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FERMENTASYON iLE BiYOHIiDROJEN URETEN
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KARAKTERIZASYONU
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Tez Danismani: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR

Mart 2022, 135 sayfa

Biyohidrojen, ¢gogunlukla gevresel organik atiklar kullanilarak tiretilen
en degerli enerji kaynaklarindan biridir. Hidrojen verimliligini mikrobiyolojik
bir perspektiften analiz etmek icin, bu degerli enerji kaynaginin liretiminde rol
oynayan potansiyel bakterilerin bilgisine olduk¢a gereksinim vardir. Bu tezde,
karigik kiiltiirlerin ve meyve-sebze atiklarinin karanlik fermantasyonu ile
biyohidrojen iireten ii¢ farkli reaktorde 1s1l 6n islemin ve partikiil boyutunun
mikrobiyal dinamikler tiizerindeki etkileri ve degisimleri incelenmistir.
Mikrobiyal profildeki degisiklikler, denatiire edici gradyan jel elektroforezi
(DGGE) ve operasyonel taksonomik birim (OTU) analizleri ile belirlenmistir.
Clostridium ve Lactobacillus genus iiyelerinin yiiksek oranda hidrojen iiretimi
olan reaktor oOrneklerinde baskin oldugu tespit edilmistir. C. butyricum
(%46,93) ve L. fermentum (%28,28) reaktér orneklerinde en yaygin tiirler
olarak kaydedilmistir. Ayrica reaktdr orneklerinde nispi potansiyel hidrojen
tiretici tlirlerinin tespiti i¢in referans suslar olan C. butyricum DSM-10702, C.
tyrobutyricum DSM-2637 ve C. pasteurianum DSM-525 kullanilmistir.
Orneklerdeki tiir analizleri kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Real-time
PCR) ile gergeklestirilmistir. Hidrojen verimi en yiiksek olan reaktdrde bu
tiirlerin gen kopya sayilar1 sirastyla 1,23x10° DNA/mL, 1,95x10° DNA/mL ve
3,77x10* DNA/mL olarak hesaplanmistir. Ayrica Orneklerdeki [FeFe]-
hidrojenaz (hydA) gen dizileri, temsili biyohidrojen {iretici tiirler olarak C.
butyricum, C. tyrobutyricum, C. pasteurianum ve C. acetobutylicum dizileri
baz alinarak tasarlanan 4 farkli primer seti kullanilarak karakterize edilmistir.

Reaktor 6rneklerinde hidrojen iiretimine aracilik eden 6nemli bir enzim olarak
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bilinen hydA geninin karakterizasyonu ile, ¢evredeki mikrobiyal
popiilasyonlar arasindaki hidrojenaz evrimini anlamak i¢in yeni bir pencere
acildig1 disiiniilebilir. hydA gen karakterizasyonu ile baglantili olarak, hydA
kismi gen dizilerinin filogenetik iliskileri degerlendirilmistir. C. butyricum'da
bulunan hydA dizisi, aym1 zamanda yiiksek benzerlikle birlikte C.
saccharobutyricum, Clostridium sp. ve C. chromiireducens’te de saptanmustir.
Ote yandan, C. tyrobutyricum'un hydA dizisinin Clostridium sp., C. kluvyeri,
C. acetobutylicum ve C. acidisoli'deki hydA dizilerine yakindan benzedigi

gozlenmistir.

Anahtar sozciikler: Biyohidrojen, DGGE, OTU, Real Time-PCR,
filogenetik analiz, Clostridium, [FeFe]-hidrojenaz
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ABSTRACT

DETERMINATION OF BIOHYDROGEN PRODUCING
MICROBIOTA BY DRY FERMENTATION AND
MOLECULAR CHARACTERIZATION OF GENES
RESPONSIBLE FOR PRODUCTION

VURAL, Cansu

PhD in Biology
Supervisor: Prof. Dr. Giiven OZDEMIR

March 2022, 135 pages

Biohydrogen is one of the most valuable energy sources which is
produced mostly using environmental organic wastes. Knowledge of
potential bacteria which plays a role in the production of this valuable energy
source is much needed to analyse the hydrogen efficiency from a
microbiological perspective. In this thesis, the effects and changes of thermal
pretreatment and particle size on microbial dynamics in three different
reactors producing biohydrogen by dark fermentation of mixed cultures and
fruit-vegetable wastes were examined. Changes in microbial profile were
determined by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and
operational taxonomic unit (OTU) analyses. The members of Clostridium and
Lactobacillus genera were dominantly detected in reactor samples with a high
level of hydrogen production. C. butyricum (46.93%) and L. fermentum
(28.28%) were recorded were the prevalent species in these reactor samples.
In addition, to detect relative potential hydrogen producer species in reactor
samples, C. butyricum DSM-10702, C. tyrobutyricum DSM-2637 and C.
pasteurianum DSM-525 which are the reference strains were used. The
species analyses in samples were performed by quantitative polymerase chain
reaction (Real-time PCR). In the reactor with the highest hydrogen efficiency,
the gene copy numbers of these species were calculated as 1.23x10°
DNA/mL, 1.9x10° DNA/mL and 3.77x10* DNA/mL, respectively. Besides,

[FeFe]-hydrogenase (hydA) gene sequences in samples were characterized



viii

using 4 different primer sets based on the sequences of C. butyricum, C
tyrobutyricum, C. pasteurianum and C. acetobutylicum as representative
biohydrogen producer species. It could be considered with the
characterization of the hydA gene known as an important enzyme that
mediates the hydrogen production in reactor samples has been opened a new
window to figure out hydrogenase evolution among microbial populations in
the environment. Linked to hydA gene characterization, the phylogenetic
relationships of hydA partial gene sequences were evaluated. The hydA
sequence found in C. butyricum was also detected in C. saccharobutyricum,
Clostridium sp. and C. chromiireducens with high similarity. On the other
hand, the hydA sequence of C. tyrobutyricum was observed as closely
resembling the hydA sequences in Clostridium sp., C. kluvyeri, C.
acetobutylicum and C. acidisoli.

Keywords: Biohydrogen, DGGE, OTU, Real Time-PCR,
phylogenetic analysis, Clostridium, [FeFe]-hydrogenase



ONSOZ

Son yillarda azalan enerji kaynaklari, CO, seviyesinin artmasi, sera
gazt ve iklim degisiklikleri glinimiiz diinyasin1 olumsuz yonde
etkilemektedir. Diinyamizin bu tehditlere karsi korunmasi i¢in biz bilim
insanlarma biiyiik gorevler diismektedir. Biyohidrojen; cevresel atiklarin
c¢esitli mikroorganzimalar tarafindan bozunmasiyla iiretilen bir yenilenebilir
bir enerji kaynagidir. TUBITAK — MAG grubu tarafindan desteklenen 215
M 314 no’lu "Kentsel Kat1 Atiklarin Organik Fraksiyonlarindan Biyohidrojen
ve Biyokdmiir Uretimi" baslikli proje yiiriitiiciiliigiinii yapmis olan degerli
hocam Prof.Dr. Nuri AZBAR ve degerli danigman hocam Prof.Dr. Giiven
OZDEMIR’in uygun gormesi iizerine doktora tez c¢alismalarimi bursiyeri
oldugum bu proje kapsaminda gergeklestirmis bulunmaktayim. Bu proje ile
giiniimiizde mevcut gevresel sorunlara karsi gelecegin enerji tasiyicisi olacak
olan biyohidrojen enerjisiyle c¢evreci ve biitiinlestirici bir yaklasim
getirilmistir. Proje Ege Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Biyomiihendislik
Boliimii ve Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya ve Biyoloji béliimleri

ortakliginda yiiriitilmiistiir.

Doktora tez c¢alismalarimda degerli hocam Prof.Dr. Giiven
OZDEMIR in bilgi ve deneyimleri 1s131nda; biyohidrojen iiretiminin mimar1
olan mikroorganizmalarin  farkli igletim parametlerindeki degisen
profilllerinin  belirlenerek, {iretim {izerindeki rollerini irdelemis
bulunmaktayim. Mikrobiyal dinamiklerin izlenmesinde bir¢ok cesitli
molekiiler ara¢ kullanarak analizlerini gergeklestirdim. Ayrica bu tez
caligmasinda; karanlik fermentasyon ile biyohidrojen iiretiminde anahtar
enzimlerin ¢esitli biyoinfomatik araglar kullanilarak tanimlanmasinda
yenilik¢i bir yaklasim da sunmaktayim. Cevre dostu enerji kaynagi olan
biyohidrojenin {reticilerini tanilamak, metabolizmalarini irdelemek ve
detayl1 bilgi sahibi olmak; iiretim verimliligini arttirmak ve olumsuz yonde
etkileyecek durumlar1 aza indirgemek icin olduk¢ca o©nemli katkilar

saglayacagini diisiinmekteyim. Tez ¢alismamda sundugum verilerin bilime,



Ulkemize ve gelecek diinyamiza iyilestirici yonde cevresel ve ekonomik

katkilar saglayacagini umut etmekteyim.

Doktora tez ¢aligmalarim siiresince beni destekleyerek gururlandiran
TUBITAK 2211 C - Yurti¢i Oncelikli Alanlar Doktora Burs Programi ile
BIDEB’e, TUBITAK 215 M 314 nolu proje ile TUBITAK’a ve YOK
100/2000 Doktora Burs Programlar1 ile YOK’e tesekkiirlerimi sunarim.
Saygideger danisman hocamin destekleri ve deneyimleri ile gergeklestirdigim
bu tez ¢alismam ile ‘Doktor’ {invaninit aliyor olmak benim i¢in biiylik bir

mutluluk ve gurur kaynagi olacaktir.

[ZMIR
02/03/2022
Cansu VURAL
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1. GIiRiS

Diinya niifusunun hizli artist ve ekonomisinin siirekli
bliylimesiyle birlikte, enerjiye olan gereksinimler de hizla artig
gostermektedir. Bu enerji gereksiniminin fosil yakitlar ile karsilanmasi diinya
genelinde atmosferimizdeki CO, ve sera gazi seviyelerinde bir artisa ve
bunun sonucunda kiiresel 1sinmaya sebep olmaktadir. Uzun yillar boyunca
fosil yakitlarin kullanimi; mevcut kaynaklarin sinirli hale gelmesine, artan
petrol fiyatlarina, g¢evresel bozulmalara ve iklim degisikliklerine Yol
agcmaktadir. Enerji talebinin karbondan arindirilmasi amaciyla gelecekteki
enerji siirdiiriilebilirligi ve kiiresel giivenlik i¢in alternatif temiz,
stirdiiriilebilir ve yenilenebilir enerji kaynaklar1 6nerilmektedir (Hallenbeck,
2008; Azbar vd., 2009a; Mohan and Pandey, 2019; Dawood et al., 2020).
Yenilenebilir enerjinin toplam enerji icindeki yeri ¢ok fazla olmasa da,
gectigimiz yillarda enerjideki artisin yaklasik ticte birini olusturdugu
bildirilmektedir. ilerleyen yillarda; giines, riizgar, biyokiitle, biyoatiklar ve
jeotermal enerjileriyle yenilenebilir enerjiden yararlanilmasma tanik
olunacag1 6ne siiriilmektedir (Mohan and Pandey, 2019). Cesitli biyoyakitlar
giinimiizde Onemini arttirmaktadir ve hali hazirda arastirilmaya devam
edilmektedir. Bu biyoyakitlarin mikroorganizmalari kullanarak tiretilmesiyle;
enerji ve ¢evresel problemlere ayni anda ¢6ziim saglamasi ilgi cekici bir
yaklagim olmaktadir (Lan ve ark., 2012). Yenilenebilir enerji kaynaklarindan
biyohidrojenin de bu problemlere yanit olabilecegi ve gliniimiiz petrol benzeri
yakitlarin yerine gegecegine yoOnelik diisiincelerden dolay1 olaganiistii bir
sekilde ilgi gormektedir. Enerji bakimindan hidrojen; elektrik, yakit ve 1s1 gibi
alanlarda kullanilabilmektedir. Hidrojen, bozulmasiyla birlikte hicbir kirletici
madde iiretmemesi ve karbon ndtr olmasi gibi birtakim avantajlara sahiptir
(Hallenbeck, 2008 ve Kumar et al., 2018). Verimli bir biyohidrojen {iretimi
icin mikrobiyal iiretim siire¢lerinin, mikrobiyal topluluklarin yapisinin ve
ekosistem tizerindeki islevleri arasindaki karmasik iligkilerin aydinlatilmasi

gerekmektedir.



Biyohidrojen iiretim sekilleri mikrobiyal topluluklara ve onlarin
taleplerine uygun sistemlere gore degisiklik gostermektedir. Bu {iretim
sekilleri; siyanobakteri ve yesil alglerle dogrudan ve dolayli biyofotoliz,
fotosentetik  bakterilerle fotofermentasyon, anaerobik ve fakiiltatif
bakterilerle karanlik fermantasyon ve mikrobiyal yakit hiicreleridir. Hz tireten
bu biyoteknolojik yontemler arasinda, karisik kiiltiirlerle bir¢ok farkli organik
madde tiirtinii ve 6zellikle atik akimlarinin karanlik fermantasyonuyla ytiksek
verimlerde hidrojen elde edebilme yetenekleriyle son birka¢ yilda oldukg¢a
ilgi gérmektedir (Cabrol et al., 2017 ve Lazrol and Hallenbeck, 2019).
Karigik kiiltiir kullanilarak gergeklestirilen fermentatif hidrojen tiretiminde
karsilasilan en biiyiik sorun, ayni1 ortamda hidrojen tiiketen (metanojenler)
mikroorganizmalarin da bulunmasidir (Duangmanee et al., 2007, Kapdan ve
Kargi, 2006). Bu sorun bir¢ok c¢alismada 1s1l 6n islem uygulanarak
¢oOziilmiistiir ve spor olusturmayan H» tliketen mikroorganizmalar inaktive
edilmistir. Isil 6n islem uygulamalar1 sonucunda Clostridium ve Bacillus
cinslerinden H; iireten sporlu bakteriler baskin hale gelebilmektedir. Ancak;
isletim siireci boyunca degisen pH, substrat yapisi ve sicaklik gibi etmenlerle
mikrobiyotanin kararli kalmas1t miimkiin degildir. Siirdiiriilebilir biyohidrojen
diretimi i¢in mikrobiyotadaki degisimlerin siirekli izlenmesi gerekmektedir.
Mikrobiyotanin belirlenmesi c¢alismalari, kiiltiir bagimli ve kiiltiir bagimsiz
teknikler olmak tizere iki ana baglik altinda toplanabilir. Kiiltlir bagimli
caligmalar ¢cogunlukla kiiltiire edilebilen mikroorganizmalarin tanilanmasina
ve bu mikroorganizmalarla calisilmasina olanak saglamaktadir. Dogada
bulunan mikroorganizmalarin ¢ok kii¢iik bir kisminin izole edilebilmesinden
dolayr kiiltir bagimsiz tekniklerin kullanimi biyokiitle {iyelerinin
belirlenmesi ve mikrobiyal dengenin gdzlemlenmesi agisindan g¢ogunlukla
daha 6nemli sonuglar vermektedir. Kiiltiir bagimsiz yontemlerde temel olarak
mikroorganizmalarin DNA ve RNA molekiilleri ile ¢alisilmasi ¢ok ¢esitli
mikroorganizmalara erigsmeyi kolaylastirmaktadir (Edgar, 2018). Mikrobiyal
dinamiklerin ve popiilasyon profillerinin belirlenmesinde kullanilan
molekiiler biyolojik yontemler bakteri tirlerinin hizli bir sekilde
saptanmasina olanak tanir ve kiiltiire edilemeyen tiirlerin saptanmasi i¢in

basariyla uygulanabilir. Mevcut mikrobiyal toplulugun genetik cesitliligi ve



zamanla mikrobiyal topluluk yapisindaki degisikliklerin profili hakkinda
bilgi saglar.

Karanlikk fermantasyon ile mikrobiyal toplulugun atiklar
kullanmasiyla ugucu yag asitleri ve hidrojen gazi gibi ¢esitli son iiriinler
tiretilmektedir. Clostridia tarafindan fermentatif hidrojen tretimi, elektron
transfer  zincirlerinden  pirtivat:ferredoksin  oksidorediiktaz ~ (PFOR),
NADH:ferredoksin oksidorediiktaz (NFOR) ve hidrojenaz tarafindan
piriivatin anaerobik metabolizmasindan kaynaklanmaktadir. Hidrojenaz
molekiiler hidrojenin tersinir oksidasyonunu katalize eder ve enerji
metabolizmasinda 6nemli rol oynar. H> iireten mikroorganizmalarda anahtar
fonksiyonel enzimdir. Aktif bolgelerindeki metal merkezlerinin yapisina gore
[NiFe]-hidrojenaz (bakteri ve arkeler), [FeFe]-hidrojenaz (bakteri ve
Okaryotlar) ve [Fe]-hidrojenaz (baz1 hidrojenotrofik metanojenik arkeler) ii¢
gruba ayrilir (Jo et al.,, 2009; Zhao et al., 2019). Hidrojenazlar; fazla
indirgeyici esdegerlerin atilmasi, hidrojen seciciligi, iyon yer degistirmesi ve
indirgeyici esdegerlerin tiretildigi 6nemli bir yontem olan H'yi oksitleme gibi
bircok islevi saglamasiyla karakterize edilmistir. Bu islev c¢esitliligi
hidrojenazlarin; metanojenler, siilfat azalticilar, nitrojen sabitleyiciler ve
fotosentezleyiciler gibi ¢esitli metabolizmalarda kritik bir rol oynamasina izin
vermektedir. Biyohidrojen tiretiminin veya anaerobik ortamlarin mikrobiyal
toplulugu hakkinda daha derinlemesine bilgi sahibi edinmek adina yapilan
caligmalarin yalmizca 16S rRNA genine dayali dizileme yeterli
goriilmemektedir. Bunun yani sira; bir¢ok yonden islevsel olan hidrojenaz
enziminin ilgili alt grubuna ait geninin tanimlanmasina da ihtiyag
duyulmaktadir (Therien et al., 2017; Zhao et al., 2019).

Tez ¢aligmasi ile maksimum verimde karanlik fermentasyon ile temiz
hidrojen tiretiminden sorumlu mikrobiyal toplulugun incelenmesi ve hidrojen
metabolizmasinda aktif olarak gorev alan enzimleri kodlayan gen/genler i¢in
gerekli temel bilgilerin elde edilmesi amaglanmaktadir. Biyohidrojen
{iretiminden sorumlu biyokiitle; 215M314 nolu TUBITAK 1003 projesi
kapsaminda Ege  Universitesi Biyomiihendislik  Boliimii  Cevre
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setlerinden temin edilmistir. Reaktor diizenegi; 15 L hacimli bir perkolasyon
tanki ve 55 L hacimli kuru fermentdr yeni ve 0Ozglin bir yaklasimdir
(Abubackar vd., 2019). Mezofilik kosullar altinda gerceklestirilmis olan ti¢
farkli reaktor denemesinde 1s1l 6n islem ve parcacik boyutunun mikrobiyal
dinamik {izerindeki etkileri ve degisimleri irdelenmistir. Biyokiitle
mikrobiyotasinin izlenmesi ile farkli kosullarda aktif olarak is goren
mikroorganizma gruplar1 ve bu gruplari olusturan {iyelerin miktarinin
molekiiler yontemler (denatiire edici gradyan jel elektroforezi (DGGE) ve
operasyonel taksonomik birim (OTU) ile tespiti yapilmistir. Bu tiir molekiiler
yontemler; karanlik fermantasyon yoluyla biyohidrojen {iretimi igin
potansiyel biyokatalizorler olarak is goren mikrobiyal toplulugun uygun
sekilde tanimlanmasina ve karakterizasyonuna yardimci olmustur. Kiiltiir
bagimsiz tekniklerden 16s rRNA kodlayan degisken DNA bolgelerinin
analizine imkan saglayan OTU analizi kullanilarak mikrobiyotanin profili ve
dagilimi son yillarda siklikla kullanilmaktadir. Bunun yaninda, Kantitatif
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-time PCR) teknigiyle de hem kalitatif
hem de kantitatif analizler yapilmaktadir. OTU verileriyle bu tez calismasinda
kuru fermentasyon reaktor sisteminden alinan orneklerde DGGE ile
belirlenemeyen kiiltiire edilemeyen mikroorganizma gruplar tespit edilerek
belirlenmistir. Ayrica; tez ¢alismasi kapsaminda hidrojen metabolizmasinda
aktif olarak gorev alan enzimleri kodlayan genlerin belirlenmesi
amaclanmistir. Bunun i¢in hidrojen {iretiminde goérev alan enzimler ve bu
enzimleri kodlayan genler belirlenerek; cesitli veri tabanlari kullanilarak
biyoinformatik analizler ile bu genlerin karekterizasyonu yapilmistir. Bu tez
calismas1 ile; mikrobiyal profilin belirlenmesinde, Kkantitatif olarak
nicelendirilmesinde ve ilgili genlerin karakterizasyonunda kullanilan
molekiiler araglarin detayli bir sekilde degerlendirilmesi yapilmistir. Bu
sayede gelecekteki arastirmalara; dogru islevde mikrobiyal ve molekiiler
analiz aracim1 belirlemek i¢in degerli bilgiler vererek 151k tutacagi

distiiniilmektedir.



