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Abstract: Study on poli-f-hydroxybutrate (PHB) production and antimicrobial activities
of some blue-green algae (Cyanophyta-Cyanobacteria). Microorganisms have very
important role among the natural springs that people use. On this point, photosenthetic, gram
negative blue-green algae has a significant role. PHB is known as bioplastic polymer and
there is limited knowledge about the accumulation of these granules by Cyanobacteria as a
source of carbon and energy. Meanwhile, blue-green algae is active as antibiotic, algisit,
pharmachologic and consists of elements which balance the plants growth. On this study,
PHB production and antimicrobial activity of 6 different strains of Synechocystis sp. were
tested. Three different medium were used in the studing of PHB production by
Cyanobacteria (BG11, Ashbey’s and Beggiatoa). A spectrophotometric method was used for
determining PHB production by the strains. PHB production of the strains according to the
cell dry weight were found 13.6-38.8% in BG11, 0.7-50.6% in Ashbey’s and 3.8-77.5% in
Beggiatoa medium. Agar diffusion method was used for studing antimicrobial activities of
Cyanobacteria strains on 16 different tested bacteria. Only, Synechocystis sp. B6 strain has
been shown the antimicrobial activity on Micrococcus flavus and Proteus vulgaris. The
inhibition zones were 0.36 mm. and 0.35 mm. respectively. None other cultures have been
shown any antimicrobial activities on tested bacteria.
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Ozet: Insanlarin kendi yararlarma kullanmaya basladigi dogal kaynaklar arasinda
mikroorganizmalarin ¢ok 6nemli bir yeri vardir. Fotosentetik, gram negatif mavi-yesil
alglerde bu dogrultuda 6nemli role sahiptir. PHB’nin biyoplastik polimeri olarak 6nemi
bilinmekte olup, karbon ve enerji kaynag: olarak bu graniillerin Cyanobacteria’da birikimi
hakkinda smirli bilgi mevcuttur. Ayni zamanda mavi-yesil alglerin antibiyotik, algisit,
farmasotik olarak aktif ve bitkilerin bilylimelerini diizenleyici maddeler sentezledigi
bilinmektedir. Bu ¢alismada Synechocystis sp.’nin 6 farkli susunun PHB {iiretim yetenegi ve
antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Suslarin PHB iiretimlerinin belirlenmesinde ti¢ farkl
besiortami  kullanilmistir (BG11, Ashbey’s ve Beggiatoa). Suslarin PHB diretimleri
spektrofotometrik yontemle belirlenmis ve PHB iiretim miktarlar hiicre kuru agirhigna gore
BGl11 besiortaminda %13.6-38.8, Ashbey’s besiortaminda %0.7-50.6 ve Beggiatoa
besiyerinde %3.8-77.5 olarak bulunmustur. Suslarin antimikrobiyal aktiviteleri 16 farkli test
bakteri iizerinde denenmistir. Antimikrobiyal aktivite tespitinde agar diffiizyon metodu
kullanilmigtir. Yalniz Synechocystis sp. B6 susunda Micrococcus flavus (0.36 mm. zon ¢api)
ve Proteus vulgaris (0.35 mm. zon ¢ap1)’e kars1 antimikrobiyal etki tespit edilmistir. Diger
suslarin test edilen bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisinin olmadig1 saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Cyanobacteria, Poli-B-hidroksibiitirat, Antimikrobiyal aktivite.

Giris degisik adlarla amilan Cyanobacteria,
Archaebacteria ile birlikte prokaryotlari
Bugiine kadar ¢esitli arastiricilar tarafindan  olusturan Eubacteria grubuna baghdir.
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Onceleri mavi-yesil algler, mavi-yesil
bakteriler  ve Cyanophyta  olarak
isimlendirilen bu canlilar i¢in son yillarda
Cyanobacteria adi1 6nerilmistir. Son yillarda
ise Cyanophyta ile Cyanobacteria bu
mikroorganizmalar igin es anlamli isimler
olarak kullanilmaktadir (Van den Hoek,
1995).

