mM  DDT, 25 mM MgCl2, 25 mM Tris-HCl 
(pH 7.8) ve enzim ekstraktı 1 ml olacak şekilde 
hazırlanmış, içerik 340 nm’de okunmuştur. β-
hidroksiksibütrat dehidrogenaz; 600 μM NAD+, 20 
mM sodyum DL-hidroksibütrat, 50 mM TES (pH 
7.9) ve enzim ekstraktı karıştırılarak hazırlanmış ve 
içerik 340 nm’de okuma yapılmıştır. Enzimlere ait 
proteinler Lowry ve ark. (1951)’e göre yapılmıştır. 
 
Bulgular 

 
Rhizobium izolatların PHB içerikleri Tablo 1’de 

verilmiştir.  Test edilen 18 izolattan en yüksek kuru 
hücre ağırlığı sırasıyla; V3, V15, V14, V4 
izolatlarından alınmıştır (Tablo 1). İzolatların kuru 
hücre ağırlıkları 0.26-1.90 g/l arasında değişmiştir. 
En düşük kuru hücre ağırlığı V1 izolatında (0.26 g/l) 
belirlenmiştir. En yüksek PHB miktarı V15 
izolatında 0.428 g/l olarak belirlenmiştir. Bunu 
sırası ile 0,382 g/l ile V3, 0,268 g/l ile V8 ve 0,261 
g/l ile V6 izolatı izlemiştir (Tablo 1). En düşük PHB 
miktarı ise 0.100 g/l ile V13 izolatından alınmıştır 
(Tablo 1). 

PHB sentezinde anahtar bir enzim olan β-
ketothiolaz’ın spesifik aktivitesinde en yüksek 
aktivite, V3 (506 nmol/dk/mg protein) izolatından 
alınırken, bunu sırasıyla; V8 (458 nmol/dak/mg 
protein), V7 (436 nmol/dak/mg protein), V6 (421 
nmol/dak/mg protein), V1 (410 nmol/dak/mg 
protein) izlemiştir. β-hidroksibütrat dehidrogenaz 
aktivitede en yüksek değer; V15 ve V7 nolu 
izolatlardan alınmıştır (Tablo 2). En düşük β-
hidroksibütrat dehidrogenaz aktivite ise; V9 (10 
nmol/dak/mg protein) izolatında belirlenmiştir. 
İzolatlar arasında test edilen enzim aktivitelerinin 
farklı olduğu görülmüştür (Tablo 2). 

 
Tartışma ve Sonuç 

 
PHB, kök nodül bakterilerinde, 

bakteroidlerinde ve prokaryotik mikroorganiz- 
malarda yaygın olarak bulunan karbon depo 
polimeridir (Ratcliff ve ark., 2008; Trainer ve 
Trevor, 2006). PHB ve PHA biyolojik olarak 
parçalanabilen biyoplastikler olduklarından, son 
yıllarda ticari olarak da değer kazanmışlardır (Gao 
ve ark., 2011). Polibetahidroksibütrat (PHB) 
granülleri birçok mikroorganizmada membranla 
çevrili olarak bulunan granüllerdir. Bu granüllerin 
mikroorganizmalarda karbon ve enerji kaynağı 
olarak görev yaptıkları bilinmektedir (Nair ve 
ark.1993). Farklı C ve N kaynaklarında; R.meliloti, 
R.trifolii, R.phaseoli’nin izolatlarının PHB ürettiği 
yapılan çalışmalarda açıklanmıştır (Bonartseva ve 
ark.1989; Mercan ve ark., 2002; Ramanov ve ark., 
1996). Hızlı gelişme gösteren Rhizobium bakterileri 
ile Rhizobium trifolii, R.phaseoli, R.meliloti karbon 
depo ürünü olarak PHB sentezlemişlerdir. 
(Ramanov ve ark., 1996). Çalışmamızda, fiğ (Vicia 
sativa L.) kök nodül izolatlarının PHB üretimleri 
incelenmiş ve izolatların PHB üretimlerinin 0,100-
0.428 g/l arasında değiştiği incelenmiştir. 
Sonuçlarımıza benzer olarak Nair ve ark. (1993) 
tarafından yapılan bir çalışmada; Rhizobium sp.’nin 
45 izolatının PHB içeriğinde farklılık olduğu tespit 
edilmiş ve bu farklılığın izolata spesifik olduğunu, 
izolatlarda görülen bu farklılığın ise taksonomik bir 
karakter olarak kullanılabileceği açıklanmıştır. 
Çalışmamızda en yüksek verim %77.3 ile V1, %49.2 
ile V6 ve %36.,21 ile V8 izolatlarından alınmış, en 
düşük verim ise %12 ile V4 izolatı ve %12.34 ile V18 
nolu izolattan alınmıştır (Tablo 1). 