2. GENEL BILGI
2.1 Biyohidrojen

Hz ilk olarak dogal olmayan yollarla 1627-1691 yillar1 arasinda
Robert Boyle tarafindan demir ve asit arasindaki bir reaksiyon (Fe + H2SOg4
— Fext + SO4? + Hy) yoluyla iiretilmistir. Henry Cavendish tarafindan
1766'da H> gazin1 ayr1 bir element olarak tanilamistir ve gazin asit yerine
metalden ¢iktigin1 diisiinerek “yanict hava” veya “su olusturucu” olarak
adlandirmistir. Antoine Lavoisier tarafindan 1783'te bu elemente Yunancada
su anlamima gelen "hidro" ve bi¢imlendirme anlamia gelen "genler"
kelimeleriyle tiirettigi "hidrojen" adin1 vermistir. Son olarak, 1939'da Hans
Gaffron tarafindan yapilan c¢alismada gdlet pisliklerinde bulunan
Chlamydomonas reinhardtii yesil alglerinin zaman zaman oksijeni liretirken
giinlimiizde biyohidrojen olarak adlandirdigimiz hidrojene doniistiirdiigiini

fark etmistir (Mohan and Ashok, 2019; Abdin et al., 2020).

Biyohidrojen; mikroorganizmalar tarafindan 1sikli ya da 1siksiz
ortamlarda gerceklestirilen cesitli biyokimyasal reaksiyonlarin gegici ve
dogal bir yan iirliniidiir. Son yillarda yapilan arastirmalar hem temel hem de
uygulamali alanlarda H> liretiminin biyolojik yollarina énemli derecede ilgi
gostermisgtir (Mohan and Pandey, 2019). Genel olarak biyohidrojenin
avantajlar;; uygun sicaklik ve basing altinda gerceklestirilebilmesi,
yenilenebilir enerji kaynaklarini (gilines, riizgar, su, biyokiitle) kullanma
olanagi saglamasi, cevre kirliligine yol agmamasi ve iiretimi esnasinda
organik atiklarin kullanilmasi nedeniyle ekonomik; 6nemli yan {iriinlerin
olugmasi olarak sayilabilir (Hawkes et al., 2002; Das ve Veziroglu, 2001,
Azbar vd., 2009b). Biyohidrojen iiretimi i¢in termokimyasal ve biyolojik
yontemler kullanilmaktadir. Biyolojik siireglerle; dogrudan ve dolayh
biyofotoliz, fotofermentasyon, karanlik fermantasyon, hibrit sistemler ve
mikrobiyal yakit hiicreleri gibi mekanizmalari igeren tiretim yollar1 mevcuttur

(Sekil 2.1).



Sekil 2.1 Biyolojik hidrojen iiretim siire¢lerinin genel semasi
2.1.1 Biyofotoliz

Biyofotoliz; oksijenli fotosentez gerceklestiren, giines enerjisini
yakalayan ve proton indirgeme ile su boliinmesini birlestiren organizmalarla,
dogas1 geregi en ¢ekici olan biyohidrojen liretim siirecidir. Bu siire¢ bir¢ok
teorik avantajlara sahiptir. Ancak bunu basariyla kullanmanin ve pratik bir
sistem olusturmanin 6niinde 6nemli engeller bulundurmaktadir. Biyofotolitik
stirecler dogrudan ve dolayl1 olarak iki gruba ayrilir. Dogrudan biyofotolizde,
yesil algler ve siyanobakteriler gibi fotosentetik mikroorganizmalar hiicre
biiyiimeleri i¢in 400-700 nm giines 151811 yakalayip; depolarlar. Depolanan
giines 15181 ile birlikte suyun par¢alanmasiyla elektronlar, fotosistem 11 (PSII)
ve fotosistem I (PSI) araciligiyla enerjide ferrodoksine (Fd) yiikseltgenir
(Sekil 2.2). Fd, daha sonra hidrojenaz enzimi tarafindan NADP"'nin H>
iiretiminden sorumlu olan NADPH'ye indirgenmesi i¢in kullanilir (Lazaro
and Hallenbeck, 2019; Eroglu ve Melis, 2011; Tsygankov, 2012; Osman et

al., 2020). Dolayli biyofotolizde ise; fotosentez giines enerjisini



karbonhidrata doniistirmek ve hidrojen iiretmek igin kullanir (Sekil 2.2).
Giines enerjisinin bir kimyasal enerji bigimi olarak karbonhidratlara iki
asamali fotosentetik doniisiimiinii icerir. Ilk asamada; 151k enerjisini
kullanilarak, N2'yi indirgenmesiyle O, ve karbonhidrat iiretilir. Ikinci
asamada ise; daha az O; ile anaerobik bir kosulda karbonhidratin 151k enerjisi
ile CO2 ve Ho'ye doniistiiriiliir (Osman et al., 2020). Sekil 2.2’de dogrudan ve
dolayli biyofotolizin siireclerini ifade eden gorselde gri cubuk, tilakoid zarin
lipid ¢ift katmanini temsil etmektedir. Elektron transferleri ve yonleri gri
noktal1 oklarla gdsterilmektedir. Siyah kesikli ¢izgilerle ¢coklu reaksiyonlar
gosterilmektedir. ATPaz: ATP sentaz; Cyt b6f: sitokrom b6f kompleksi; Fd:
ferredoksin; FDP: flavodiiron proteini; FNR: ferredoksin NAD(P)™ rediiktaz;
H.az: hidrojenaz; NDH: NAD(P)H dehidrojenaz; PC: plastosiyanin; PQ:
plastokinonlar; PS: fotosistem; PTOX: plastid terminal oksidaz kisaltmalarini
ifade etmektedir (Oh et al., 2010).
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Sekil 2.2 Fotosentetik mikroorganizmalarda dogrudan ve dolayli biyofotoliz siirecleri (Oh et
al., 2010)

Iki farkli biyofotoliz yoluyla hidrojen iiretimi gerceklestirilebilir.
Heterosistoz siyanobakteriler ve yesil alglerden Chlamydomonasin
kiltlirleriyle hidrojen iiretimi lizerine g¢alismalar mevcuttur. Heterosistoz
siyanobakterileri nitrojenaz enzimiyle hidrojen iretimini

gerceklestirmektedirler. Heterosist ve oksijenik fotosentezde hidrojenin



vejetatif hiicrede CO> fiksasyonuyla birlikte elde edilmektedir. Burada
iretimden sorumlu olan katalizor nitrojenaz; dogal olarak oksijen
inaktivasyonundan korunmaktadir (Lazaro and Hallenbeck, 2019).
Kossalbayev et al. (2020); Desertifilum sp. IPPAS B-1220, Synechocystis sp.
PCC 6803, Phormidium corium B-26 ve Synechococcus sp. 112 siyanobakteri
suglarindan hidrojen verimlerini degerlendirmislerdir. 120 saat boyunca
karanlikta Synechocystis sp. PCC 6803'iin 0,037 umol Ho/mg verimle yiiksek
bir Hy tretimi gergeklestirdigini tespit etmislerdir. 166 saat boyunca 1s1k
altinda inkiibe edilen Desertifilum sp. IPPAS B-1220'nin 0,229 pmol Hz/mg
verimle Hy direttigi bildirilmislerdir (Kossalbayev et al., 2020).

Chlamydomonas gibi yesil algler de ise; H» iiretim siirecleri [FeFe]-
hidrojenaz tarafindan gerceklestirilir. Kiiltlirler 6zel kosullar altinda inkiibe
edilmedikg¢e yesil alglerin [FeFe]-hidrojenaz1 fotosentetik olarak {iretilen
oksijen hizla etkisiz hale getirir. Teorik olarak hidrojen {iretimi asetatla
biiyliyen hiicrelerin kiikiirtstiz ortamda inkiibasyonuyla elde edilirken;
fotosentetik reaksiyonlarda ciddi bir diislise sebebiyet saglar. Asetat
varliginda artan solunum ile yiiksek oranda azalan oksijen, kiiltiiriin
anaerobik duruma ge¢mesine sebep olur (Lazaro and Hallenbeck, 2019).
Dolayli biyofotoliz proseslerindeki en onemli sinirlayici etken; tretilen
oksijenin [FeFe]-hidrojenaz enzimi lizerine kuvvetli bir inhibe edici etkisidir.
Ek olarak; bu proseslerde hig¢bir atigin kullanilmasi ve diisiik hidrojen iiretim

verimleri de diger dezavantajlaridir (Dange et al., 2021).

2.1.2 Fotofermentasyon

Isik enerjisinin yakalanmasini1 ve doniistiiriilmesini igeren baska bir
hidrojen iiretim stireci de fotofermentasyondur. Bu siirecte; fotosentetik mor
kiikiirt ve kiikiirtsiiz bakterileri ¢esitli substratlar1t H, ve CO’e ayristirir (Sekil
2.3). Nitrojenaz enzimi tarafindan hidrojen tiretimi gergeklestirilir (Lazaro
and Hallenbeck, 2019; Osman et al., 2020). Organik maddeler, biyoatiklar
ve organik asitler gibi ¢esitli substratlar1 parcalayabilen fotoheterotrofik mor

kiikiirtsiiz bakteriler (Rhodobacter, Rhodobium, Rhodopseudomonas ve



Rhodospirillum suslar1) yaygin olarak fotofermentasyon ile Hz iiretimi
gerceklestiren organizma grubudur (Monroy and Buitrén, 2020). Dogal
olarak ortamda bulunan bu fotosentetik bakteriler; genis bir 151k spektrumu
araciligiyla ¢ok ¢esitli substratlar1 Hz‘e indirgeyebilir. Fotofermentasyonun
biyofotolizden ayiran en onemli fark; fotosistem II’nin bulunmamasi ve
bundan dolay1 H» iiretimini inhibe eden O:‘i iiretmemesidir (Ferraren-De
Cagalitan and Abundo, 2021). Ancak; fotosentetik bakteriler nitrojenaz ile H»
tiretirken N> iiretirler ve bunun kontrol altinda tutulmasi gerekir. Yiiksek N2
tiretimi ve birikimi Hz liretimini azaltabilir. Ayrica; yeterli 151k enerjisi ve atik
igerisinde ki 151k akiginin olmadigi durumlar da Hp iiretimini olumsuz yonde

etkilemektedir (Boodhun et al., 2017).

A

v
B
va

() v
[ e | B
g\
Reverse e- ;e
transport | = {

i“i’hotosynthesis
I X

' Organic acids, ‘
sugars, glycerol | e

4
s’
+
H

Proton
gradient

Sekil 2.3. Fotosentetik bakteriler tarafindan fotofermentatif hidrojen iiretimi (Lazaro and
Hallenbeck, 2019)

Sekil 2.3’te mor kiikiirtsiiz bakterilere ait hidrojen tiretim yolu Lazaro
and Hallenbeck (2019) tarafindan diizenlenen resim ile gosterilmektedir.
Organik bilesikler 6ziimsenerek biyokiitle sentezi i¢in kullanilmaktadir.
Substratlar, Dbiyokiitleyi indirgeyici esdegerlerin  (NADH) redoks
durumundan daha fazla indirgenmisse; biiylimenin devam edebilmesi igin
devre dis1 birakilmalidir. Bu da; nitrojen sinirlama kosullart altinda ifade
edilen protonlar1 hidrojene indirgeyen nitrojenaz ile gerceklestirilir.
Bakteriyel fotosentez, yakalanan 11k enerjisini bir proton gradyanina

doniistiirerek  nitrojenaz  aktivitesi icin gereksinimleri iki sekilde
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desteklemektedir. Hem ATP sentezi hem de nitrojenaz aktivitesi i¢in ihtiyag
duyulan ters elektron akisi tarafindan iretilen indirgenmis ferrodoksin, bu

proton gradyanindan iiretilmektedir (Lazaro and Hallenbeck, 2019).

Son yillarda ¢aligmalar yiiksek verimli sekerlerden ve atik gliserolden
tek asamayla direkt olarak hidrojen iiretiminin gerceklestirildigini
gostermektedir. Cai and Wang (2014); Rhodovulum sulfidophilum P5
susunun 30 °C’lik sicaklikta, pH 8’de ve 150 W’lik tungsten lamba ile
fotosentetik kosullar altinda 20 mmol/L glukozdan 7,07 mol Hz/mol glukoz
verimle H; elde etmislerdir. Bir baska ¢alismada ise; 6giitiilmiis palmiye yagi
atig1 ile kagit ve kagit hamuru fabrikasi atiklariyla birlestirilerek R.
sphaeroides NCIMB8253 susu ile 4 Klux 151k siddetinde 24 saat inkiibasyonu
sonucunda 4,67 ml Hx/ml-atik verim ile H> iretilmistir (Budiman
etal,, 2015). Bu calismalarin hepsi, yakalanan 11k enerjisinin, bir proton
gradyani olusturarak fotosentez igerisinde elektron akisinin gerceklestigi
15182 bagiml prosesler oldugunu gostermektedir. Bu gradyan nitrojenaz
aktivitesi ile ATP sentaz yoluyla ATP ve ters elektron akis1 yoluyla yiiksek
enerjili elektronlarin gereksinimi karsilamak i¢in kullanilmaktadir (Lazaro
and Hallenbeck, 2019). Fotofermentasyon siire¢lerinde substrattan kismen
yiiksek verimlerde hidrojen tiretilse de; diisiik hacimlerde hidrojen eldesi ve
diisiik 151k doniistim verimleri gibi sebeplerden dolayr bu sistemin pratik

olarak uygulamasinda bir takim engeller bulunmaktadir.

2.1.3 Mikrobiyal Elektroliz Hiicreleri (Elektrofermentasyon)

Mikrobiyal elektroliz hiicreleri; mikrobiyal yakit hiicrelerinden
modifiye edilen, ¢ok gesitli substratlardan H> iiretimi gergeklestiren yeni bir
tekniktir. Elektrofermentasyon veya biyokatalizli elektroliz hiicreleri olarak
da adlandirilan mikrobiyal yakit hiicreleri alternatif bir elektrikle ¢alisan H»
tiretim siireci olarak kullanilmaktadir (Cheng and Logan, 2007). Mikrobiyal
yakit hiicreleriyle anodik reaksiyonlari benzemektedir. Elektrotta elektrojenik
mikroorganizmalar; anaerobik solunum ile c¢esitli organik substratlari
elektrotun (anot) bir elektron havuzu gorevi goérmesiyle CO2'ye ve

elektronlara tamamen indirgenmektedir. Bunu; anotta eslesen organizmalar
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tarafindan nano teller gibi ¢esitli mekanizmalari iceren dogrudan hiicre dist
yapilarla gerceklestirilmektedir (Sekil 2.4). Uretilen akim, oksijenin
indirgenmesinin gerceklestigi katoda iletilmektedir (Cheng et al., 2009). Bir
mikrobiyal yakit hiicresi anotta iiretilen voltaji, katotta hidrojen olusumunu
saglayan harici bir giic kaynagindan gelen voltajla destekleyerek hidrojen
tiretmektedir. Redoks potansiyeli normalde buna izin vermeyen
substratlardan hidrojen iiretimine izin vermektedir. Bir mikroorganizma
tarafindan iretilene (-0,300 V) ek olarak 0,110 V'tan daha yiiksek bir
potansiyelde H: tiretilmektedir. H"'nin Hz'ye indirgenmesi i¢in normal redoks
potansiyeli -0,414 V'dir. Bundan dolay1 potansiyel olarak duyulan
gereksinim, suyun elektrolizi i¢in teorik olarak gerekli olan 1,230 V'luk
voltajla karsilastirildiginda ¢ok diisiiktiir. Boylece asetat (-0,279 V), tipik su
elektrolizine kiyasla nispeten kiigiik bir voltaj (-0,135 V) uygulamasiyla
teorik olarak hidrojene (-0,414 V) doniistiiriilebilir. Ancak teorik olarak;
fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorlerin yarattigi asir1 potansiyeller
nedeniyle ek voltaj gerekmektedir (Kadier et al., 2016; Rozendal et al., 2007;
Cheng and Logan, 2007).

Substrate

r

teria

Bacteria +

Sekil 2.4. Mikrobiyal elektroliz hiicresi ile hidrojen {iretiminin semas1 (Lazaro and
Hallenbeck, 2019)

Mikrobiyal elektroliz hiicreleri biyohidrojen iiretiminde yliksek
oranda verimlilige sahiptir. Bu verim; mikroorganizma tipi, elektrot
malzemeleri, kullanilan membran tipi, uygulanan potansiyel araligi,
substratin bilesimi ve konsantrasyonu ve tasarimi gibi bir¢cok etken ile
iligkilidir. Bu teknik ile H» {iretiminde yapilan ilk ¢alismalarda; anodik ve

katodik boliimlerini ayiran iyon gegirgen zarlara sahip iki bolimslii sistemler
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kullanilmistir ve katotta Hz, anotta CO2 kolayca yakalanmasi saglanmistir. Bu
sistem hidrojen tiretimini katalize etmek i¢in biyokatot kullanildiginda; iki
bolmede ayr1 mikrobiyal topluluklarin gelismesine izin vermektedir. Ancak;
proton {iiretimi nedeniyle anot bdlmesinin asitlenmesi, proton tiiketimi
nedeniyle katot bolmesinin alkalilesmesi ve membranin neden oldugu yiiksek
direng, hidrojen olusumu i¢in voltaj gereksinimini artirarak pH’1
degistirmektedir. Bu gibi problemlerden dolay1 iki bélmeli sistemlere kiyasla
daha yiiksek akim yogunluklar iiretebilen ve 6nemli 6lgiide daha yiiksek
hidrojen tiretim oranlar1 verebilen tek bolmeli mikrobiyal elektroliz hiicreleri
onerilmektedir. Ancak tek bolmeli sisteminde yine hidrojen verimini
azaltabilecek dezavantajlari vardir. Bunlardan birincisi; iiretilen hidrojene
kars1 metan iiretiminden kaynakl1 verimde diisiis olabilmektedir. ikincisi ise;
elektron havuzu olarak anodu kullanilmasiyla iretilen hidrojeni tiiketen
organizmalarla biyolojik bir kisa devrenin gelisir ve belirli bir miktarda anot
iretmek icin gereken akim miktarin1 biliylik Olclide artirmasina sebep
olabilmektedir. Bu da; akim yogunlugunun iicte ikisinin hidrojenin geri
doniisiimiinden kaynaklanarak net hidrojen {retimini disiirebilmektedir

(Lazaro and Hallenbeck, 2019; Chandrasekhar et al., 2015).