Cyanobacteria insanlar ve hayvanlar
icin protein, karbonhidrat, lipit, vitamin,
enzim ve diger biyoaktif bilesikleri
acisindan ¢ok 6nemlidir (Pinotti ve Segato,
1991). Ancak lipit rezervleri ile ilgili smirlt
bilgi mevcuttur. Nitekim, bakterilere 6zgii

polimer poli-B-hidroksibiitirat ¢ok az
sayidaki Cyanobacteria tiirlerinde
belirlenmigstir. Ancak genel itibariyla
Cyanobacteria'nin  bu tiir poliesterleri
sentezleyebilme  kabiliyetinde  oldugu
saptanmustir (Allen, 1984; Philippis ve dig.,
1992).

Cyanobacteria antibiyotikler, algisitler,
toksinler, farmasotik olarak aktif bilesikler
ve bitki gelisimi diizenleyici gibi biyolojik
aktiviteye sahip birgok bilesik igerir
(Metting, 1986). 1970’li yillardan baslayan
incelemelerin sonucu bunlarin
antineoplastik, antimikrobiyal ve antiviral
aktiviteye sahip oldugu gdsterilmistir
(Patterson ve dig. 1994). Bu caligmada
Synechocystis sp.’nin 6 farkli susunun farkl
besiortamlarinda PHB {iretim yetenegi ve
BGl11 besiortaminda  antimikrobiyal
aktivitesi incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi’nden
temin edilen Synechocystis sp. suslarmin
tiretim ve muhafazast BG11 besiyerinde
gergeklestirilmigtir.  Kiiltiirler 2000 liiks
fleuresan lambalar kullanilarak 18 giin oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Kiiltiirler
+4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir
(Rippka, 1988).

Suslarin PHB iiretimleri Ashbey’s,
Beggiatoa ve BGI11 Dbesiortamlarinda
incelenmistir. Aktif kiiltiirler 100 ml

besiortamima %?2 oraninda inokiile edilerek
18 gin oda sicakliginda inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda, drnekler
santrifiij edilip siipernatan uzaklastirildiktan
sonra kurutulmus ve kuru agirliklar tespit
edilmigtir. Elde edilen peletler 5 ml distile
suyla karnigtirilip 10 dk sonikasyona tabi
tutulmustur. Sonike edilen 6rneklerden 2 ml
alinarak tizerine 2 ml 2 N HCl ilave edilerek
100°C su banyosunda 2 saat bekletilmistir.
Omekler 6000 rpm’de 20 dk santrifiij
edilmis ve elde edilen siipernatan ortamdan
uzaklastirilmustir. Uzerlerine 5 ml kloroform
ilave  edilmig, 28°C’de  bir  gece
bekletilmistir. Ornekler 30 dk santrifiij
edilmis ve elde edilen siipernatandan 2 ml
almarak su banyosunda kloroformun
ucurulmast saglanmistir. Ornekler {izerine 5
ml siilfirik asit ilave edilerek 20 dk su
banyosunda bekletildikten sonra 235 nm

UV  spektrofotometrede OD  degerleri
Olclilmiistiir (Bonertseva ve Myschkina,
1989).

Cyanobacteria suglarmm PHB verimi
ile hiicre kuru agirhigi arasindaki iligki
Spermann’in korelasyon testine gore esitlik
1 kullanilarak tespit edilmistir (Conver,
1971).