Bonartseva ve ark (1989), Rhizobium 
japonicum’da PHB içeriği ve nitrojenaz arasındaki 
ilişkiyi belirlemek amacıyla yaptıkları bir çalışmada, 
nitratsız gelişme ortamında PHB miktarı ve 
nitrogenaz aktivitesinin nitratlı ortamdan 10 kat 
daha fazla olduğunu tespit etmişlerdir. Ramanov ve 
ark. (1996), PHB metabolizması ile azot fiksasyonu 
arasındaki ilişkiyi araştırmışlar, PHB’nin azot 
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fiksasyonu amacıyla kullanıldığını, Rhizobium sp.’de 
PHB’nin oksidasyonu için uygun substratlar 
olmadığında ve uygun olmayan çevre koşullarında 
da, nitrojenazı koruduğunu saptamışlardır. 
Rhizobium bakterileri ve diğer bakteriler birkaç 
karbon metabolik yollarına sahiptirler (Karr ve ark., 
1984). Bunların içinde; sitrik asit döngüsü, pentoz 
fosfat yolu (PPP), Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) 
yolu ve Entner-Doudoroff (ED) yolu bulunmaktadır. 
Mikroorganizmalar olumsuz koşullarda karbon 
metabolizması için alternatif yolları 
kullanmaktadırlar (Karr ve ark., 1984; Kim ve 
Copeland, 1986; Lafferty ve ark., 1998). Poli-β-
hidroksibütirik asit metabolizmasında β-ketothiolaz 
ve β-hidroksibütrat dehidrogenazın, sitrik asit 

döngüsünde ise süksinat dehidrogenaz ve malat 
dehidrogenazın önemli olduğu açıklanmıştır (Karr 
ve ark., 1984). Rhizobium bakterilerinin bazı 
türlerinde; R.meliloti’de olduğu gibi, nodül 
oluşumunun ilk evresi veya bakterinin serbest 
döneminde PHB depolanırken, azot fikse edilen 
bakteroidlerde PHB’e rastlanılmamıştır (Bonartseva 
ve ark., 1985). Soya fasulyesi ve nohutta nodül 
oluşturan Rhizobium CB1809 ve CC1192 
izolatlarının hücre ekstraktlarından PHB sentezinde 
rol oynayan enzim aktivitelerinden; β- ketothilaz, 
β-hidroksibütrat, sitrat sentetaz ve malat 
dehidrogenaz enzim aktivitelerinin bakteroid 
ekstraklarına göre daha yüksek olduğu yapılan bir 
çalışmada açıklanmıştır (Kim ve Copeland, 1996).

 
Tablo 1. Rhizobium izolatlarının Poli-β-hidroksibütirik asit (PHB) üretimleri. 

İzolatlar Kuru Hücre Ağırlığı (g/l) PHB (g/l) % PHB verimleri 
V1 0.26  ± 0.01 0.201 ± 0.01 77.30 
V2 0.72 ±  0.02 0.245 ± 0.01 34.03 
V3 1.90 ±  0.01 0.382 ± 0.02 20.10 
V4 1.40  ± 0.05 0.168 ± 0.01 12.00 
V5 1.32  ± 0.04 0.238 ± 0.01 18.03 
V6 0.53  ± 0.01 0.261 ± 0.02 49.20 
V7 0.61  ± 0.00 0.107 ± 0.01 17.50 
V8 0.74  ± 0.04 0.268 ± 0.03 36.21 
V9 1.02  ± 0.06 0.182 ± 0.01 17.84 
V10 1.14  ± 0.04 0.152 ± 0.01 13.33 
V11 1.24  ± 0.03 0.189 ± 0.01 15.24 
V12 0.44  ± 0.01 0.136 ± 0.01 30.90 
V13 0.63  ± 0.12 0.100 ± 0.01 15.87 
V14 1.56  ± 0.30 0.242 ± 0.01 15.51 
V15 1.82  ± 0.06 0.428 ± 0,02 23.51 
V16 1.11  ± 0.24 0.200 ± 0.02 18.01 
V17 1.25  ± 0.13 0.184 ± 0.01 14.72 
V18 1.15  ± 0.04 0.142 ± 0.01 12.34 

 
Tablo 2. İzolatların β-hidroksibütrat dehidrogenaz ve β-ketothiolaz enzim aktiviteleri (nmol/dak/mg protein). 
İzolatlar β-hidroksibütrat dehidrogenaz β-ketothiolaz 
V1 52 410 
V2 40 378 
V3 36 506 
V4 44 282 
V5 58 316 
V6 61 421 
V7 64 436 
V8 16 458 
V9 10 317 
V10 28 224 
V11 37 186 
V12 51 309 
V13 42 249 
V14 47 340 
V15 72 374 
V16 21 217 
V17 18 209 
V18 36 187 
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PHB miktarı ile azot fiksasyonu arasındaki ilişki 
tam olarak açıklığa kavuşturulamamakla birlikte, 
bakteride belirlenen yüksek PHB miktarının azot 
fiksasyonunda etkili olduğu, olumsuz koşullarda 
Rhizobium sp.’nin PHB’yi karbon kaynağı olarak 
kullanarak azot fiksasyonunu  gerçekleştirdiği 
açıklanmıştır (Ramanov ve ark., 1996; Bonartseva 
ve Myshina, 1985). Bu da, izolatlarımızdan en 
yüksek PHB içeriğini veren sırasıyla; V15, V3, V8 ve 
V6 izolatlarının azot fiksasyonu yapabilmesi için 
olumsuz çevre koşulları altında da, hücrelerindeki 
PHB’den yararlanabileceğini ve azot fiksasyonunda  
etkili olabileceğini desteklemektedir. 
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