Ekonomik olarak uygulanabilirligi, biiyiik 6l¢ekli sistemlerin
kullanilabilirlig ve atik sularin giderilmesi gibi olumlu siireclerinden dolay1
mikrobiyal elektroliz hiicreleri tercih edilmektedir. Cusick et al., (2011) 1ilk
pilot 6l¢ekli (1000 L) siirekli akigli mikrobiyal elektroliz hiicrelerinde atik su
kullanilarak hidrojen {iretmislerdir. 60 giin boyunca zanginlestirilmis
ekzoelektrojenik biyofilm ile 0,9 V’ta gaz {retiminin maksimum
0,20L/L/giin'e ulasabildigini bildirmislerdir. Ancak; calismalarinda tretilen
toplam gazin yaklasitk % 86’sim1 metan gazinin olusturdugunu ve
metanojenleri inhibe etmek i¢in daha giiclii biyofilmler olusturma ihtiyacini
vurgulamiglardir. Bagka bir ¢alismada ise; Heidrich et al., (2014) ham evsel
atiksularla beslenen 1°C - 22°C degisen sicakliklar arasinda 12 ay boyunca
calistirilan 100 L hacminde bir mikrobiyal elektroliz hiicresinden 0,6 L/giin
hidrojen iiretimi gergeklestigi gdzlemlenmistir. Yazarlar; ilging bir sekilde
diger benzer ¢aligmalarin aksine, daha ytliksek performansli hiicrelerde sadece

diistik Geobacter sp. seviyeleri elde ettiklerini belirtmislerdir. Ayrica; bu
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calismayla mikrobiyal topluluk bilesimi ile mikrobiyal elektroliz hiicrelerinin
performansi tizerindeki etkisiarasinda iligkiler kurmak i¢in daha fazla ¢alisma

gerektiridigini vurgulamislardir (Heidrich et al., 2014).

Son 10 yilda mikrobiyal elektroliz hiicrelerinin performansinda hizl
ve onemli gelismeler kaydedilmis ve bu engellerin agilmasi yoniinde kismi
ilerleme kaydedilmistir. Elektrometanojenezden mikrobiyal tuz gidermeye
kadar c¢esitli faydali reaksiyonlarla farkli biyoelektrokimya tiirlerini
gerceklestiren varyantlar tiretmek icin modifiye edilerek

kullanilabilmektedir.

2.1.3 Karanhik Fermentasyon

Mikroorganizmalar; hem tiirler arasinda hem de aym tiir veya sus
icinde c¢ok yonlii yiiksek metabolik siireclere sahiptirler ve farkli sekillerde
fermantasyon  yapabilmektediler. =~ Fermentasyon;  kismi  substrat
oksidasyonunun ve son elektron alicisinin bir organik molekiil oldugu
anaerobik bir redoks islemi olarak bilinmektedir. Molekiiler hidrojenin
fermantasyon sirasinda iiretimi; zengin indirgeyici bilesiklerinin (NAD(P)H
ve FADH) yayilabilir bir gaz olarak verimli bir sekilde dagitmanin bir seklidir
(Cabrol et al., 2016). Biyohidrojen tiretimi iizerine bugiine kadarki yapilan
calismalarin bir¢cogu cesitli ve farkli mikroorganizmalarla gerceklestirilen
karanlik fermentasyon proseslerini igermektedir. Karanlik fermantasyon
stirecinde fakiiltatif (E. cloacae, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Citrobacter intermedius vb.) ve zorunlu anaerobik bakteriler (Clostridium
butyricum,  Clostridium  beijerinckii,  Clostridium  paraputrificum,
Ruminococcus albus vb.) araciligiyla gergeklestirilmektedir (Abo-Hashesh
and Hallenbeck, 2012). Glikoliz, bir substratin merkezi bir metabolik ara {iriin
olan pirtivata doniistiiriilebildigi anahtar metabolik yoldur. Tim karanlik
fermantasyon proseslerinde anaerobik kosullar altinda piriivattan H>
tiretirlirken; asetik asit, biitirik asit, propiyonik asit, malik asit gibi cesitli
ucucu yag asitleri ve/veya butanol ve etanol gibi alkoller kombinasyon
halinde iretilmektedir. Hidrojenin evrimi mikroorganizmalara kendi

baslarina herhangi bir avantaj saglamaz. Ancak; mikrobiyal toplulugun bazi
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tiyeleri icin fazla elektronlarin ortadan kaldirilmasi i¢in zorunludur

(Chandrasekhar et al., 2015; Cabrol et al., 2016).

Molekiiler hidrojen olusumunda piriivatin anaerobik bozunmasi i¢in
iki ana olasilik bilinmektedir. Bunlardan biri; nikotinamid adenin diniikleotid
(NADH) yolunun yeniden oksitlenmesi yolu; digeri piriivat-format-liyaz
(PFL) yoludur (Sekil 2.5) (Hallenbeck, 2005; Abo-Hashesh et al., 2011). Her
iki yol izinde de glukoz 6nce piriivata doniistiiriiliir ve daha sonra asetil-CoA
ve indirgenmis ferredoksin veya format elde edilir. Birinci metabolik yol izi
piriivat ferredoksin oksidorediiktaztan (PFOR) hidrojen iiretimidir. Bu yol
izinde Clostridia gibi zorunlu anaeroblar, glikoliz sirasinda piriivat-
ferredoksin  (Fd) oksidorediiktaz enzimiyle piriivatt asetil-CoA’ya
doniistiiriirler. Asetil-CoA daha sonra asetat ve ATP iiretir. Asetil-CoA’ya
piriivat oksidasyonu, indirgenmis ferredoksinin (Fdred) ferredoksine bagli bir
hidrojenaz (Fd-[FeFe]) ile oksidasyonu yoluyla gergeklesir (Sekil 2.5).
[FeFe]-hidrojenaz enzimi daha sonra indirgenmis Fd'yi oksitler ve hidrojen
iiretir. Genel reaksiyonlar Denklem (1) ve Denlem (2)’de gosterilmektedir
(Hallenbeck and Ghosh, 2009; Gopalakrishnan et al., 2019; Mohanraj et al.,
2019).

Pirtivat + CoA + 2Fd(oks) < Asetil-CoA + 2Fd (red) + CO2 (1)
2H* + 2Fd (red) — Ha + 2Fd(oks) (Hyd) (2)

Piriivatin asetata oksitlendigi durumda; her mol glukoz i¢in 4 mol H>
tiretilir. Pirtivatin biitirata oksitlendigi durumda ise; 2 mol H2/mol glukoz
uretilir (Hallenbeck and Benemann, 2002). Bu sebeple; karisik asit yolunu
izleyen organizmalarda asetat/biitirat oran1 hidrojen liretimi i¢in temel bir
parametredir. Son irlinler olarak asetik asit ve biitirik asidin metabolik
reaksiyonlarin1 ifade eden Denklem (3) ve (4)'te gosterilmektedir

(Gopalakrishnan et al., 2019; Mohanraj et al., 2019).

CsH1206 + 2H20 — 2CH3COOH + 2CO3 + 4H:> (3)
CsH1206 — CH3CH2CH2COOH + 2CO> + 2H> 4
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Ikinci metabolik yol izi olan PFL yolu; Enterobacter gibi fakiiltatif
anaeroblar tarafindan format liyaz aktivitesi ile piruvik asidin asetil-CoA ve
formik aside katalizidir. Format, bir nikel-demir (NiFe) hidrojenaz i¢eren bir
format hidrojen liyaz (FHL) kompleksi ile Hz ve CO2'e ayrilir (Sekil 2.5). Bu
yolu ilk kez Stephenson and Stickland (1932) tanimlamiglardir (Denklem
(6)). Mikroorganizmaya bagli olarak bu reaksiyon, [NiFe]-hidrojenaz veya
formata bagli [FeFe]-hidrojenaz aktivitesiyle gerceklesebilir. Yalnizca PFL
yoluna sahip organizmalar, hidrojen iiretimi i¢in NADH'e erisemezler.
Bundan dolay: teorik olarak; her mol glukoz basina 2 mol Hp ile sinirlidir.
PFL ve FHL reaksiyonlarini ifade eden sirastyla Denklem (5) ve (6) asagida
ifade edilen sekildedir (Stephenson and Stickland, 1932; Gopalakrishnan et
al., 2019; Mohanraj et al., 2019).

Piriivat + CoA — Asetil-CoA + Format (PFL) (5)
Format — Hz + CO2 (FHL) (6)
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Sekil 2.5. Karanlik fermentasyon ile hidrojen iiretiminin gergeklestigi metabolik yol izleri
(Mohanraj et al., 2019)

Metabolik yol izinin son metaboliti etanol, laktik asit veya propiyonat
oldugu durumlarda hidrojen {iretimi gerceklesmez. Bazi fakiiltatif anaeroblar
bu durumda fermentasyon yerine, terminal elektron alicilar1 olarak nitrat,
fumarat gibi bilesikleri kullanarak anaerobik solunum gergeklestirirler. Bu
solunum ile hidrojen tretimi engellenebilir. Bu nedenle hidrojen iiretimi
sirasinda  bu elektron alicilarimin  ortamda bulunmamasi1  gerektigi
distintilmektedir (Gopalakrishnan et al., 2019). Ancak; ilging bir sekilde
nisasta ile beslenen ve aktif camur ile asilanmig biyohidrojen reaktorlerinde

laktik asidin belirli konsantrasyon araliklarinda hem hidrojen verimini hem
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de tiretimini arttirdigini da bildirilmistir. Bu konsantrasyon esiginin (yaklasik
650 mg/L) lizerindeki konsantrasyonlarda ise, hidrojen veriminin belirgin bir
sekilde azaldiginmi belirtmislerdir. Karisik kiiltiirlerde bu olumlu etki laktatin
biitirata ~ doniisiimiinde  elektron dondrii  olarak gorev  almasiyla
aciklanmaktadir. C. beijerinckii, Clostridium diolis, Clostridium
acetobutylicum ve Clostridium tyrobutyricum gibi Clostridia tiirleriyle asetat
varhiginda laktatt biitirat, CO; ve Hj'ye doniistirme yetenekleri
kanmitlanmistir. Ayrica; C. butyricum, C. beijerinckii, Clostridium felsineum
ve Ozellikle Clostridium pasteurianum'un saf ve ortak kiiltiirlerinde de laktati
yeniden kullanma kapasiteleriyle nisasta fermentasyonlarinda ana metabolit

laktat oldugu zaman en yiiksek Hz verimi elde edilmistir (Cabrol et al., 2016).

Karanlik fermantasyon sirasinda, fotofermentasyon icgin substrat
olarak kullanilabilen gesitli organik asitler iiretilir. Bu organik asitlerden
fotofermentatif bakteriler tarafindan Ho ve CO; iiretilebilir. Baz1 ¢calismalar
bu substratlardan toplam enerji ¢ikarimini artirmak icin iki asamali karanlik
fermentasyon-fotofermantasyon prosesi uygulanarak daha yiiksek hidrojen
tiretimini incelemislerdir. Bu proseste; karbonhidrat agisindan zengin
substratlar ilk olarak karanlik fermantasyon reaktoriinde kismen hidrojene
doniistiiriiliir. Ikinci bir asamada; ek enerjiyi geri kazanmak i¢in organik asit
yan Uriinleri islenir. Teorik olarak, bu hibrit islemden her mol dekstroz icin
12 mol Ha iiretilebilir (Denklem (7)). Ancak; fotofermentasyonun kullanima,
yiksek 151k yogunluklarinin  kullanilamamasi ve diisik maliyetli
fotobiyoreaktorlere duyulan ihtiyag dahil olmak {izere bir dizi teknik engel
sunmaktadir. Bu sebeplerden dolayi; iki agsamali hibrit sistemleri pratik
diizeyde kullanilmadan oOnce daha fazla arastirma ve gelistime

gerektirmektedir (Lazaro and Hallenbeck, 2019).

CeH1206 + 6 H,O — 12 Ho + 6 CO» (7)

Hidrojenin biyolojik olarak tiretim sekillerinin her birinin kendi i¢inde
avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir. Biyofotoliz ve fotofermentasyon
proseslerindeki en biiyiik dezavantaj ayrica bir eneji kaynagi olarak 11k

kaynag1 gereksinimidir. Bu sebeple; pratik uygulamalarda hidrojen verimleri
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ve lretim hizlar1 daha diisik kalmaktadir (Gopalakrishnan et al., 2019).
Mikrobiyal elektroliz hiicreleri ve ikili hibrit sistemlerde teorikte yiiksek
hidrojen elde edilirken; pratik uygulamalar i¢in daha fazla teknik arastirma
ve gelistirme gerektirir (Cizelge 1). Karanlik fermentasyon prosesi ise; teorik
olarak diisiik hidrojen eldesi ve bir¢ok yan iiriiniin de birlikte {iretilmesi gibi
dezavantajlara sahiptir. Ancak; daha diisiik enerji gereksinimini, zorlayici
olmayan proses kosullarindan dolay1 diger proseslere gore hidrojen verimi
ve iiretim hizi agisindan daha umut verici olarak goriilmektedir. Ayrica
karanlik fermentasyon siireclerinde cevresel atiklar (kanalizasyon ¢amuru,
meyve-sebze atiklari, damitim atiklar1  vb.) kullanilarak hidrojen
iiretilebilmektedir. Bu sayede; siirdiiriilebilir atik yonetimi, kirlilik kontrolii
ve temiz enerji liretimi gibi ¢evre biyoteknolojisi agisindan onemli olan
katkilar1 saglamaktadir (Cabrol et al., 2016). Biyohidrojen {iretiminde
kullanilan prosesler ve tiretimdeki avantaj-dezavantajlarinin irdelendigi tablo

Cizelge 2.1°de gosterilmektedir.
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Cizelge 2.1 Biyohidrojen Prosesleri ve Avantajlar1 — Dezavantajlari
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2.2 Karanlik Fermentasyon ile Hidrojen Uretiminin Mikrobiyolojisi

Farkl1 bir¢cok anaerobik bakteri uygun kosullar altinda kendilerine ait
metabolik yol izleriyle hidrojen iiretebilmektedirler. Anaerobik kosullarda
oksijenin bulunmamasindan dolayr bu tiir organizmalar terminal elektron
alicis1 olarak proton veya kiikiirtli kullanirlar. Karanlik fermentasyonda
hidrojen iiretimin bir elektronun protona aktarilmasiyla gerceklesir. Bu
organizmalar; oksijene karsi hassasiyetlerine ve sicaklik ihtiyaglarina gore
zorunlu anaeroblar ve fakiiltatif bakteriler olarak gruplandirilir. Zorunlu
anaeroblar; oksijene karsi direkt olarak duyarli olan mikroorganizmalardir.
Spor olusturabilen bu anaeroblar; 1s1l 6n islem, asit ile 6n muamale gibi
islemlerle zenginlestirilebilirler. Fakiiltatif anaerobik bakteriler ise; hem
anaerobik hem de aerobik ortamlarda bulunabilen mikroorganizmalardir. Bu
bakteriler zorunlu anaeroblara gore laboratuvar kosullari altinda daha kolay
biiytitiildiikleri i¢in daha avantajhidirlar. Ayrica hidrojen iiretiminde gorev
alan mikroorganizmalar1 sicaklik ihtiyaglarina gore; mezofiller, termofiller
ve ekstremofiller olarak {i¢ gruba da ayirmak miimkiindiir. Ortam sicakliginda
biiyliyebilen mikroorganizmalar mezofillerdir. Termofiller biiylimeleri ve
hidrojen iretebilmeleri i¢in yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duyurken,
ekstremofiller daha yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duymaktadirlar. Bu
mikroorganizma gruplar1 arasinda termofillerle teorik olarak daha yiiksek
hidrojen verimi elde edilmis olsa da; yiiksek sicaklikligi dengede tutabilmek
icin de yiiksek enerjiye gerekinim duyulmaktadir. Bu da biiyiikk 6l¢ekli
calismalarda termofillerin pratik uygulamalar i¢in avantajli olmadigini

gostermektedir (Das, 2009).

Hidrojen iiretimi sadece saf kiiltiir kullanilarak ya da karigik kiiltiirler
ile gerceklestirilebilir. Karisik kiiltiirlerde hidrojen iireticileri, hidrolizorler,
metanojenler, kiikiirt indirgeyiciler gibi bircok farkli mikroorganizma
grubunu bir arada bulundurabilirler. Bu mikroorganizma gruplari icerisinde
hidrojen  iiretmeyen  mikroorganizmalar da  bulunmaktadir. Bu
mikroorganizmlarin varlii; toplam hidrojen veriminde artisa ya da azalisa
sebep olabilmektedir. Ayni1 zamanda; proses igerisinde dominant olan

topluluk, substrat tipine ve bilesimine de baglidir. Bu nedenle; hidrojen
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tiretiminde ytiksek verimligin segilen mikroorganizmalarla dogrudan iligkisi

vardir (Gopalakrishnan et al., 2019).

2.2.1 Zorunlu Anaerobik Bakteriler

Zorunlu anaeroblar; farkli karbonhidratlar ve ¢esitli atiklar kullanarak
hidrojen iiretebilme yetenekleriyle bilinmektedirler. Hidrojen reaktorlerinde
genellikle en bol ve en verimli olan karanlik fermentasyonla hidrojen
tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica bu organizmalar genellikle
hidrojen tiretim verimliliginin en yiiksek oldugu donemlerde baskindir. Spor
olusturduklarindan bu bakteriler; 1s1 veya diger On islemlere tabi
tutulduklarinda uzun vadeli stabilite gosterirler. Bu nedenle; karigik kiiltiirde
secilmeleri verimli ve kolaydir. Bu bakteriler, log asamasinda hidrojen
tretimini gergeklestirirken; duragan fazda metabolizmalar1 solventojenik
faza ge¢mektedir. Clostridia tiirlerinden 6zellikle C. butyricum, C.
tyrobutyricum, C. pasteurianum, C. beijerinckii, C. paraputrificum ve
Clostridium acetobutyricum tiirleri ile hidrojen iiretiminde yiiksek verimler
elde edilmistir (Cabrol et al., 2016; Gopalakrishnan et al., 2019). C.
butyricum; farkli Clostridial saf kiiltiirler ve tanimlanmig ortak kiiltiirler ile
nisastadan hidrojen liretiminde en yiiksek Hz verimini saglamistir (Masset et
al., 2012). C. pasteurianum; karisik kiltiirler ile yogunlastirilmis melastan
hidrojen tireten reaktdrde dominant tiir oldugu bildirilmistir. Ayrica; diger
Clostridium tiirlerine gore en yiiksek H2 iiretim hizina sahip oldugu
vurgulanmistir (Hsiao et al., 2009). Bugiine kadar karanlik fermantasyon ile
Ho> tiretimi lizerine yapilan arastirmalarin ¢ogu Clostridia tiirleri tizerine olup;

Cizelge 2.2°de ilgili 6rneklerden birkac1 verilmistir.
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Cizelge 2.2 Zorunlu Anaerobik Bakterilerden Karanlik Fermentasyon ile Biyohidrojen
Uretim Verimleri

Mikroorganizma Substrat Hidrojen Verimi Referans
C. butyricum Glukoz 2,29 mol/mol glukoz | Lin et al., 2007
C. tyrobutyricum Glukoz 1,47 mol/mol glukoz | Lin et al., 2007
C. pasteurianum Glukoz 1,19 mol/mol glukoz | Masset et al.,
2012
C. pasteurianum Nisasta 1,06 mol/mol nigsata | Liu and Shen,
2004
C. pasteurianum Sukroz 4,8 mol/mol sukroz Lin and Lay,
2004
C. beijerinckii Glukoz 2,81 mol/mol glukoz | Linetal., 2007
C. acetobutylicum Glukoz 1,8 mol/mol glukoz | Lin etal., 2007
Clostridium sp. Glukoz 2,8 mol/mol glukoz Steven et al.,
2005
Clostridium cellobilparum Glukoz 2,7 mol/mol glukoz Chung et al.,
1976
Clostridium Peynir alt1 suyu | 2,7 mol/mol peynir  |Ferchichi et al.,
saccharoperbutylacetonicum alt1 suyu 2005
ATCC27021
Ethanoligenens harbinense Glukoz 2,2 mol/mol glukoz Tang et al.,
2012
C. acetobutylicum X9 ve E. Mikrokristal 1,8 L Hy / palm yagi Wang et al.,
harbinense B49 seliiloz degirmen alt1 atik 2008
suyu
Clostridium 'Yogunlastirilmig | 1,8 mol/mol melas | Hsiao et., 2009
sporosphaeroides F52 ve C. melas
pasteurianum F40 fermentasyonu
C. tyrobutyricum Yemek atig1 2,23 mol/mol yemek | Jo etal., 2008
atig1