P=1-[62(x;-y1)’ / n(n’1)] )

Cyanobacteria’nin  patojenlere karsi
antimikrobiyal  aktivitesini  belirlemek
amaciyla  agar  diffiizyon = metodu
kullanilmigtir (Reinhammer ve dig., 1990).
Bu yonteme gore agar plaklarm iizerine
kuyu (6 mm ¢ap) agilarak aktif kiiltiirlerden
direkt olarak sulu ekstrelerden 100 pl
inokiile edilmigtir. Test bakterisi olarak
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus Fy,
Micrococcus flavus, Yersinia enterocolitica
ATCC-1501, Escherichia coli B704,
Micrococcus luteus NRLL-4375, Bacillus
subtilis  Fy, Pseudomonas aeroginosa,
Pseudomonas  fleurescens ve  Proteus
vulgaris kullanilmustir. Test bakterilerinin
aktif kiiltiirlerinden petrilere de 100 pl
inokiile edilmistir.
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Bulgular

Suslarin PHB iiretim yetenekleri ti¢ farklt
besiortaminda  denenmis olup, {retim
miktarlar1 Tablo 1, 2 ve 3’de gosterilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, BGII
besiortaminda en yiiksek verim
Synechocystis sp. D31°de %38.88, Ashbey’s
besiortaminda en yiiksek PHB verimi

Synechocystis  sp. 1.11’de  %50.63 ve
Beggiatoa besiortaminda en yiiksek verim
Synechocystis sp. 1.11’de %77.50 olarak
bulunmustur.

Tim kullanilan besiortamlari,
Synechocystis sp. suslarinin PHB iiretimleri
acisindan  degerlendirildiginde Beggiatoa
besiyerinin bu suslarda PHB {iretimi igin
daha uygun oldugu goriilmiistiir (Tablo 4).

Tablo 1. Synechocystis sp’nin BG11 besiortaminda PHB {iretimi.

Suglar Hiicre kuru agirligs (g I'") PHB (g 17) %PHB
Synechocystis sp. D31 0.585+0.130 0.227+0.105 38.88
Synechocystis sp. 4.8 0.575+£0.130 0.133 +£0.109 23.22
Synechocystis sp. C21 0.360 £ 0.180 0.085 £ 0.043 23.75
Synechocystis sp. B6 0.515£0.350 0.107 £ 0.008 20.77
Synechocystis sp. 1.11 0.525 £ 0.050 0.071 £ 0.103 13.62
Synechocystis sp. 2A5 0.490 £ 0.020 0.088 +0.001 18.06
Tablo 2. Synechocystis sp’nin Ashbey’s besiyerindeki PHB iiretimi.
Suslar Kuru hiicre agirhg (g 1) PHB (g1 %PHB
Synechocystis sp. D31 0.505 +0.670 0.032 £0.017 6.44
Synechocystis sp. 4.8 0.080 +£0.010 0.019 £0.030 23.78
Synechocystis sp. C21 0.255+0.050 0.002 £ 0.004 0.72
Synechocystis sp. B6 0.205£0.010 0.023 £0.027 6.68
Synechocystis sp. 1.11 0.160 + 0.000 0.081 + 0.000 50.63
Synechocystis sp. 2A5 0.180 + 0.080 0.030 = 0.004 16.66
Tablo 3. Synechocystis sp. kiiltiirlerinin Beggiatoa besiortaminda PHB iiretimleri.

Suglar Hiicre kuru agirhg (g 1) PHB (g 1) % PHB
Synechocystis sp. D31 0.535+£0.730 0.061 £ 0.100 11.40
Synechocystis sp. 4.8 0.810 + 0.000 0.0310 + 0.000 3.83
Synechocystis sp. C21 0.400 £ 0.680 0.034 £ 0.002 8.47
Synechocystis sp. B6 0.045+0.010 0.025 £ 0.000 55.55
Synechocystis sp. 1.11 0.040 £+ 0.000 0.031 £ 0.000 77.50
Synechocystis sp. 2A5 0.045 +£0.030 0.013+0.016 28.88

Tablo 4. Synechocystis sp. suslarinin li¢ farkli besiortaminda ortalama PHB iiretimleri.

Besiyerleri %PHB PHB (g 1) Hiicre kuru agirlig: (g 1)
BG 11 23.05 0.1189 £ 0.0615 0.5083 +0.1433
Ashbey’s 17.49 0.0296 £ 0.0136 0.2308 +0.1366
Beggiatoa 30.94 0.0325 +0.0196 0.3125 +0.2416
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Suglarin PHB firetimleri ile hiicre
kuru agihigi  arasindaki  iligki  test
edilmistir. Korelasyon testinden elde edilen
degerler <0.77 bulunmus ve hiicre kuru
agirhigl ile PHB arasindaki iliskinin 6nemli
olmadig1 belirlenmistir.