2.2.2 Fakiiltatif Anaerobik Bakteriler

Fakiiltatif anaeroblar oksijen yoklugunda adenosin trifosfat (ATP)
tiretebildikleri gibi aerobik ortamda da tiretebilirler. Fakiiltatif anaeroblardan
bilinen en iyi H2 treticileri Enterobacteriaceae familyasina ait tiirlerdir.
Hidrojen iiretiminde daha yiiksek hidrojen tiretim hizi ve verimine yol agcan
[FeFe]-hidrojenaz  veya format hidrojen liyaz (FHL) enzimlerini

bulundururlar. Bu bakterilerin oksijene duyarliliklar1 daha diisiik oldugu igin
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daha cazip olabilmektedirler. Bu sayede; reaktor kurulumunda ya da iiretim
sirasinda  istenmeyen oksijen kacaklarinda ortamdaki oksijeni hizla
tiikketebilirler. Bu da; H» tiretiminde bu bakterileri reaktérde islemenin daha
kolay olacagmi gostermektedir. Ayrica; hem ekonomik olmayan hem de
bir¢ok spor olusturmayan hidrojen tireten bakterileri indirgeme dezavantajina
sahip olan siddetli 1s1 soku 6n islemine de ihtiyag duymazlar. Ancak; yine de
bu bakterilerin varligi genellikle substrat/inokulumun siddetli 6n islemleriyle
sinirlt kalmaktadir. Substrat/inokulum temeli ve ge¢misi aerobik oldugunda,
fakdiltatif anaeroblar bol miktarda bulunmaktadirlar. Fakat; cok yiiksek on
islemlere de tabi tutulsalar bile ortamda tespit edilebilirler. Teorik olarak daha
diisiik verimlerine ragmen fakiiltatif anaeroblar; pratikte bazilar1 Clostridium
tiirlerinin hidrojen iiretkenligine ulasabilme veya asabilme yeteneklerinden
dolay1 Hy tiretiminin zorlayicilari olarak kabul edilebilmektedirler (Cabrol et
al., 2016; Gopalakrishnan et al., 2019). Cizelge 2.3’te bu bakterilerle karanlik
fermantasyon ile Hy iiretimi {izerine yapilan arastirmalar tablo halinde

verilmistir.
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Cizelge 2.3 Fakiiltatif Anaerobik Bakterilerden Karanlik Fermentasyon ile Biyohidrojen

Uretim Verimleri

Mikroorganizma Substrat Hidrojen Verimi Referans
E. cloacae IIT-BT 08 Glukoz 2,2 mol/mol glukoz Kumar and Das,
2000
E. cloacae IIT-BT 08 Sukroz 6 mol/mol sukroz Kumar and Das,
2000
E. cloacae IIT-BT 08 Sellobiyoz 5,4 mol/mol Kumar and Das,
sellobiyoz 2000
E. cloacae DM11 Glukoz 3,3 mol/mol glukoz Nath et al., 2006
E. cloacae BL-21 Glukoz 3,1 mol/mol glukoz Chittibabu et al.,
2006
E. aerogenes Ksiloz 1,92 mol/mol ksiloz | Jayasinghearachchi
etal., 2009
K. pneumoniae Glukoz 2,07 mol/mol glukoz Niu et al., 2010
Klebsiella oxytoca Glukoz 1,01 mol/mol glukoz | Minnan et al.,2005
Citrobacter sp. Y19 Glukoz 2,49 mol/mol glukoz | Oh et al., 2003
K.pneumoniae IIT-BT 08 Damitim 7,6 mmol Hy/g COD | Mishraetal., 2015
Atiksuyu
K. pneumoniae ve Damitim 10,7 mmol Ha/g Mishra et al., 2015
Citrobacter freundii Atiksuyu COoD
K. pneumoniae Seker Kamisi 11.2 mmol Ha/g Pandit et al., 2014
Melasi COD

2.2.3 Termofiller

Termofiller, sicak su kaynaklarinda ve derin deniz hidrotermal

menfezleri  gibi  yliksek  sicakliklara  sahip  yerlerde  bulunan

mikroorganizmalardir. Optimum kosullarin bu mikroorganimalar i¢in
belirlenmesi izole edildiklere yere gore degisiklik gostermektedir. Ornegin;
volkanik menfezlerden izole edilenlerin biiylimeleri ve Hz liretebilmeleri i¢in
yiksek konsantrasyonlarda kiikiirte ihtiyag duymaktadirlar. Ayni1 zamanda
termofilikler zorunlu anaerobturlar ve bu ylizden ¢6ziinmiis O2’nin ortamdan
uzaklastirnlmasinda L-sistin ya da HCI gibi indirgeyici ajanlar
kullanilmaktadir. Termofilik kosullar optimum sicakliklarin ¢ok fazla
iizerinde olsa da; bu yiiksek sicakliklar reaksiyonu hizlandirir, kontaminasyon
riskini azaltir, vizkoziteyi azaltir (Gopalakrishnan et al., 2019). Ayrica;

termofilikler ile kompleks substratlarin pargalanma hizi daha yiiksektir.
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Ozellikle hipertermofilik kosullarda; mikrobiyal profilde Ho tiiketicilerinin
(metanojenler gibi) bulunma olasig1 azalmaktadir. Tiim bu sebeplerden
dolayi; termofilik bakteriler, hidrojen tiretiminde mezofilik bakterilerden
olduklar1

Thermoanaerobacterium, Caldicellulosiruptor ve Thermotoga gibi genuslara

daha umut verici disinilmektedir.  Thermoanaerobacter,
ait suslarin termofilik kosullar altinda hidrojen iirettikleri bildirilmistir. T.
maritima, T. neapolitana ve T. elfii gibi tiirler hidrojen tiretimi i¢in farkli
atiklardan izole edilmistir (O-Thong et al., 2008; Pradhan et., 2015). Cizelge
2.4’te bu bakterilerle karanlik fermantasyon ile H» iiretimi iizerine yapilan

arastirmalar tablo halinde verilmistir.

Cizelge 2.4. Termofilik Bakterilerden Karanlik Fermentasyon ile Biyohidrojen Uretim
Verimleri

Mikroorganizma Substrat Hidrojen Verimi Referans
Clostridium thermocellum Seliiloz 0,8 mol/mol seliiloz Liu et al., 2008
T. thermosaccharolyticum Glukoz 1,8 mol/mol glukoz Liu etal., 2008

T. mathranii Glukoz 2,64 mol/mol glukoz |Jayasinghearachchi

etal., 2012

T. neapolitana

Havug posasi

2,4 mol/mol havug

posast

Vrije et al., 2010

Caldicellulosiruptor

saccharolyticus

Havug posasi

1,3 mol/mol havug

posast

Vrije et al., 2010

atik suyu

suyu

Thermoanaerobacterium Glukoz 2,7 mol/mol glukoz | Thong et al., 2008

Thermoanaerobacterium Nisasta 92 mL Hy/g nisasta Zang et al., 2003
sp. karisik kiiltiirii atiksuyu

Thermoanaerobacterium Palm yag1 6,3 L Hy/L Palm yag1 | O-Thong et al.,

ve zeginlestirilmis camur | degirmen alt1 degirmen alt1 atik 2007

2.2.4 Kansik Kiiltiirler

Karanlik fermentasyon ile hidrojen iiretiminde karisik kiiltiir
kullanimi hem ekonomik hem de endiistriyel agidan idealdir. Karisik kiiltiirler
miithendislik  yoniiyle degerlendirildiginde tam 0&lgekli  endiistriyel
uygulamalar i¢in daha uygundur. Ciinkii; sistemin bakimi ve diizenlemesi,
minimum yukar1 akis islemi gerektirir. Bu da; diisiik operasyon ve bakim

maliyeti sunar. Karisik kiiltiirler farkli birgok organizmay1 bulundurdugu i¢in
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mevcut farklt enzim havuzlar sayesinde kompleks atiklarin daha iyi
parcalanmasina yardimci olabilmektedir. Farkli birgok bakteri tiirli substrat
kullanimi, metabolitlerin veya molekiiler sinyallerin degisimi i¢in bir sinerji
icerisinde is gormektedirler. Bu da; karisik kiiltiirlerin saf kiiltiire gére daha
avantajlt oldugunu gosterir. Cok sayida calisma ile hidrojen iiretiminde saf
kiiltiirlerin hidrojen tiiketen bakterilerle kontaminasyon olasilig1 nedeniyle,
karigik kiltiirlerin tercih edildigini bildirilmistir. Hidrojen iiretiminde
anaerobik ciiriitiicii gamuru, organik atik ve mutfak atik su ¢amuru gibi farkl
kaynaklar inokulum olarak tercih edilebilmektedir (Kumar et al., 2018;
Gopalakrishnan et al., 2019). Ancak bunun yani sira; karisik kiiltiirlerdeki en
biiyiik zorluk ortamda hidrojen tiiketen mikroorganizmalarin ya da hidrojen
iireticileri iizerinde olumsuz etkisi olan bakterilerin varligidir. Bu olumsuz
durum; ¢esitli 6n muameleyle (sicaklik, asit vb.) ya da termofilik kosullar
tercih edilerek metanojenler gibi hidrojen kullanan bakterilerin (spor
olusturmayan) baskilanarak Clostridium ve Bacillus tiirleri gibi H> tireten
bakteriler (endospor olusturan bakteriler) zenginlestirilerek ¢oziime ulastirilir
(Keskin vd. 2018). Cizelge 2.5’te karisik kiltiir kullanilarak karanlik
fermantasyon ile H» iiretimi ilizerine yapilan arastirmalar tablo halinde

verilmistir.
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Cizelge 2.5. Kanisik Kiiltiir Kullanilarak Karanlik Fermentasyon ile Biyohidrojen Uretim

Verimleri
Kullanilan L
. .. Hidrojen
Inokulum Dominant Hidrojen Ureticileri | Molekiiler | Substrat Verimi Referans
erimi
Teknik
Siit tirinleri ve
erel hayvan
y W C. butyricum, .
atiklari ile ) Meyve — [23,53 NmL |Keskin vd.,
C. pasteurianum, DGGE
beslenen ) sebze atig1 H2/gV$s 2019
Bacillus sp.
biyogaz reaktor
ornegi
Inek giibresi C. butyricum, ) Sivagurunat
) Igecek 55 L Ha/L
kompostu, C. tertium, PCR-DGGE han et al.,
o . atiksuyu heksoz
lagim pisligi C. perfringens 2015
C. thermopalmarium, Yagi
) C. butytricum, alinmis 307,4 mL Kumar et
Aktif Camur ) ) P PCR-DGGE
B. ginsengihumi, Jatropha Hz al., 2015
B. coagula atig
Toprak ve . Illumina
Clostridium, . Seker 1.50 mmol/ [Soares et al.,
kompost MiSeq
Methanothermobacter o Kamig1 L 2018
artiklari Dizileme
Illumina
Anaerobik v MiSeq Sentetik  |1,44 mol/m | Sietal,
Clostridium sp. o
Camur Dizileme atiksu ol glukoz 2015
Thermoanaerobacterium (%6), Patates 138 mL/g | Littietal.,
Atik su o o oTuU
Ruminiclostridium (%3) nisastast VS 2021
Thermobrachium (%34),
Acetomicrobium (%16),
Clostridium sensu stricto Enzimatik | 4,1 mL/g Litti et al.,
Atik su OTU
7 (%12), pepton VS 2021
Romboutsia (%9),
Coprothermobacter (%8)
Thermoanaerobacterium (%21),
Thermobrachium (%19),
Tepidiphilus (%16), L
. ) Aygicegi 49mL/g | Littietal.,
Atik su Acetomicrobium (%14), oTuU
. yagi VS 2021
Romboutsia (%9),
Clostridium sensu stricto 7(%7),
Clostridium sensu stricto 1(%3)
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2.3 Karanhk Fermentasyon ile Hidrojen Uretim Siirecinde Rol Oynayan
Anahtar Enzimlerin Molekiiler Biyolojisi

Karanlik fermentasyon ile biyohidrojen iiretiminde iki anahtar enzim
rol oynamaktadir. Bunlardan biri format hidrojen liyaz (FHL), digeri ise
[FeFe]-hidrojenazdir. Bu iki enzimden birini hidrojen iiretiminde sorumlu
olan organizmalar kullanmaktadirlar. Sekil 2.6’da hidrojen iiretimi sirasinda
sirastyla fakiltatif ve zorunlu anaerobik bakterilerdeki PFL. ve PFOR
metabolik yol izlerinde gorev alan enzimler temsili olarak gosterilmektedir

(Rai et al., 2019).

PFL pathway PFOR pathway
Facultative bacteria (E. col) - ::'::::::.”""IE ;
- G3PDH
Glyceraldehyde-3-  NADH
phosphate
NFOR
PFL (Pyruvate ‘ —
Formatc Lyasc) :
' ' Fd("’b Hydrog -
(FHL) enase

Sekil 2.6 PFL ve PFOR metabolik yollariyla hidrojen iiretiminde rol oynayan olgunlagma
proteinleri (Rai et al., 2019)

2.3.1 Format Hidrojen Liyaz (FHL)

Format hidrojen liyaz (FHL) sistemi olarak bilinen g¢oklu enzim
kompleksi fakiiltatif anaerob bakterilerde hidrojen iiretiminde gorev
almaktadir. Anaerobik solunumda formatin pargalanmasi sonucunda hidrojen
ve CO; iiretimi FHL kompleksi araciligiyla gerceklesir. Bircok bakteride
format; metabolik yolun 6nemli bir iriiniidiir ve -420 mV civarinda diisiik
redoks potansiyeline sahiptir. Genel olarak ortamin formattan dolay1
asitlenmesi durumunda; formatin notr bir molekiilii olan formik asitin
hidrojene doniistiiriilmesiyle indirgenir. Bu reaksiyonu katalize eden FHL

kompleksi; formik asidin H2 ve CO:'e oksidasyonunda gorev alan format
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dehidrojenaz, hidrojenaz ve elektron transfer tastyicilarindan olugsmaktadir.
Bu reaksiyonda elektron dondrii olarak gorev alan formik asitken; terminal
elektron alicilar1 olarak protonlar goérev almaktadir. Elektron tasiyicisi; bir
elektronu format dehidrojenazdan hidrojenaza aktarmaktadir. Bu
reaksiyonlart kullanarak hidrojen fireten cesitli fakiiltatif anaeroblar;
Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumonia, Rhodospirillum rubrum,
Methanobacterium formiccium, E. aerogenes, E. coli’dir. Tiim bu fakiiltatif
organizmalar arasinda FHL sistemi arasinda en belirgin E. coli de
goriilmektedir. Fakiiltatif anaeroblarda FHL kompleksinin hidrojenazlarin
her biri birgok alt birimden olusan hidrojenaz-1 (Hyd-1), hidrojenaz-2 (Hyd-
2), hidrojenaz-3 (Hyd-3) ve hidrojenaz-4 (Hyd-4) olusmaktadir. Bu alt
birimlerin bazilar1 politopik zar proteinlerini temsil etmektedir. Hyd-1 ve
Hyd-2, alim hidrojenazlaridir. Bu hidrojenezlarin kodlayan operonlar
sirastyla hya ve hyb’dir. Hyd-3'in hidrojen tretiminde gorev aldigi
bilinmektedir. Hyd-3, Hyc olarak adlandirilan ¢ok sayida biiyiik ve kiigiik alt
birim igeren kararl bir protein kompleksidir. En ilging biiytiik alt birimlerden
biri olan HycE proteini; sitoplazmik tarafta bulunan periferik zar proteinidir
ve proton indirgeme reaksiyonunun dengesinden sorumludur. Bu da
hidrojenaz alt birimlerinin gesitli elektron tagima zincirlerinin olusumuna
dahil oldugunu gostermektedir (Sinha et al., 2015; Gopalakrishnan et al.,
2019).

Format; hem aerobik hem de anaerobik kosullarda olusmaktadir ve
hiicre i¢inde farkli bir rol oynamaktadir. Ornegin; fermentatif biiyiime
stirecinde E. coli’nin riboniikleosit-trifosfat rediiktaz (deoksiriboniikleosit-
trifosfat lretiminden sorumlu) enzimi i¢in hidrojen dondrii gorevi
gorebilmektedir. Aerobik hiicrelerde ise; nitrat indirgenirken format
oksidorediiktaz (FDH-O), solunum zincirinde ubikinon indirgenmesiyle
oksidasyonu diizenlemek igin ¢ift olarak ifade edilmektedir. Ancak; yine de
nitrat indirgeyen hiicrelerde format dehidrojenaz (FDH-N) baskin olarak
bulunmaktadir. FHL kompleksinin aktivitesi; sicaklik, pH, kismi basing vb.
gibi cevresel faktorlerden Onemli derecede etkilenir. Bu nedenle,
biyohidrojen {iretimi i¢in bu faktérlerin etkisini incelemek her zaman

gereklidir (Sinha et al., 2015).
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2.3.2 Hidrojenaz

Hidrojenaz, hidrojen iireten mikroorganizmalarda iiretimden sorumlu
diger bir anahtar enzimdir. Molekiiler hidrojenin iki elektrona ve iki protona
doniismesinin tersinir reaksiyonunu tasiyan ve enerji metabolizmasinda
onemli rol oynayan enzimdir. Hidrojenaz enzimi; aktif bolgelerindeki metal
iyonlariin sayisi1 ve tipine gore [NiFe], [FeFe] ve [Fe] hidrojenaz olmak
lizere Ui¢ gruba ayrilmaktadir. Filogenetik olarak iligkili olmayan bu
hidrojenazlar; aktif bolgelerinde Fe atomu i¢in bir ligand olarak CO ve Fe'nin
varlig1 gibi birkag benzer 6zellikleri vardir. [NiFe] ve [FeFe]-hidrojenazlar;
merkezlerinde Fe iyonunu bulundururlar. [Fe]-hidrojenazlar; metanojenez
sirasinda 5,10-metilentetrahidrometanopterinin hidrojene bagl indirgenmesi
icin kullanilan tek bir Fe*® iyonu icerirler ve sadece metanojenik arkelerde
bulunurlar. [NiFe]-hidrojenazlar temel olarak hidrojen oksidasyonunu
katalize ederler. Ancak format hidrojen liyaz reaksiyonunda hidrojen tiretimi
sirasinda E. coli'nin Hyd-3'iinde gorev alir. Dogada genis ¢apta dagilmis olan
[NiFe]-hidrojenazlarin tam tersine, [FeFe]-hidrojenazlarin dagilimi ¢ok daha
dar bir sekilde sinirlandirilmistir. Ancak bu ii¢ hidrojenaz arasinda [FeFe]-
hidrojenazlarin; potansiyel bir hidrojen ireticisi roliinii iistlendigi
bilinmektedir. Genellikle anaerobik bakterilerde (Clostridia, Thermotoga) ve
bazi yesil alglerde bulunurlar. Hz iiretiminde [NiFe]-hidrojenaza gore 10-100
kat daha fazla aktiviteye sahiptirler (Winkler et al., 2013; Constant and
Hallenbeck, 2019; Gopalakrishnan et al., 2019; Zhao et al., 2019; Rai et al.,
2019).

[FeFe]-hidrojenaz enziminin katalitik g¢ekirdegini kodlayan hydA
genidir. Bu gen; [FeFe]-hidrojenaz dagilimini arastirmak amaciyla
fonksiyonel biyobelirteg olarak kullanilmaktadir. [FeFe]-hidrojenaz
enziminin olgunlasmasi i¢in hydA geninin hydg, hydF ve hydG genlerini
bulundurmasi gerektigi diisiiniilmektedir. Cevrede [FeFe]-hidrojenazlarin
dogal olusumunun ve ¢esitliliginin olduk¢a az oldugu yapilan aragtirmalar
sonucunda belirlenmistir (Constant and Hallenbeck, 2019). Mulder et al.
(2010), yaptiklar1 g¢alismada bir milyardan fazla baz c¢iftinin ¢oklu

hizalanmasiyla [FeFe]-hidrojenaz dizisine sadece 10 benzerligin bulundugu
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tespit etmislerdir. Bu durum [FeFe]-hidrojenaz dagilimini arastirmak igin;
elde edilen hydA dizilerine sahip organizmalarin disiiniilen hydE, hydF ve
hydG'ye sahip olup olmadiginin belirlenmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmustir.
Ancak tam genomu dizilenmis bazi organizmalarda hydE, hydF ve hydG
genleri olmayan hydA igerdigi bildirilmistir. Gézlemlenen bu yoksun hydA
dizisinin olasi islevlerinin ne olabilecegi veya taninmayan bir olgunlagma
sisteminin gorevinin bilinmedigi vurgulanmistir (Mulder et al. 2010). Boyd
et al. (2009), tuzlu bir mikrobiyal bolgeden elde ettikleri hydA geni dizilerinin
%66,2 Firmicutes, %24,6 Verrucomicrobia, %9,2 Bacteroidetes ile iliskili

oldugunu bildirmislerdir.
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Sekil 2.7 [FeFe]-hidrojenazlarin modiiler domain yapisi (Constant and Hallenbeck, 2019)

Tiim [FeFe]-hidrojenazlarin iki demir iyonunun aktif bolgesini
icerdigi diisiiniilmektedir. Bu aktif H-kiimesinin sentezi hakkinda ¢ok az bilgi
edinilmesine ragmen; son birka¢ yilda yapilan arastirmalar 6nemli derecede
151k tutmustur. H kiimesi; bir sistein tiolat ile CO ve CN ligandlariyla
modifiye edilmis 2Fe alt kiimesine baglanan bir [4Fe4S] alt kiimesinden
olusmaktadir. [FeFe]-hidrojenazlar; monomerik, dimerik, trimerik ve hatta
tetramerik formlara ayrilabilmektedirler (Sekil 2.7). Sekil 2.7°de ¢esitli
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Clostridia genomlarinda ve genel olarak bakterilerde bulunan farkli
hidrojenazlarin modiiler form yapilart gosterilmektedir (Constant and
Hallenbeck, 2019). Sekil 2.7 (A)'da dizi analizleri sonucunda belirlenen bazi
farkli monomerik formlar gdsterilmektedir. M3 grubunun en iist iiyesi olan
C. pasteurianum'dan protein diizeyinde yapilan ¢aligmalar sonucunda elde
edilen ferredoksin baglantili [FeFe]-hidrojenazdir. M3 grubunda bir diger
gosterilen [FeFe]-hidrojenaz ise; C. beijerinckii'den elde edilmistir. M2
grubunda 06zel redoks reaksiyonlarinda ya da algilama-sinyallesme gibi
gorevleri olan bir¢ok farkli monomerik form birlikte bulunmaktadir. Ancak;
M2a grubu hari¢ diger tiim gruplar, katalitik bolge i¢in gerekli olan bir H-
kiimesi ve Fe-kiimesinden olusan redoks c¢iftinden H-kiimesine elektronlari
ileten 2[4Fe4S] kiimesini baglayabilmek i¢in temel bir modiil bulundururlar.
M2a grubunda ise; [FeFe]-hidrojenazlarinin kesilmesiyle birlikte sadece tek
bir [FeS] kiimesinin ligandlanmasi gerceklesmektedir. Sekil 2.7 (B)'de, bazi
bakterilerin genomlarindan elde edilebilmis belirli dimerik formlar
gosterilmektedir. Sekil 2.7 (C)'de farkli birkag¢ trimerik ve tetramerik form
gosterilmektedir. Dimerik ve trimerik formlarin ¢ogu, Nuo alt birimlerini
icerir. Nuo alt birimlerinin; bu enzimlerin isleyisinde NADPH'nin fizyolojik
bir roliinii istlendigi diisiiniilmektedir. Bu g¢esitli formlarda bulunabilen
[FeFe]-hidrojenaz enziminin temel gorevi genel olarak Hp iiretimidir. Birgok
Clostridial genomunun az ya da hig¢ karakterize edilmemis farkli siniflarinin
coklu [FeFe]-hidrojenazlarin1 kodladig1 bilinmektedir. Bu formlardan en
fazla bes farkli hidrojenaz formunu bazi Clostridial tiirlerinin igerebildigi
bilinmektedir. Clostridia’lar en iyi bilinen H: fireticileri ve en zengin
hidrojenaz igerigine sahip organizmalardir. Ancak; Clostridia’da bulunan
hidrojenazlarin da farkl sekillerde hiicresel metabolizma ile etkilesime giren
bircok farkli tiiriin evrimlesmis olabilecegi diisliniilmektedir. Bu sebeple;
ozellikle karisik kiiltiirler ile fermentasyon sirasinda hidrojen iiretiminin
arkasindaki genetik temeli aydinlatmak olduk¢a Onemlidir. Cok sayida
molekiiler ve biyokimyasal ¢aligma ile bu hidrojenazlarin islevini acikliga

kavusturulmasi miimkiindiir (Constant and Hallenbeck, 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Biyohidrojen Uretiminden Sorumlu Biyokiitlenin Temini

Biyohidrojen {iiretiminden sorumlu biyokiitle 215M314 nolu
TUBITAK 1003 projesi kapsaminda Ege Universitesi Biyomiihendislik
Bolimii Cevre Biyoteknolojisi ve Biyoenerji Laboratuvarinda calisilan
reaktor deneme setlerinden temin edilmistir. Biyohidrojen iiretiminin
gerceklestigi reaktor diizenegi; 15 L hacimli bir perkolasyon tanki ve 55 L
hacimli kuru fermentérden olusmaktadir. Kuru fermentorde olusan sizinti
suyu perkolasyon tankina beslenir. Kuru fermentdriin igerigindeki nemin
%30-40 arasinda sabit tutulabilmesi i¢in belirli araliklarla perkolasyon tanki

ortamindan spreyleme yapilir (Abubackar vd., 2019).

Kuru fermantasyon denemeleri boyunca mezofilik kosullarda
(37+2°C) inokulum/substrat oran1 1/1 olarak sabit tutulmustur. Denemelerde
kullanilan inokulum siit fabrikasinda bulunan biyogaz fermentdriinden temin
edilmigtir. Meyve — sebze atiklar1 boyutlar1 ilk denemede <1 cm olacak
sekilde parcalayicidan gegirilerek elde edilmistir ve 105°C’de 1s1l 6n iglem ile
muamele edilmistir. Ikinci denemede ise 1s1l 6n islem gérmemis olan ve <1
cm’den kiigiik olan meyve — sebze atiklar1 kullamilmistir. Ugiincii denemede
ise; meyve — sebze atiklar1 ~5 cm olacak sekilde bigak ile kesilerek 1s1l 6n
islem ile muamele edildikten sonra kuru fermentore yiiklenmistir. Her ii¢
denemede de 6,5 kg organik atik ayn1 i¢erikte kullanilmigtir. Kuru fermentore
105°C'de 1s1l 6n islem gormiis 6,5 kg meyve — sebze atigi, ayn1 oranda
inokulum eklenmistir. Perkolasyon tankina ise; 105°C'de 1s1l 6n islem gormiis
inokulum ve 40 kat yogun hazirlanmis bazal ortam ve atiklarin pargalanmasi
ve 151l On igleme tabi tutulmasi sonucu agiga ¢ikan meyve — sebze atiklarinin
suyu eklenmistir. Daha sonra kuru fermantasyon sistemi 37°C'de isletilmeye
baglanmistir (Abubackar vd., 2019). Kuru fermantasyon sisteminin
isletilmesi boyunca giinliik biyogaz 6l¢iimleri, biyogazdaki Hz, CO2 ve CH4
yiizdeleri Ege Universitesi, Miihendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik B&liimii

Cevre Biyoteknolojisi ve Biyoenerji Laboratuvarinda 6l¢tilmiistiir.
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Kuru fermantasyon sisteminin isletilmesi sirasinda ilk giin ve H»
tiretiminin en yliksek oldugu gilinlerde reaktdrden 6rnekler alinmistir. Reaktor
orneklerinde  mikrobiyal profildeki degisimler ve ilgili genin
karakterizasyonu bu tez kapsaminda Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji

Boliimiinde yapilmustir.

3.2 Suslar ve Kiiltiir Ortamm

Fermentatif biyohidrojen iireticisi olan C. pasteuranium (DSM-525),
C. butyricum (DSM-10702) ve C. tyrobutyricum (DSM-2637) suslar1 Leibniz
Institute DSMZ- German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
GmbH (Almanya)’dan satin alinmistir. Bu mikroorganizmalar Differential
Reinforced Clostridial Medium (DRCM) ortaminda 37°C’de biiyiitilmiistiir.
DRCM ortaminin bilesimi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 Differential Reinforced Clostridial Medium (DRCM)

Icerik Gram/Litre

Kazeinden Pepton 5,0
Etten Pepton 5,0
Et Oziitii 8,0
Maya Oziitii 1,0
Nisasta 1,0
D (+) Glukoz 1,0
L- Sisteinyum Kloriir 0,5
Sodyum Asetat 5,0
Sodyum Disiilfiir 0,5
Amonyum Demir (1) Sitrat 0,5

Sodyum Resazurin 0,002
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3.3 Total genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu oOncesi Orneklerin igeriginde bulunan
mikroorganizmalarin homojen sekilde dagilmalarim1 saglamak amaciyla
sonikasyon islemi uygulanmistir. Bunun igin, igerisinde oOrneklerin
bulundugu 1,5 pl mikrosantrifiij tiiplerine sonikasyon probu (Bandelin
SONOPULS™ GM 2070 Digital Ultrasonic Homogenizer, Germany) ile
%90 giic uygulanarak 10 saniye boyunca 3 dongii halinde sonikasyon
yapilmistir. Sonikasyon iglemi sonunda homojen hale gelen 6rnekler ZR
fungal/bacterial DNA Kiti (ZymoResearch, USA) ile kitin protokoliine bagl
kalinarak DNA izolasyonu islemine tabi tutulmustur. Bu amagcla; reaktor
orneklerinden 250 pl alinarak ZR BashingBead™ Lysis tiiplerine
aktinlmistir. Uzerlerine 750 pl Lysis Solution eklenmistir ve 5 dakika
boyunca vorteks ile karistiritlmigtir. Daha sonra 1 dakika boyunca 1000 x g’de
santrifijjlenmistir. 400 pl silipernatant koleksiyon tiiplerinin igine
yerlestirilmis Zymo-Spin™ IV Spin Filter tiiplerine aktarilmistir. 1 dakika
boyunca 7000 x g’de santrifiijlenmistir. Daha sonra koleksiyon tiiplerindeki
filratlara 1200 pl Genomic Lysis Buffer ilave edilmistir. Bu karigimdan 800
ul alinarak koleksiyon tiiplerinin icine yerlestirilmis Zymo-Spin™ IICR
Column3 tiiplerine aktarilmistir ve 1 dakika boyunca 1000 x g’de
santrifiijlenmistir. Koleksiyon tiipiine gelen pellet atilarak islem
tekrarlanmistir. Ardindan yeni koleksiyon tiiplerine yerlestirilmis Zymo-
Spin™ [ICR Column tiiplerine 200 ul DNA Pre-Wash Buffer eklenmistir ve
1 dakika boyunca 1000 x g’de santrifiijlenmistir. Zymo-Spin™ IICR Column
tiplerine 500 pl g-DNA Wash Buffer eklenerek 1000 x g’de
santrifiijlenmistir. Son olarak; Zymo-Spin™ [ICR Column tiipleri 1,5 mI’lik
mikrotiiplere yerlestirilerilmistir. Uzerlerine 50 ul DNA Elution Buffer
eklenmistir ve 30 saniye boyunca 1000 x g’de santrifiijlenerek DNA’lar
aynistirilmustir. Izole edilen DNA’larin miktar tayini Nanodrop 2000c
(ThermoScientific) ile 260/280 nm dalga boyunda Olgiilerek
gergeklestirilmistir. Yapilan analiz sonucunda kuru fermentor sisteminden
alinan biitiin 6rneklerin DNA’larinin safliklar1 belirlenmesi i¢in 260/280 nm

dalga boyundaki 6l¢lim oranlarinin 1,7-1,9 arasinda oldugu gézlemlenmistir.
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3.4 Konvansiyonel PCR kosullar1

Total genomik DNA 6rnekleri izole edildikten sonra oncelikli olarak
bakteriler i¢in korunmus bdlge olan 16S rRNA gen bdlgesini kodlayan DNA
bolgelerini hedef alan 11F-1492R primer setleri ile ¢ogaltilmistir. Bu islem
i¢cin gerceklestirilen PCR protokolii, baslangi¢c denatiirasyon i¢in 95°C ‘de 5
dk. 1 dongii; amplifikasyon i¢in 40 dongii boyunca denaturasyon 95°C ‘de 20
sn., 50°C’de 40 sn. ve 72°C’de 80 sn. olarak belirlenmistir. Cogaltma
isleminden sonra, PCR firiinlerini kontrol etmek amaciyla agaroz jel
elektroforezi yapilmistir. Bunun igin, 1x TAE tamponu igerisinde %1
oraninda hazirlanan agaroz jel 80 Volt elektrik giicii uygulanarak yaklasik 1
saat boyunca elektroforez tankinda yiiriitilmistir. Devaminda PCR
triinlerine ait bantlar UV 15181 (Biospectrum, UVP, UK) altinda
goriintiilenmigtir. Daha sonra, ¢ogaltilan bu bdlgenin i¢inde kalan daha kisa
ve de Ozgiin bolgeler i¢ primerler olarak adlandirilan 338F-805R primer
setleri ile cogaltilmistir. 338F primeri ardisik G-C bazlarindan olusan GC-
clamp oligoniikleotidi baglanarak kullanilmistir. Elde edilen PCR firiinleri
DGGE analizinde kullanilmustir. I¢ bdlge igin kullanilan PCR protokolii,
baslangi¢ denatiirasyon i¢in 95°C ‘de 5 dk. 1 dongii; amplifikasyon i¢in 40
dongii boyunca denaturasyon 95°C ‘de 20 sn., 57°C’de 40 sn. ve 72°C’de 15
sn. olarak belirlenmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2 Mikrobiyal yapi belirlemede DGGE analizleri i¢in kullanilan primer setleri

Primer Niikleotid Dizisi
% 11F | 5- GTTTGATCCTGGCTCAG - 3’
8
8
5 1492R | 5-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’
=
[=2]
= | ssmrac 5'CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGG
5 ]
=2 GGGACTCCTACGGGAGGCAG-3'
=2}
24
= 805R | 5~ GACTACCAGGGTATCTAATCC -3’
o
<3
2
= 338F | 5’ -ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’
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3.5 Biyohidrojen Uretiminden Sorumlu Mikrobiyal Profilin Belirlenmesi
3.5.1 DGGE analizi

DGGE analizlerinde ilk olarak i¢ bdlge primerleri ile elde edilen PCR
driinleri  %0-100 denaturant iceren %@8'lik poliakrilamid jel (%100
denaturant:7 M {ire ve %40 [v/v] formamide’in bir karigimidir) kullanilarak
ylritiilmiistiir. Bu sayede genel olarak tiim bantlarin jeldeki konumlari
belirlenerek bir sonraki asamada hazirlanacak olan jel gradiyenti
belirlenmistir. Bantlarin birbirinden ayrilabilmesi i¢in uygun olan jelin %40-
60 iire-formamid konsantrasyonlarinda hazirlanmasi gerektigi goriilmiistiir.
%40-60 iire-formamid konsantrasyonlarinda hazirlanan poliakrilamid jel
uygun kosullarda (Biorad DCode universal mutation detection system, USA)
dokiilerek dondurulmus ve bir gece buzdolabinda bekletilerek jelin gerekli
hali almas1 saglanmistir. Daha sonra PCR iiriinleri jele yiiklenerek 1XTAE
tamponu ile doldurulan ve 1sis1 60°C 'ye ayarlanmig olan tampon ¢ozelti

icerisinde 8 saat boyunca 135 volt gii¢ uygulanarak yiritiilmiistiir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 DGGE sistemi ve 6rneklerin kuyucuklardaki gortiniimii

Elektroforezi takiben poliakrilamid jel 1X TAE tampon ¢ozeltisi
icerisinde Gel-Green (Biotium) boyasi kullanilarak karanlik kosulda 100x
(rpm)’de 30 dakika boyunca post jel boyamasi yapilmistir. Boyama siiresi
sonunda jel alinarak goriintilleme sistemi ile bantlarin goriintiilenmesi

saglanmigtir. Yiiklenen her bir kuyucugun yiiriidiigii hat boyunca en keskin,
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yogun ve farkl yerlerde konumlanan bantlar UV 15181 altinda steril bistiiri ile
kesilerek steril mikrosantrifiij tiipleri i¢erisinde bulunan 40 pl ultra saf suya
konulmus ve bir gece 4°C'de bekletilerek jel i¢inde bulunan
oligoniikleotidlerin suya gegmesi saglanmistir. Daha sonra jelden kazanilan
bant i¢eren sudan 2 pl’si kullanilarak GC clamp igermeyen 338F-518R primer
seti ile reamplifikasyon reaksiyonunda kalip olarak kullanilmistir.
Reamplifikasyondan elde edilen PCR firiinleri, %1'lik agaroz jelde tekrar
yuriitiilerek bantlar dogrulandiktan sonra O&rneklerdeki mikrobiyotay1

belirlemek amaciyla DNA dizi analizine gonderilmistir.

3.5.2 Metagenom analizleri

Kuru fermantasyon sisteminde 3 farkli reaktér denemesinden alinan
orneklerden as1 ve hidrojen ¢ikislarinin en yiiksek oldugu 6rnekler segilmistir.
Hidrojenin yiiksek oldugu bu oOrneklerde mikrobiyal profili belirlemek,
baslangigctaki  asiyla  ve  reaktéor deneme  setleri  arasindaki

farklilik/benzerlikleri kiyaslamak amaciyla metagenom analizleri yapilmstir.

Kiitiiphane hazirlamak i¢in reaktorlerden alinan oOrneklerin DNA
izolasyonlar1 sonrasinda her bir drnekteki 16S rDNA V3-V4 bdlgelerinin
zenginlestirilmesi igin 16S Amplicon PCR Forward Primer ve 16S Amplicon
PCR Reverse Primer Universal Bacteria primerler kullanilmistir. Ilgili
primerler Klindworth et al. (2013)’1n gerceklestirdigi kapsamli ¢aligmada, en
yiiksek etkinlikte sunan primer seti olarak secilmis ve bu tez ¢aligmasinda
kullanilmistir. Tez ¢aligmasinda kiitiiphane hazirlig1 sirasinda 2 basamakli
PCR islemi gergeklestirilmistir. Bu islemlerde, KAPA HiFi HotStart
ReadyMix (Roche) kullanilarak her bir 6rnek i¢in ayr1 ayr1 25 dongiilii PCR
gerceklestirilmistir. Birinci PCR asamasinda, 95°C’de 3 dk. ardindan 25
dongii boyunca 95°C-30sn, 55°C-30sn, 72°C-30sn ve son olarak tek dongii
72°C’de 5dk. kosullar1 uygulanmstir. Ikinci PCR uygulamasinda, illumina
index ve adaptor dizilerinin eklenmesi i¢in Nextera XT Index Primer 1 ve
Nextera XT Index Primer 2 setleri (illumina, CA, USA) kullanilmistir. Bu
PCR asamasinda, 95°C’de 3 dk. ardindan 8 dongii boyunca 95°C-30sn, 55°C-
30sn, 72°C-30sn ve son olarak tek dongii 72°C’de 5dk. kosullari
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uygulanmistir. Her iki PCR iglemi sonrasinda Agencourt AMPure XP

(Beckman Coulter) kiti ile saflagtirma ve piirifikasyon gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.3 Mikrobiyal profil belirlemede metagenom analizleri i¢in kullanilan primer setleri

Primer Niikleotid Dizisi (5° — 3°)

165 F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGC
WGCAG

165 R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGG
TATCTAATCC

PCR uygulamasindan sonra tiim 6rneklere ait PCR iirlinleri %2’lik
agaroz jel lizerinde bant varligi ve goreceli bant yogunluklar1 kontrol
edilmistir. Hazirlanan kiitiphanenin Qubit florometresi ile dlglimii yapilmis
ve normalizasyon sonrast dizileme islemine almmistir. Bu amagla;
illumina’nin 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation protokolii
kullanilmustir(https://support.illumina.com/documents/documentation/chemi
stry_documentation/16s/16s-metagenomic-library-prepguide-15044223-
b.pdf).