Synechocystis  sp. suslarinin  test
bakterileri {izerindeki inhibisyon etkileri

Tablo 5°de gosterilmistir. Suslardan yalniz
Synechocystis sp. B6 susunun M. flavus
iizerinde 0.36 mm, P. vulgaris iizerinde
0.35 mm c¢apmda inhibisyon zonu
gostermistir. Diger suslarin denenen tiim
test bakterilerine karsi antimikrobiyal
aktivitelerinin olmadig1 bulunmustur.

Tablo 5. Synechocystis sp. suslarinin test bakterilerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri.

Test Bakterileri

Antimikrobiyal aktivitel (zon ¢ap1, mm)

D 31 48 C21 B6 1.1l 2A5 C5
B. cereus F2 Iy 3% Iy Iy IY Iy Iy
B. subtilis F1 iy iy iy iy iy iy iy
E. coli B.704 NRRL iy iy iy iy iy iy iy
M. luteus NRRL-4375 iy iy iy iy iy iy iy
M. flavus Iy Iy Iy 036 Iy Iy Iy
P. vulgaris Iy Iy Iy 035 Iy Iy Iy
P. aeruginosa Iy Iy Iy Iy Iy Iy Iy
P. fleurescens Iy Iy Iy Iy Iy Iy Iy
S. aereus iy iy iy iy iy iy iy
Y. entrocolitica ATCC 1501 iy iy iy iy iy iy iy

1Y : Inhibisyon yok
Tartisma ve Sonu¢

Cyanobacteria'nin karbon depo bilesigi
olarak PHB ve glikojen depo ettigi
bilinmektedir. Bugiine kadar yapilan
calismalarda  yitksek PHB  iiretimi
Synechococcus sp. MA19’da (hiicre kuru
agirligmin %20’sinden fazla) bulunmustur.
Rekombinant suglarda bu deger daha da
yiiksek tespit edilmistir. Ayrica PHB
tiretimini 151k miktar1, azot eksikligi ve
birgok faktorlerin etkiledigi bildirilmistir
(Miyake ve dig., 1996; Miyake ve dig.,
1997; Takahashi ve dig., 1998; de Philippis
ve dig., 1992; Donmez ve dig., 1999).

Buna gore, BG11 (D31’de %38.88),
Ashbey’s (1.11°de %50.63) ve Beggiatoa
(1.11°de %77.50) besiortamlarinda
Synechocystis sp. suslarinin PHB {iretiminin
yiiksek olmasi dikkat cekicidir. Korelasyon
testine gore de, hiicre kuru agirhigi ile PHB
arasinda bir iliskinin olmadig belirlenmistir.

Son yillarda antibiyotik ve farmasotik
olarak aktif bilesiklerin eldesi agisindan

Cyanobacteria gittikge artan arastirma
konularmi  olusturmustur.  Nitekim bu
bakterilerden pek c¢ok yeni yapilara sahip
antibiyotik  bilesiklerin  izolasyon  ve
karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Bazi  arastiricilar,  Cyanobacteria
iiyelerinden Nostoc (Kniibel ve dig., 1990;
Bloor ve Englan, 1991), Scytonema
(Chetsumon ve dig., 1994), Microcystis
(Ishada ve dig., 1997), Oscillatoria (Bagchi
ve dig., 1990) ve Phormidium (Fish ve
Codd, 1994)’un antimikrobiyal aktivitelerini
incelemisler, ¢esitli patojenlere karsi inhibe
edici etkilerinin oldugunu bildirilmislerdir.
Calismamizda sadece Synechocystis sp. B6
susu M. flavus ve P. vulgaris lzerinde
antimikrobiyal aktivite gostermistir.
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