Dizileme uygulamasi i¢in illumina iSeq 100 yeni nesil dizileme
platformunda (illumina, CA, USA), iSeq 100 i1 Reagent kiti ile ¢ift yonli
(2x150bp) okuma, iiretici firma yonergeleri takip edilerek kullanilmustir.

Biyoinformatik analizler; dizileme uygulamasi sonrasinda kalite
kontrol basamaklarinda FastQC programi kullanilmistir

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/).

Kalite kontrol sonuglarina gore her bir 6rnegin veri miktarlari, okuma
kaliteleri, GC dagilimlari, k-mer dagilimlar1 ve olast adaptor
kontaminasyonlar1 incelenmistir. Kalite kontrol sonrasinda diisiik okuma
kalitesine (Phred Score <Q20, 30 bp’lik pencere aralig1) sahip okumalar tiim
veriden ¢ikarilmigtir. Ayrica okuma uglarindaki diisiik kaliteli baz okumalar1
olas1 adaptor kontaminantlari ile kimerik diziler Genomes OnLine Database
(GOLD) temel alinarak ve Trimmomatic

(http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic) araci ile kirpilmistir.



https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
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Taksonomik profillendirme i¢in okumalar, Wang Q. et al. (2007)
tarafindan gelistirilmis Ribosomal Database Project (RDP) Classifier
kullanilarak Greengenes veritabani temel alinarak hedef organizmalara
hizalanmistir. Hizalama sonrasinda her bir 6rnekteki operasyonel taksonomik
birim (Operational Taxonomic Unit (OTU)) gruplar1 belirlenmistir. Verilerin
raporlanmasi, istatistik analizleri ve veri gorsellestirme calismalarinda R

betikleri kullanilmistir.

3.6 Hidrojenaz Geninin Karakterizasyonu
3.6.1 Hidrojenaz Primerlerinin Tasarimi ve PCR Kosullar

Hidrojenaz (hydA) geni i¢in primerler UniProt, NCBI, MEGA-X ve
Primer3 veri tabanlar1 kullanilarak ¢coklu hizalama sonucunda tasarlanmistir.
DGGE analizleri sonucunda elde edilen verilere gore baskin olan ve
biyohidrojen iiretiminden sorumlu Clostridium tiirleri belirlenmistir. C.
butyricum strain DSM10702, C. tyrobutyricum strain JM1, C. acetobutylicum
ATCC 824 ve C. pasteurianum strain DSM525 tiirlerine ait hydA geninin
niikleotid ve amino asit dizileri sablon olarak segilmistir. MEGA-X veri
taban1 kullanilarak ¢oklu hizalama sonucunda her bir mikroorganizmaya

0zgl spesifik primerler Primer3 veri tabani kullanilarak tasarlanmistir

(Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4 HydA geninin karakterizasyonunda kullanilan primer setleri ve PCR kosullari

PCR
Oligo Adi 5' - 3" Sekans Uzunluk
Kosullan
B-HYDAF (C. 95°C 3 dk
_ GGTACATCTATCATTCTAGCTGCA 95°C 15 sn
butyricum)
1648 b¢ | 54°C 15 sn
B-HYDAR (C. o
_ ( GGGCTTTATGTTGTCCTGGCAT 72°C25 sn
bUtyrlCUm) 72°C 3 dk
T-HYDAF (C. 95°C 3 dk

AGAAGCTGAAGAAAACGCCACT 95°C 15 sn

1602 bg 53°C 15 sn

tyrobutyricum)

T-HYDAR (C. )
_ ( GCAGGGTTTTCATGGGACTTTCTT 72°C 23 sn
tyrobutyricum) 1900 3 di
P-HYDAF (C. 95°C 3 dk
TCTCCTTCTGTACGAGTGTCACTT 95°C 15 sn

pasteurianum)
873 bg 56°C 15 sn

P-HYDAR (C. o
AR GGTTGTCCCTCCTCCACTTACG 77°C15sn
pasteurianum) 72°C 3 dk
AC-HYDAF (C. 95°C 3 dk

) GCGGAGTCTGTATGGTAGAGGT
acetobutylicum) 95°C 15 sn
1561 be
55°C 15 sn
AC-HYDAR (C.

TGAGCAAGTCCTTCACCTGGTT 72°C 24 sn

acetobutylicum) 72°C 3 dk

HydA geninin karakterizasyonu analizlerinde Optimus 96G Gradient
Thermal Cycler (QLS, UK) kullanilmistir. Reaksiyon karisimi Grisp Xpert
Fast Hotstart Mastermix (2x) with Dye igerigi kullanilarak hazirlanmistir. Her
bir primer seti i¢in ¢alisma kosullar1 Cizelge 3.4’te verilmistir. Cogaltma
isleminden sonra, PCR f{irlinlerini kontrol etmek amaciyla agaroz jel
elektroforezi yapilmistir. PCR iiriinlerinden 5 pl ve 1 pl Grisp Xpert Dna
Stain Direct boyasi ile karistirilarak kuyucuklara ayr1 ayr yiikklenmistir. 1x
TAE tamponu igerisinde %1 oraninda hazirlanan agaroz jel 80 Volt elektrik
giici uygulanarak yaklasitk 1 saat boyunca elektroforez tankinda
ylriitiilmiistiir. Devaminda PCR iiriinlerine ait bantlar UV 15181 (Maestrogen

UV/LED Transilluminator) altinda goriintiilenmistir.
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3.6.2 Hidrojenaz Geninin Biyoinformatik Analizleri

Niikleik asit dizileri ¢ift yonde sekanslanmistir. Niikleik asit dizileri
DNA Dragon ve BioEdit programlar1 kullanilarak temizlenmistir. Daha sonra
aminoasit dizilerinin doniisiimii ve benzerliklerin belirlenmesi amaciyla
NCBI Blastx veri tabaninda taranmistir. %100-%50 benzerlikleri arasinda
olan diziler segilerek FASTA formatlar1 alimarak MEGA-X programi
kullanilarak ¢oklu hizalama yapilmistir. Daha sonra yine MEGA-X programi
kullanilarak maximum likelihood metodu ile filogenetik agaclar
olusturulmustur. Ayrica aminoasit dizilerindeki korunmus bolgelerin ve
yakin iliskideki tiirlerin belirlenmesi amaciyla UniProt
(https://www.uniprot.org/peptidesearch/) veri tabaninda peptit benzerlikleri

taranmistir ve BioEdit programi kullanilarak gosterilmistir.

3.7 Real-time PCR ile Kalitatif ve Kantitatif Analizler
3.7.1 ilgili Gen Bélgelerinin Ahc1 Hiicreye Klonlanmasi

Real-time Q-PCR uygulamalarinda kantitatif sonuglarin verilmesi i¢in
oncelikli olarak hidrojen tiretiminde baskin olan tiirlere ait gen bdlgelerinin
klonlanmasi gergeklestirilmistir. Bu amagla; C. pasteuranium (DSM-525), C.
butyricum (DSM-10702) ve C. tyrobutyricum (DSM-2637) pGem-T Easy
vektori (pGem-T Easy Vector Systems- Promega) kiti kullanilmistir. Gen
bolgeleri kitin protokoliine uyularak plazmide aktarilmistir. Alict hiicre

olarak Escherichia coli JM 109 hiicresi kullanilmistir.

C. pasteuranium (DSM-525), C. butyricum (DSM-10702) ve C.
tyrobutyricum (DSM-2637)’a ait Cizelge 4’te belirtilmis olan primer setleri
kullanilarak konvansiyonel PCR’da klonlanacak bdlgeler c¢ogaltilmistir.
Cogaltma isleminden sonra, PCR firiinlerini kontrol etmek amaciyla agaroz
jel elektroforezi yapilmistir. Bunun i¢in, 1x TAE tamponu igerisinde %]l
oraninda hazirlanan agaroz jel 80 Volt elektrik giicii uygulanarak yaklagik 1
saat boyunca elektroforez tankinda yiiritilmistir. Devaminda PCR
iriinlerine ait bantlar UV 15181 (Biospectrum, UVP, UK) altinda

goriintiilenmistir. PCR iirlinlerinin miktar tayini ve safliklarinin belirlenmesi
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Nanodrop 2000¢ (ThermoScientific) ile 260/280 nm dalga boyunda 6l¢iilerek
gerceklestirilmistir

PGEM-T Easy vektor kullanimi ile baglanma protokolii asamalari
uygulanmigtir. pGEM-T Easy vektor ve kontrol insert DNA tiipleri,
iceriklerin tiiplin dip kisminda toplanmasi amaciyla kisa bir siire
santrifiijlenmistir. Ligasyon reaksiyonlar1 Cizelge 3.5’te belirtildigi gibi
hazirlanmistir. Reaksiyon pipetleme ile karistirilmistir ve 4°C’de bir gece

inkiibe edilmistir.

Cizelge 3.5 pGEM-T Easy protokolii ligasyon reaksiyonlari

Standart | Pozitif | Negatif

reaksiyon | Kontrol | Kontrol
2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA ligaz Sul Sul Sul
pGEM-T veya pGEM-T Easy Vektor (50 ng) Tul lul lul
PCR iiriinii 1,5 ul - -
Kontrol insert DNA - 2ul -
T4 DNA Ligaz (3 Weiss birimi/p) 1ul 1ul 1ul
Son hacim miktar1 10ul 10ul 10ul

Ligasyon reaksiyonlarinda kullanilan transformasyonlar i¢in
Ampicillin, IPTG ve X-GAL igeren Luria-Bertani ortam1 (LB) hazirlanmistir.
Transformasyon verimliligini belirlemek icin kontrol amach 2 plak daha
hazirlanmistir. Plaklamadan Once ortamlar oda sicaklifina getirilmistir.
Reaksiyon tiipleri icerigin dip kisimda toplanmasi i¢in santrifiijlenmistir. Her
bir ligasyon reaksiyonundan 2ul alinip; buz {izerindeki 1,5 pl steril
mikrosantrifiij tiipiine aktarilmistir. Kullanilan hiicrelerin transformasyon
yeteneginin Ol¢iilmesi i¢in diger tiiplere 0. 1ng kesilmemis plazmid aktarilarak
buz iizerine almmustir. -70°C’de stoklanan JM109 hiicre tiipleri ¢oziilene
kadar buz banyosunda yaklasik 5 dakika bekletilmistir. Hiicreler yavasca
karigtirllmistir. Hazirlanan tiiplere dikkatlice 50ul hiicre aktarilmistir.
Transformasyon verimini 6lgmek i¢in hazirlanan tiiplere ise; 100ul hiicre
aktarilmistir. Tiipler yavasca karistirilmistir ve 20 dakika buz iizerinde
bekletilmigtir. 42°C’deki su banyosunda yaklasik 45-50 saniye tutularak 1s1

soku yaratilmistir. Tipler hizlica tekrardan buz iizerine alinarak 2 dakika
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tutulmustur. Ligasyon reaksiyonlar1 ile transforme edilen hiicreleri igceren
tiiplere 950ul, kesilmemis plazmid ile transforme olan hiicreleri igeren tiiplere
ise 900ul oda sicakligindaki SOC ¢ozeltisinden ilave edilmistir. 1,5 saat
boyunca 37°C’de ve 150 rpm’de ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda daha yiiksek sayida koloni olusumu elde etmek amaciyla; hiicreler
10 dakika 1000 x g ‘da santrifiijlenerek pellet olusumu saglanmistir.
Transformasyon kiiltiirlerinden 100 pl alinarak Ampicillin, [IPTG ve X-GAL
iceren LB ortamlarina ekimleri yapilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda beyaz koloniler secilerek Ampcilin iceren LB
ortamlarina ekilmistir. 24 saat inkiibasyon sonucunda plazmid DNA

izolasyonlar1 yapilmistir.

3.7.2 Plazmid DNA Izolasyonu

Real-time PCR analizlerinde kullanilmak amaciyla C. pasteuranium
(DSM-525), C. butyricum (DSM-10702) ve C. tyrobutyricum (DSM-2637)’a
ait alicit hiicreye aktarildiktan sonra plazmid DNA’lar1 izole edilmistir.
Plazmid DNA izolasyonlar1 NORGEN Biotek kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla; Her bir kiiltiir 6rneginden 1,5 ml alinmistir
ve 15 — 20 saniye 1600 x g’de santirifiijlenip siipernatanti atilmistir. Tiipiin
tizerine 200 pl P1 Buffer ilave edilip, pellet tamamen c¢oziinene kadar
mikropipetle haifif¢ce karigtirllmistir. Daha sonra 200 pl 'lik P2 Buffer
eklenmistir ve 2-4 kez ters ¢evrilerek karistirilmistir. Hiicreler berrak, mor ve
viskoz goriinlince tamamen ¢6ziildiiglinii géstermistir. Cozlilme isleminden
sonra 400 ul P3 Buffer ilave edilmistir ve hafifce ve iyice karistirilmistir.
Notralizasyon tamamlandiginda ornek sar1 renk almigtir ve 1-2 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 numuneler 2
dakika boyunca 1000 x g’de santrifiijlenmistir. Zymo-Spin ™ IIN filtreli tiipii
koleksiyon tiipline yerlestirilip siipernatant Zymo-Spin ™ IIN kolonuna
aktarilmistir. Siipernatant pipetle aktarilirken yesil ¢okeltiye degmeden 800
pl alinmigtir. Daha sonra 30 saniye boyunca 1000 x g’de santrifiijlenmistir.
Koleksiyon tiipii igerigi dokiiliip santrifiij basamagi tekrarlanmistir. Ardindan
filtreli tlip tizerine 200 pl Endo yikama tamponu eklenmistir ve 30 saniye

boyunca 1000 x g’de santrifiijlenmistir. Daha sonra filtreli tiip tizerine 400 pl
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Plasmid Wash Buffer eklenmistir ve 1 dakika boyunca 1000 x g’de
santrifiijlenmistir. Son olarak; filtreli tiip 1,5 ml hacmindeki mikrosantrifiij
tipline yerlestirilmistir ve 30 ul DNA Elution Buffer eklenip 30 saniye
boyunca 1000 x g’de santrifiijlenmistir. Bu basamak ile plazmid DNA’larinin
izolasyonu tamamlanmistir. Plazmid DNA’larinin miktarlar1 ve safliklari
Nanodrop 2000c¢ (ThermoScientific) ile 260/280 nm dalga boyunda 0l¢iilerek

tayin edilmistir.

3.7.3 Real-time PCR Kosullar:

Real-time analizleri i¢in LightCycler 96 System (Roche, Germany)
kullanilmistir. Reaksiyon karisimi1 RealQ Plus Master Mix Green (Ampligon)
icerigi kullanilarak hazirlanmistir. Literatiir tabanli yapilan ¢aligmalardan
hidrojen iiretiminde baskin olarak is goéren mikroorganizma grubunun
Clostridium tiirlerinden C. pasteuranium, C. butyricum, C. tyrobutyricum
oldugu tespit edilmistir (Minton and Clarke, 1989; Brosseau and Zajic, 1982).
Analizlerde kullanilacak olan primer setlerinin; C. pasteuranium tiiriine ait
spesifik gen bolgesi i¢in C.pasteuraniumF- C.pasteuraniumR (Savichtcheva
etal., 2011), C. butyricum (CbutyHYDAf-CbutyHYDAr) ve C. tyrobutyricum
(Ctyrow428f-CtyroW428r) tiirlerine ait spesifik primer setleri bu tez
kapsaminda sentezlenmistir. Bu amagla; C. butyricum ve C. tyrobutyricum’a
ait suslar ayr1 ayr1 NCBI veri tabaninda taranarak niikleik asit dizilerinin
FASTA formatlar indirilmistir. C. butyricum ve C. tyrobutyricum suslari i¢in
ayr1 ayrt MEGA veri tabaninda ¢oklu hizalama yapilmistir ve benzerliklerin
yogun oldugu niikleik asit dizileri belirlenmistir. Bu niikleik asit dizileriyle
Primer3 veri tabani kullanilarak C. butyricum ve C. tyrobutyricum tiirlerine
ozgii spesifik primerler tasarlanmistir. Her bir gen bolgesi i¢in kullanilan iki

primer cifti Cizelge 3.6’te verilmistir.
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Cizelge 3.6 Real-time PCR i¢in kullanilan primer setleri

Primerler Niikleotid Dizisi (5'—3") Spesifite Referans
Bu tez
CbutyHYDAf AGTGTTCAAATGTTGGTAAATGTG C. butyricum ¢alismasinda
sentezlenmistir.
Bu tez
CbutyHYDAr CTCTTGTGTTGCCTCAGTATTAG C. butyricum ¢alismasinda
sentezlenmistir.
c Bu tez
Ctyrow428f TCTGCCTCAAGTGTTCCT ' . caligmasinda
tyrobutyricum
sentezlenmistir.
c Bu tez
Ctyrow428r TCCTCCGTATTTATCTGTCCTT . ¢alismasinda
tyrobutyricum
sentezlenmistir.
] C. Savichtcheva et
C.pasteuraniumF CTCATGTGGGACTTCAAGCA .
pasteuranium al., 2011
. C. Savichtcheva et
C.pasteuraniumR CACCAGGTGTTGTTTCTGGA .
pasteuranium al., 2011

Kalitatif ve kantitatif calismalar1 yapmak amactyla; her bir primer seti
icin Real-time PCR ile protokol optimizasyonu yapilmistir (Cizelge 3.7). Bu
amagla; LightCycler 96 System Real-time PCR cihazinda SYBR Green |
kanalinda 470/514 nm’de 1 dongii 6n inkiibasyon ve 45 dongiiliik ¢ogaltma

basamaklarindan sonra 1 dongiiliik uzama agamasinda okumalar yapilmigtir.
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Cizelge 3.7 Real-time PCR ¢alismalarinda kullanilan primer setlerinin protokolleri

On inkiibasyon (1 dongii)

95°C'de 600 sn

Amplifikasyon (45 dongii)

95 °C'de 10 sn

Melting (1 dongii)

65 °C'de 60 sn
97 °C'de 1 sn

Cooling (1 dongii)

L
1S
>
5
= 53 °C'de 10 sn
3 S 72 °C'de 6 sn
- c
© £ 95 °C'de 10 sn
e X
2 g Melting (1 dongii) 65 °C'de 60 sn
£ 97 °C'de 1 sn
Z
o Cooling (1 dongii) 37 °C'de 30 sn
O
. On inkiibasyon (1 dongii) 95°C'de 900 sn
5 Ampiifikasyon (45 dongil) 95 °C'de 30 sn
> mplifikasyon ongl
T z 50 °C'de 30 sn
g g 72 °C'de 30 sn
- I
S 2 95 °C'de 10 sn
o]
§ o Melting (1 dongii) 65 °C'de 60 sn
3 97 °C'de 1 sn
O
Cooling (1 dongii) 37 °C'de 30 sn
o On inkiibasyon (1 dongii) 95°C'de 900 sn
(9N
§ 95 °C'de 30 sn
g = Amplifikasyon (45 dongii) 48 °C'de 30 sn
= [e0)
% % 72 °C'de 30 sn
3 £ 95 °C'de 10 sn
2 &
>
Qo
o
=
)

37 °C'de 30 sn
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4. BULGULAR
4.1 Biyohidrojen Uretiminden Sorumlu Mikrobiyal Profilin Belirlenmesi
4.1.1 DGGE Analizi Sonuclar

Hidrojen iiretimini gergeklestiren kuru fermentdrden (KF) ve
perkolasyon tankindan (PT) alinan 6rneklerdeki mikrobiyal profili belirlemek
icin universal 16S rRNA V1 — V9 ve V3 — VS5 boélgelerine ait primer setleri
kullanilarak DGGE analizi yapilmistir. Bunun sonucunda poliakrilamid
jelden kesilen DGGE bantlar1 temizlenerek tekrar PCR’lar1 yapilan bant
DNA’lan dizi analizine yollanmis ve gelen dizi analiz sonuglar1 BioEdit ve
Mega 7 programlart kullanilarak ayrintilhi sekilde incelenmistir. Dizi
temizlemeleri yapildiktan sonra NCBI veri tabaninda BLAST edilen
dizilerden dominant tiirler tespit edilmistir. DNA dizi analizleri sonucuna
bagl olarak elde edilen dizilerden fermantasyonda rol oynayan dominant
mikrobiyotanin filogenetik agac1 her bir deneme icin ayr1 ayr
olusturulmustur. Filogenetik agaglar1 olusturmak igin oOncelikli olarak
ClustalW ile dizilenmistir. Daha sonra Tamura — Nei modeline dayali olan
maximum likelihood ile bootstrap metodu kullanilarak 1000 tekrar1 olacak

sekilde filogenetik agaglar olusturulmustur.

KF sisteminde otoklavlanmis-kiiglik partikiiller, otoklavlanmamis-
kiiciik partikiiller ve otoklavlanmig-biiyiik partikiiller olmak tizere 3 set
halinde ayr1 ayri galisilmistir. Mezofilik olarak c¢alisilan bu deneme
setlerinden hidrojen tiretiminin yiiksek 6l¢iildiigli anlarda toplamda 17 tane
ornek alinmistir ve DGGE analizi yapilarak toplamda 16 tane ayri hizada
olabilecek bantlar kesilmistir (Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1). Sekans sonuglarina
gore yapilan dizi temizlemeleri sonrasinda NCBI veri tabaninda BLAST
edilen dizilerden dominant tiirlerin %94-100 arasinda benzerlik oranlarinda
olduklar1 gortilmiistiir. Elde edilen dizilerden hidrojen iiretiminde rol oynayan
dominant mikrobiyal yapiin filogenetik agaci ve bant kaynaklar1 Sekil 4.1
ve Cizelge 4.1°de verilmistir (215M314 nolu TUBITAK projesi kapsaminda

gerceklestirilen DGGE goriintiisii ve Hz ¢ikist sonuglarini icermektedir).



Sekil 4.1 Mezofilik Denemesi setlerinin DGGE jel bantlarinin goriintiisii ve kesilen bantlar

Cizelge 4.1 DGGE Bantlarinin Ornek Kaynaklar1

Ornek .
Kodu Ornek ad1 Hidrojen Cikislar: (%)
Otoklavlanmis — Kiiciik Partikiiller
1 PT Inokulum 1. giin =
2 PT 8. giin ¢ikis -
3 KF 1. giin -
4 KF 2. giin 44
5 KF 8. giin ¢ikis -
Otoklavlanmams — Kiiciik Partikiiller
6 PT Inokulum 1. giin -
7 KF 3. giin 17
8 PT 16. giin -
9 KF inokulum 1.giin -
10 KF 6. giin 13
11 KF 12. giin -
Otoklavlanmis — Biiyiik Parca
12 PT Inokulum 1. giin -
13 PT 2. giin 26
14 PT 9. giin ¢ikis -
15 KF inokulum 1.giin -
16 KF 2. giin 36
17 KF 9. giin ¢ikis -
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Cizelge 4.2 NCBI veri tabaninda taranan dizilerin Accession numaralari, Genbank %
benzerlikleri ve reaktdr 6rneklerinde bulunma durumlari

Otoklavlanmis | Otoklavlanmams | Otoklavlanmis

Bant Organizma ismi ve Genbank %
. L Kiigiik Kiigiik Biiyiik
no Accession No Benzerlikleri
Partikiiller Partikiiller Partikiiller
PT 1. giin
. . PT 1. giin
C. butyricum strain S4 PT 1. giin KF 1. giin
A 100 KF 2. giin
(KY224082.1) KF 8. giin KF 6. giin
KF 9. giin
KF 12. giin
B L. mucosae isolate 9% KF 1. giin
LM56C (EF439693.1) KF 2. giin
Bifidobacterium KF 2. giin
C animalis subsp. 100 PT 8. giin - PT 9. giin
(MF164162.1) KF 9. giin
. . PT 1. giin PT 1. giin
C. pasteurianum strain KF 6. giin
KF 2. giin PT 2. giin
D IFBG C6H 100 KF 12. giin
PT 8. giin KF 2. giin
(KU682660.1) KF 17. giin
KF 8. giin KF 9. giin

Uncultured Clostridium
E 100 PT 1. giin - KF 9. giin
sp. (LT624259.1)

Bacillus sp. strain C4 KF 2. giin
F 94 - KF 9. giin
(MG461670.1) PT 8. giin
Uncultured prokaryote
G 100 PT 8. giin - KF 1. giin
(HQ156025.1)
KF 1. giin
H Uncultured Clostridium 100 KF 2. giin PT 1. giin PT 2. giin
sp. (LT624259.1) PT 8. giin KF 1. giin PT 9. giin
KF 8. giin
) KF 6. giin
Uncultured bacterium
| 100 PT 8. giin PT 12. giin PT 1. giin
(AB850286.1)
KF 12. giin
. PT 1. giin PT 1. giin
Uncultured Clostridia
. KF 1. giin KF 1. giin PT 1. giin
J bacterium 100
KF 2. giin KF 6. giin PT 2. giin
(LT858442.1)
KF 8. giin KF 12. giin
Uncultured bacterium
K 100 - - PT 1. giin
(KX874905.1)
KF 1. giin PT 1. giin
. £ £ PT 1. giin
Uncultured bacterium KF 2. giin KF 1. giin
L 97 KF 1. giin
(MF769086.1) PT 8. giin KF 6. giin
KF 2. giin
KF 8. giin
PT 1. giin
. PT 1. giin KF 1. giin
Uncultured bacterium PT 1. giin
M 100 KF 1. giin KF 6. giin
(MF769061.1) KF 1. giin
KF 2. giin KF 12. giin
KF 17. giin
Lactobacillus KF 2. giin KF 6. giin
N acidipiscis strain Z73A 100 PT 8. giin KF 12. giin PT 1. giin

(MG051209.1) KF 8. giin KF 17. giin
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Uncultured bacterium (MF769086.1)

L

Uncultured bacterium (MF769061.1)

J

Uncultured Clostridia bacterium (LT858442.1)

I
S
91 Uncultured bacterium (KX874905.1)

G

Uncultured prokaryote (HQ156025.1)

69 M

9 Uncultured bacterium (AB850286.1 )

61 Uncultured Clostridia bacterium (JN998141.1)
6 Uncultured prokaryote (HQ155694.1)

100 |: Bifidobacterium animalis subsp. lactis strain HTBS-BM603 (MF164162.1)
C

100 F
o Bacillus sp. strain C4 (MG461670.1)
9 N
Lactobacillus acidipiscis strain Z73A (MG051209.1)
91 Lactobacillus mucosae (EF439693.1)
B
E
Uncultured Clostridium sp. (LT624259.1)
H
Clostridium sp. (LC333675.1)
Clostridium tyrobutyricum strain JCM 11008 (LC037226.1)

100
100
e
= Clostridium beijerinckii (JX560483.1)
Tg Clostridium butyricum strain S4 (KY224082.1)
100
——
64
—{

A
Clostridium acetobutylicum straim ATCC 824 (NR 074511.2)
Clostridium pasteurianum strain IFBG C6H (KU682660.1)

Sekil 4.2 DGGE bantlarindan elde edilen sekans sonucunda olusturulan filogenetik agag

KF sisteminde mezofilik kosullar altinda otoklavlanmis-kiigiik
partikiiller, otoklavlanmamis-kiigiik partikiiller ve otoklavlanmis-biiyiik
partikiiller olmak tizere 3 set halinde calisilan reaktor deneme setleri i¢in
ortak DGGE analizi yapilmistir. Bifidobacterium, Lactobacillus, Bacillus,
Clostridium ve Clostridium tiirlerine yakin benzerlikte olan Uncultured
bacterium oldugu gorilmistiir. Genel olarak tim deneme setlerinde
Clostridium ve Lactobacillus gruplarmin baskin oldugu goriilmiistiir (Sekil 2
ve 3). En parlak olan bantlar (yogun olan organizma tiirleri) A (C. butyricum
strain S4), N (L. acidipiscis strain Z73A), F (Bacillus sp. strain C4), J
(Uncultured Clostridia bacterium), M (Uncultured bacterium), H ve E
(Uncultured Clostridium sp.) olarak DGGE jelinde tespit edilmistir. DGGE
bantlarinda 1 ile 5 arasindaki bantlar otoklavlanmis kiigiik partikiiller, 6 ile
11 arasindaki bantlar otoklavlanmamis kiiglik partikiiller ve 12 ile 17
arasindaki bantlar ise otoklavlanmig biiyiik partikiiller denemesine ait

ornekleri gostermektedir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2).
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Otoklavlanmis kiigiik partikiiller denemesinde Cizelge 4.2 ve Sekil
4.1°de de gosterildigi gibi PT inokulum 1. giin 6rneginde elde edilen bantlar
ve benzerlikleri sirasiyla; A (C. butyricum strain S4), D (C. pasteurianum
strain JCM 1408), J (Uncultured Clostridia bacterium), M (Uncultured
bacterium) ve E (Uncultured Clostridium sp.) seklindedir. KF 1. giinde ise
bantlar; L bant1 Uncultured bacterium, H bant1 Uncultured Clostridium sp., J
bant1 Uncultured Clostridia bacterium ve M bant1 Uncultured bacterium ile
benzerlik gdstermektedir. Reaktor denemesinde maksimum hidrojenin (%44)
tiretildigi KF 2. giinde N, D, L, H, J, M, A ve F bantlari sirasiyla L. acidipiscis
strain Z73A, C. pasteurianum strain JCM 1408, Uncultured bacterium,
Uncultured Clostridium sp., Uncultured Clostridia bacterium, Uncultured
bacterium, C. butyricum strain S4 ve Bacillus sp. strain C4 ile benzer oldugu
goriilmektedir. PT 8. giiniinde elde edilen bantlar ve benzerlikleri; N (L.
acidipiscis strain Z73A), D (C. pasteurianum strain JCM 1408), L
(Uncultured bacterium), | (Uncultured bacterium), H (Uncultured
Clostridium sp.), G (Uncultured prokaryote), F (Bacillus sp. strain C4) ve C
(Bifidobacterium animalis subsp.) seklindedir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1).
Reaktoriin denemesinin son ¢ikis 6rnegi olan KF 8. giinde ise; A bant1 ile C.
butyricum strain S4, N banti ile L. acidipiscis strain Z73A, D bant1 ile C.
pasteurianum strain JCM 1408, L bant1 ile Uncultured bacterium, H banti ile
Uncultured Clostridium sp., J bant1 ile Uncultured Clostridia bacterium ve M

banti ile Uncultured bacterium benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Otoklavlanmamus kiiciik partikiiller denemesinde PT inokulum 1. giin
ornegindeki bantlar A, L, H, J ve M ve sirasiyla benzerlikleri; C. butyricum
strain S4, Uncultured bacterium, Uncultured Clostridium sp., Uncultured
Clostridia bacterium ve Uncultured bacterium’dur. KF inokulum 1. giiniinde
ise; elde edilen bantlar ve benzerlikleri sirasiyla, A (C. butyricum strain S4),
L (Uncultured bacterium), H (Uncultured Clostridium sp.), J (Uncultured
Clostridia bacterium) ve M (Uncultured bacterium) seklindedir. KF 6. giinde
hidrojenin %13 oraninda tiretildigi 6rnekte bantlar A, N, D, L, I, J ve M olup;
benzerlikleri sirasiyla C. butyricum strain S4, L. acidipiscis strain Z73A, C.
pasteurianum, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured

Clostridia bacterium ve Uncultured bacterium seklindedir. PT 12. giiniinde
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bant profili ¢ok zayif olup; sadece I banti elde edilmistir. Bu bantta
Uncultured bacterium benzerlik gostermektedir. KF 12. giinde ise; A (C.
butyricum strain S4), N (L. acidipiscis strain Z73A), D (C. pasteurianum
strain JCM 1408), L (Uncultured bacterium), I (Uncultured bacterium), J
(Uncultured Clostridia bacterium) ve M (Uncultured bacterium) bantlar1 elde
edilmistir. Hidrojen ¢ikisinin en yiiksek oldugu (%17) reaktdr denemesinin
KF 17. giin 6rneginde N bant1 L. acidipiscis strain Z73A, D bant1 C.
pasteurianum strain JCM 1408, L bant1 Uncultured bacterium ve M banti

Uncultured bacterium ile benzerlik gostermektedir.

Son olarak otoklavlanmis biiyiik partikiiller reaktér denemesinde ise;
PT inokulum 1. giin 6rneginde A (C. butyricum strain S4), N (L. acidipiscis
strain Z73A), D (C. pasteurianum strain JCM 1408), L (Uncultured
bacterium), I (Uncultured bacterium), J (Uncultured Clostridia bacterium) ve
M (Uncultured bacterium) bantlar1 elde edilmistir. KF inokulum 1. giinde L
banti Uncultured bacterium, M bant1 Uncultured bacterium, G banti
Uncultured prokaryote ve B bant1 L. mucosae isolate LM56C ile benzerlik
gosterdigi goriilmektedir. Hidrojenin %26 oraninda {iretildigi PT 2. giinde
bant profili zayif olup; D, H ve J bantlar1 elde edilmistir. Benzerlikleri
sirastyla; C. pasteurianum strain JCM 1408, Uncultured Clostridium sp. ve
Uncultured bacterium’dur. KF 2. giin 6rneginde hidrojen en yiiksek miktarda
(%36) tiretilmis olup; A (C. butyricum strain S4), D (C. pasteurianum strain
JCM 1408), L (Uncultured bacterium), C (Bifidobacterium animalis subsp.),
F (Bacillus sp. strain C4) ve B (L. mucosae isolate LM56C) bantlar1 elde
edilmistir. Bant profilinin en zayif oldugu PT 9. giiniinde ise; H ve C bantlar1
elde edilmistir. Bu bantlarin benzerlikleri sirasiyla; Uncultured Clostridium
sp. ve Bifidobacterium animalis subp. oldugu goriilmektedir. KF 9. giinde ise;
A banti ile C. butyricum strain S4, D banti ile C. pasteurianum, E bant1 ile
Uncultured Clostridium, C bant1 ile Bifidobacterium animalis subsp., F banti

ile Bacillus sp. strain C4 benzerlik gostermektedir.
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4.1.2 Metagenom Analizi Sonuclari

KF sisteminde 3 ayri1 reaktor denemesinden (otoklavlanmis-kiigiik
partikiiller, otoklavlanmamis-kiiclik partikiiller ve otoklavlanmis-biiyiik
partikiiller) alinan 6rneklerde hidrojenin en yiiksek tiretildigi ve as1 6rnekleri
se¢ilmistir. Bu orneklerdeki hidrojen tireticilerini belirlemek ve mikrobiyal
profillerdeki degisimleri incelemek amaciyla metagenom analizleri
yapilmistir. Cizelge 4.3’te metagenom analizleri yapilan reaktor 6rneklerinin

isimleri, ¢alisma kodlar1 ve hidrojen ¢ikislart verilmistir.

Cizelge 4.3 Metagenom analizleri yapilan reaktor 6rnekleri, caligma kod isimleri ve hidrojen

(;lli1$la1‘1 _
Ornek Kodu Ornek Adi Hidrojen Cikisi (%)
M1 As1 -
M4 Otoklavlanmis Kiigiik Partikiiller — KF 2. giin 44
M7 Otoklavlanmamis Kiiciik Partikiiller — PT 3. giin 17
M16 Otoklavlanmis Biiyiik Partikiiller — KF 2. giin 36

Kalite kontroliinden gegen okumalar, farkli taksonomik seviyelerde
en yliksek benzerlik gosteren taksonomik birime atanmistir. Sekil 4.3’te
verilen grafikte, her bir 6rnekte tespit edilen toplam okuma sayilari ve cins
seviyesine kadar bir taksonomik birime tanimlanmis (agik mavi renkli)
okumalar gdsterilmistir. Koyu mavi renkli okumalar, cins seviyesinden daha

iist taksonomik birime atanmis okumalar1 gostermektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Reaktor orneklerinin toplam okuma sayilari ile bilinen ve bilinmeyen taksonomik
seviyeleri
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Her bir reaktdr oOrnegine ait okumalarin farkli taksonomik
basamaklardaki birimlere ne oranda tanimlanabildigi Cizelge 4.4’te
gosterilmektedir. Tir seviyesindeki diisiis 16S rDNA temelli ¢alismalarda
beklenen bir durumdur. Gen tizerindeki segilen degisken bolgeleri agisindan

cogu tiirlerin farklilik gostermemesinden kaynaklanmaktadir.

Cizelge 4.4 Her bir taksonomik basamaga atanabilen okumalarin sayisi

Ornek Ad1 | Alem Filum Simif Takim | Familya | Cins Tiir
M1 236342 224918 207400 204629 197178 177331 | 122567
M4 298899 295398 | 291494 | 290492 | 287258 279013 | 210327
M7 24058 23788 23228 23177 22478 20805 | 12723
M16 334653 333648 | 332291 331813 | 329992 317790 | 158759

Metagenomik analiz sonucunda, tiim Orneklerde toplamda 50 sube
tespit edilmistir. %1 ve daha biiylik oranda goriilen filumlar Sekil 4.4’teki

grafikte gosterilmistir.

[ Filum (Sube) Seviyesi|

100 S
BN BE BE B
920 I 1 I 1
1 1 1 1
80 i i i i
£|70 | | | I
S 1 1 1 1
£|60 : : : !
3|50 : : : !
- 1 1 1 1
E 40 1 1 1 ]
: : | | :
= 30 ! ! ! !
[©120 | : i i
1 1 1 1
10 I 1 1 1
1 1 1 1
0 L L L J
M1 M4 M7 Mié
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= Diger B Spirechaetes B Verrucomicrobia
B Cloacimonetes ®_dctinobacteria u_4cidobacteria
Synergistetes Proteobacteria B Bacteroidetes
B Firmicutes

Sekil 4.4 Reaktor drneklerine ait metagenom analizi sonucunda elde edilen filum seviyeleri

M1, M4, M7 ve M16 orneklerine ait filum seviyelerinin gosterildigi
Sekil 4.4’te ¢esitliligin en fazla oldugu 6rnek M1 (as1) ornegidir. Tiim reaktor
denemelerinde as1 olarak kullanilan M1’de en bol bulunan Firmicutes

filumunun seviyesi %54,14 oraninda oldugu gorilmektedir. Firmicutes
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filumunu, %]15,41 oraninda olan Bacteroidetes ve %11,14 oraninda
Proteobacteria filumlar takip etmektedir. M1°de bulunan diger filumlar ise;
Synergistetes, Acidobacteria, Actinobacteria, Cloacimonetes,
Verrucomicrobia, Spirochaetes’dir. Bu filumlarin bolluk oranlari sirasiyla;
%4; %3,76; %3, %1,8; %1,5 ve %1,11°dir. %4 oraninda ise diger filumlar
bulunmaktadir. Hidrojenin en yiiksek iiretildigi (%44) M4 Orneginde ise;
baskin olarak bulunan filum %90,9 oraninda Firmicutes’dir. Bu Ornekte;
%2,46 oraninda Bacteroidetes, %2,86 oraninda Proteobacteria ve %1,05
oraninda Acidobacteria filumlari tespit edilmistir. %2,69 orani ise diger
filumlarin bollugunu gostermektedir (Sekil 4.4). M7 6rneginde %17 hidrojen
tiretimi gergeklesmistir ve bu {iiretimde rol alan filum %381,44 oraninda
bulunan yine Firmicutes’dir. Firmicutes filumunu %8 Bacteroidetes, %2,96
Proteobacteria, %2,09 Synergistetes, %1,64 Actinobacteria ve %3,84 diger
filumlar takip etmektedir. Son olarak; %36 hidrojen iiretiminin oldugu M16
orneginde diger reaktor orneklerine benzer sekilde en bol olan filum %97,44
oraninda Firmicutes ‘dir. Bu reaktor 6rneginde Firmicutes filumu disinda %1
oraninda Proteobacteria ve %1,19 oraninda ise diger filumlarin bulundugu

goriilmistiir (Sekil 4.4).

Metagenomik analiz sonucunda, tiim orneklerde toplamda 91 sinif
tespit edilmistir. %1 ve daha biiyiik oranda goriilen siniflar Sekil 4.5’teki

grafikte gosterilmistir.
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Sif Sevi ryem
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Sekil 4.5 Reaktor 6rneklerine ait metagenom analizi sonucunda elde edilen sinif seviyeleri

Sif seviyelerinin gosterildigi Sekil 4.5’te M1’de en bol bulunan
smiflar su sekildedir; %39,25 oraninda Clostridia smifi, %11,17 oraninda
Bacteroidia ve %7,23 oraninda Gammaproteobacteria’dir. M1°de bu siiflari
Bacillli (%6,13), Negativicutes (%5,64), Synergistia (%4,49), Actinobacteria
(%3,36), Acidobacteria Gpl (%2,91), Betaproteobacteria (%2,62),
Cytophagia (%2), Flavobacteriia (%1,73), Subdivision3 (%1,4), Spirochaetia
(%1,24),  Sphingobacteriia  (%1,18), Deltaproteobacteria  (%1),
Alphaproteobacteria (%0,96) ve diger smiflarin (%6,84) bulundugu
goriilmektedir. M4 reaktor Orneginin mikrobiyal profilinin %350’sin1
Clostridia smifinin olusturdugu Sekil 4.5’te goriilmektedir. Diger %50°lik
dilimin %39,64’lik oranim1 Bacillli siifi olusturmaktadir. Bu reaktor
orneginin  %1,79’unu  Negativicutes, %21,75’ini Bacteroidia, %]1’ini
Gammaproteobacteria ve %4,67’sini ise diger siniflar olusturmaktadir. M7
reaktor orneginde ise; Clostridia sinifi %67,60 oraninda en bol bulunan sinif
oldugu tespit edilmistir. Bu reaktér orneginde bulunan diger smiflar ise;
Bacteroidia (%5,77), Gammaproteobacteria (%1,21), Bacillli (%8,68),
Negativicutes (%5,25), Synergistia (%2,17), Actinobacteria (%1,7),
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Cytophagia (%1,22) ve Alphaproteobacteria (%]1,11)’dir. Son olarak M16
reaktor orneginde sadece 2 sinifin baskin olarak bulundugu goriilmiistiir. Bu
smiflar %64,44 oraninda Bacillli ve %32,92 oraninda Clostridia’dir. %2,62

oraninda ise diger siniflar bulunmaktadir (Sekil 4.5).

Metagenomik analiz sonucunda, tiim 6rneklerde toplamda 126 takim
tespit edilmistir. %1 ve daha biiylik oranda goriilen takimlar Sekil 4.6’daki

grafikte gosterilmistir.
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Sekil 4.6 Reaktor orneklerine ait metagenom analizi sonucunda elde edilen takim seviyeleri

M1, M4, M7 ve M16 reaktdr orneklerine ait takim seviyelerinin
gosterildigi grafikte M1°de %37,89 oraninda Clostridiales takimi en yiiksek
seviyede bulunmaktadir. As1 6rnegi olan M1’in %12,75 Bacteroidales. %6
Selenomonadales, %4,84 Synergistales, %3,96 Bacillales, %3,29
Oceanospirillales, %2,74 Burkholderiales, %2,66 Actinomycetales, %2,66
Pseudomonadales, %2,52 Lactobacillales, %2,18 Cytophagales, %21,86
Flavobacteriales, %1,53 Halanaerobiales, %1,34 Spirochaetales, %1,28
Sphingobacteriales ve %1,17 Thermoanaerobacterales takimlari

olusturmaktadir. Bu as1 6rneginin (M1) takim seviyelerinin geriye kalan
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%11,15’ini ise diger takimlar olusturmaktadir. M4 reaktér Orneginde
Clostridiales (%50,37) ve Lactobacillales (%31,86) takimlarinin baskin
oldugu Sekil 4.6°da goriilmektedir. Bu 6rnekte; Bacillales takiminin %8,48
oraninda, Selenomonadales takimimin %1,82 oraninda ve Bacteriodales
takiminin %1,79 oraninda bulunduklart tespit edilmistir. Diger takimlarin
toplam bolluk oranlari ise %5,65’tir. Clostridiales (%67,68) takiminin en bol
bulundugu M7 reaktor 6rneginde ise; Bacteroidales (%5,83), Lactobacillales
(%5,80), Selenomonadales (%5,31), Bacillales (%2,93), Synergistales
(%2,19), Actinomycetales (%1,51), Cytophagales (%1,23) takimlar
bulunmaktadir. Diger mevcut takimlar ise %7,46 oraninda tespit edilmistir.
M16 reaktdr 6rneginde ise; mikrobiyal profilin %41,9’unu Bacillales takimi
olusturmaktadir. Diger baskin olan takimlar; %32,91 oraninda Clostridiales
ve %22,82 oraninda Lactobacillales’tir (Sekil 4.6).

Metagenomik analiz sonucunda, tiim 6rneklerde toplamda 311 aile
tespit edilmistir. %1 ve daha biiyiikk oranda goriilen aileler (familya) Sekil

4.7°deki grafikte gosterilmistir.
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|Aile (Familya) Seviyesi |
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Sekil 4.7 Reaktor orneklerine ait metagenom analizi sonucunda elde edilen aile (familya)
seviyeleri

Aile seviyelerinin verildigi Sekil 4.7’de M1 as1 Orneginde %14
oraninda olan Heliobacteriaceae en baskin olan ailedir. Bu aileyi takip eden
ilk ii¢ aile ise; Clostridiales incertae sedis XI (%7), Veillonellaceae (%6) ve
Ruminococcaceae (%5,72)’dir. M4 reaktor orneginde %29,67 oraninda
Lactobacillaceae, %20,17 oraninda Ruminococcaceae ve %17,82 oraninda
Clostridiaceae 1 baskin olan aileler oldugu goriilmektedir. M7 reaktor
orneginde %?27,32 oraninda Lachnospiraceae ve %10,45 oraninda
Clostridiales incertae sedis Xl ailelerinin baskin oldugu tespit edilmektedir.
Reaktdr denemeleri arasinda en diisiik hidrojen tiretiminin gerceklestigi M7
orneginin  %8,35’1 Ruminococcaceae, %75,66’s1 Veillonellaceae, %5’1
Clostridiaceae 1 ve %3,62’si Lactobacillaceae’dir. M16 reaktor drneginde
ise; Clostridiaceae 1(%29,29) ve Lactobacillaceae (%22,5) ailelerinin en bol
bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4.7).
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Metagenomik analiz sonucunda, tim 6rneklerde toplamda 1350 cins
tespit edilmistir. %1 ve daha biiyiik oranda goriilen cinsler Sekil 4.8’deki

grafikte gosterilmistir.
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B Thiopseudomonas u Treponema
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Sekil 4.8 Reaktor drneklerine ait metagenom analizi sonucunda elde edilen cins seviyeleri

Cins seviyelerinin gosterildigi Sekil 4.8’de en fazla g¢esitliligin
bulundugu M1 as1 6rneginde %14,17 oraninda Hydrogenispora en bol
bulunan genustur. M1’de bulunan diger genuslar; Alistipes (%3,76),
Anaerosalibacter (%3,35), Propionispira (%3,29), Salicola (%2,61),
Anaerobaculum (%2,51), Saccharofermentans (%2,44), Candidatus
Cloacamonas (%2,31), Carboxylicivirga (%2,28), Lactobacillus (%1,91),
Proteiniphilum (%1,87), Gallicola (%1,79), Megamonas (%1,67),
Acetoanaerobium (%1,64), Petrimonas (%1,61), Thermanaerovibrio
(%1,32), Subdivision3 genera incertae sedis (%1,3), Eubacterium (%1,26),
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Corynebacterium (%1,17), Treponema (%1,17), Thiopseudomonas (%1,13),
Clostridium 11 (%1,09), Bacillus (%1) ‘tur. M4 reaktér 6rneginde en bol
bulunan genuslar; %29,75 oraninda Lactobacillus, 9%18,2 oraninda
Clostridium IV ve %17,59 oraninda Clostridium sensu stricto ‘dur (Sekil 4.8).
M4’te bulunan diger genuslar; Rummeliibacillus (%3,79), Bacillus (%3,54),
Hydrogenispora (%3,27), Clostridium XlIVa (%2,89), Weissella (%2,28) ve
Anaerosalibacter (%]1) seklindedir. M7 reaktér Orneginde Anaerostipes
genusu %11,97 oraninda en bol bulunan genustur. Bu reaktér orneginde
%5,83 Blautia, %4,64 Clostridium sensu stricto, %4,65 Tissierella, %3,95
Vallitalea, %3,68 Lactobacillus, %3,15 Terrisporobacter, %2,89 Clostridium
I, %2,83 Natronincola, %2,8 Alistipes, %2,75 Gallicola, %2,45
Hydrogenispora, %2,24 Bacillus, %2,11 Clostridium XIVa, %2 Anaerosinus,
%1,84 Alkalibaculum, %1,63 Propionispira, %1,27 Saccharofermentans,
%1,22 Carboxylicivirga, %1,1 Ruminococcus ve %1 Weissella genuslari
bulunmaktadir. Son olarak M16 6rneginde bulunan genuslar su sekildedir;
Clostridium sensu stricto (%30,2), Lactobacillus (%23,2), Lysinibacillus
(9%16,8), Solibacillus (%15,11), Bacillus (%6,59), Hydrogenispora (%1) ve
Terrisporobacter (%]1)’dir (Sekil 4.8).

Metagenomik analiz sonucunda, tiim Orneklerde toplamda 2475 tiir
tespit edilmistir. %1 ve daha biiyiik oranda goriilen tiirler Sekil 4.9°daki

grafikte gosterilmistir.
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u Pseudomonadaceae bacterium Paludibacter propionicigenes
Treponema caldarium Sporanaerobacter acetigenes
Oligella ureolytica Lactobacillus acidipiscis
B Clostridium butyricum B Clostridium leptum
® Caproiciproducens galactitelivorans Clostridium fimetarium
B Rummeliibacillus suwonensis B Lactobacillus camelliae
Clostridinm unliginosum Anaeromassilibacillus senegalensis
Clostridium chromiireducens Anaerostipes caccae
Vallitalea pronyensis Anaerosinus glycerini
B Alkalibaculum bacchi u Tissierella creatinophila
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Sekil 4.9 Reaktor drneklerine ait metagenom analizi sonucunda elde edilen tiir seviyeleri

Sekil 4.9°da verilen grafikte M1, M4, M7 ve M 16 reaktor 6rneklerine
ait mikrobiyal profillerin tiir seviyeleri gosterilmektedir. M1 as1 6rneginde
%20 oraninda Hydrogenispora genusundan Hydrogenispora ethanolica
(AB669474) tiirii en fazla bulunan tiirdiir. As1 6rneginde diger en bol bulunan
tiurler; %4,83 oraninda Anaerosalibacter genusundan Anaerosalibacter
bizertensis (HQ534365), %4,75 oraninda Propionispira genusundan
Veillonellaceae  bacterium  (AB298743) ve  %3,53  oraninda
Saccharofermentans  genusundan Saccharofermentans  acetigenes
(AY949857) ‘tir. M4 reaktér Orneginin %23,96’s1 L. acidipiscis (NR
112693.1), %15,72’si C. butyricum (AJ458420) ve %11,29’unu C. leptum
(AJ305238) olusturmaktadir. Bu o6rnekte bulunan diger tiirler; %9,56
Caproiciproducens galactitolivorans (NR 145929.1), %4,35 H. ethanolica
(AB669474), %3,51 C. fimetarium (AF126687), %2,33 Rummeliibacillus
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suwonensis (KC677630), %1,85 Rummeliibacillus pycnus (AB271739),
%1,82 L. camelliae (AB257864), %1,8 C. uliginosum (AJ276992), %1,32
Anaerosalibacter bizertensis (HQ534365), %1,25 S. acetigenes (AY949857),
%1,1 Anaeromassilibacillus senegalensis (NR 144727.1), %1 C.
chromiireducens (AY228334) ve %1 Cloacimonas acidaminovorans
(CU466930) dir (Sekil 4.9). M7 reaktor 6rneginde Anaerostipes genusundan
Anaerostipes caccae (AJ270487) tiirii %19,19 oraninda en fazla bulunan
tirdiir. Bu reaktér Orneginde %5,93 oraninda Vallitalea pronyensis
(KC876639), %4,51 oraninda Gallicola barnesae (AB038361), %4 oraninda
H. ethanolica (AB669474) ve 9%3,38 oraninda Anaerosinus glycerini
(AJ010960) diger bulunan tiirler arasindadir. Son olarak M16 reaktor
orneginde ise mikrobiyal profilin %46,93’tinii C. butyricum (AJ458420) ve
%28,28’ini L. fermentum (JN175331) tiirleri olusturmaktadir. M16’da
bulunan diger tiirler; %2,18 C. chromiireducens (AY228334), %2,12 H.
ethanolica (AB669474), %1,72 C. uliginosum (AJ276992), %1,54 Bacillus
humi (AJ627210) ve %1 C. paraputrificum (X75907) ‘dur (Sekil 4.9).

Sekil 4.10°da reaktor deneme Orneklerine ait hiyerarsik kiimelemesi
gosterilmektedir. Hiyerarsik kiimelemede benzer mikrobiyal profil dagilimi
gosteren Ornekler birbirine yakin dallarda gosterilmektedir. Hiyerarsik
kiimeleme hesaplanmasinda cins basamagindaki mikrobiyal profil esas
alinmis; analiz i¢cin R hclust paketi kullanilmis ve grup ortalamasi esas

alinmustir.

L]

5 5 H

Sekil 4.10 Metagenom analizi sonucunda reaktér denemelerinin 6rneklerine ait hiyerarsik
kiimelenmesi
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Sekil 4.10°da verilen hiyerarsik kiimelemede as1 6rneginin (M1) ve
M4, M7, MI16 reaktdor Orneklerinin birbirleriyle olan benzerlikleri
gosterilmektedir. Bu analiz sonucunda M7 reaktor orneginin as1 6rnegiyle
yakin benzerlikte oldugu goriilmektedir. Hidrojenin yiiksek tretildigi M4
(%44 H>) ve M16 (%36 Ha) reaktor 6rneklerinin de birbiriyle yakin iliskide
olduklari tespit edilmistir.

Cesitlilik endeksi (filogenetik endeksler veya filogenetik metrikler
olarak da adlandirilir), bir veri kiimesinde (bir toplulukta) kag farkl tiiriin (tiir
gibi) bulundugunu ve ayn1 zamanda dagitilan bireyler arasindaki filogenetik
iligkileri (es-dagilim, tiir yakinligy, tiir zenginligini) yansitan nicel bir dl¢iidiir.
Bu tez calismasi kapsaminda, c¢esitlilik hesaplamasinda Shannon endeksi 6
kullanilmistir. Cizelge 4.5’te, her bir tiiriin Shannon, Simpson ve Inverse
Simpson endeksleri ve tespit edilen tiirlerin sayist belirtilmistir. Endekslerin

hesaplanmasinda R:vegan paketi kullanilmistir (Oksanen et al., 2019).

Cizelge 4.5 Reaktor denemelerinde 6rneklere ait her bir tiiriin Shannon, Simpson ve Inverse
Simpson endeksleri ve tespit edilen tiirlerin sayisi

Ornek Shannon Simpson Inverse Simpson Tiir Savisi
Adi Endeksi Endeksi Endeksi Y
M1 4,5 0,95 18,49 1963
M4 3,13 0,89 9,1 1262
M7 4,32 0,95 19,7 679
M16 2,12 0,7 3,31 984

Cizelge 4.5’te, her bir 6rnegin Shannon, Simpson ve Inverse Simpson
endekslerine gore filogenetik iligkileri ve tiir sayilar verilmistir. Buna gore;
M1 ag1 6rnegi en fazla tiir ¢esitliligine sahip ornektir. 1292 adet tiir sayist ile
M4 reaktor Ornegi de as1 Ornegi gibi fazla tiir cesitliligine sahiptir. M16
reaktor 6rneginde 984 adet tiir bulunurken, tiir sayisinin en az oldugu M7

orneginde ise 679 adet tiir tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

4.2 Real-Time PCR Analizlerinin Sonuglar:

Kalitatif ve kantitatif sonuglarin elde edilmesi i¢in hidrojen

tiretiminde sorumlu olan Clostridium tiirlerine ait primer giftleri ile Real-time
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PCR’da KF ve PT sisteminden alinan ornekler calisilmistir. Kantitaitif
sonuglarin belirlenmesi i¢in; DSMZ’den satin alinan Clostridium tiirlerinden
C. pasteuranium (DSM-525), C. butyricum (DSM-10702), C. tyrobutyricum
(DSM-2637) izole edilen plazmid DNA’larindan her bir primer seti igin ayri
ayr1 Real-time PCR’da seyreltmeleri yapilarak standart egri grafikleri
olusturulmustur (Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13). Standart egrinin
olusturulabilmesi i¢in her bir plazmidin gen kopya sayisi (a) formiili ile
hesaplanmistir. Plazmid DNA’lar1 10° ~ 102 arasinda seyreltilmistir. Daha
sonra KF sisteminden ve PK’dan alinan 6rnekler tiim gen bolgeleri igin ayr1
ayr1 Real-time PCR’da calisilmistir ve orneklerdeki gen kopya sayilari
hesaplanmistir. Tiim primer setlerinde Ornekler calisilirken; standart egri
olusturma asamasinda kullanilan herbir gen bdlgesi i¢in olusturulan 10%°lik
seyreltmeler, her calisilan PCR raeaksiyonunda o ¢alismanin referans

standarti olarak kullanilmistir.

Kitle (gr)x Avagadro Sayisi

(@) DNA kopya sayis1 =

bazin ortalama mol agirlig1 x bolge uzunlugu

Gene Name C, paste...

Slope -3.3357
Efficiency 1.99
Errar 0.64
RA2 0.99
Y-Intercept 4391
HE » £
]
20.000

250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 8.00 850 .00
Log Quantity

Sekil 4.11 C. pasteuranium gen bolgesi i¢in Real-time PCR’da olusturulan standart egri
grafigi

Gene Name Mone

Slope -3.3297
Efficiency 2.00
Error 1.85
R”2 0.94
-Intercept 47.98
bid s,
- 36.000
o \

250 3.00 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 9.00
Log Quantity

Sekil 4.12 C. butyricum gen bdlgesi i¢in Real-time PCR’da olusturulan standart egri grafigi
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Gene Name Mane

Slope -3.3146

Effidency 2.00

Error 2.09

R"2 0.92

Y-Intercept 42,55
bldle e

o g : H
3 :
19.000 \

250 300 350 400 450 500 550 600 650 .00 750 800 850 9.00
Log Quantity
[ SYBR Green1

Sekil 4.13 C. tyrobutyricum gen bolgesi igin Real-time PCR’da olusturulan standart egri
grafigi

4.2.1 Otoklavlanms kiiciik partikiiller denemesine ait Real Time PCR
analizi sonuc¢lar

Kuru fermentor sistemindeki sonuglara bakildiginda otoklavlanmig
kiiciik partikiiller denemesinde KF 2. giin’e ait hidrojen verimleri en yiiksek
oldugu goriilmiistiir. En yiiksek hidrojen ¢ikist %44 olarak belirlenmistir.
Ozellikle hidrojen ¢ikisi en yiiksek ve en diisiik anda alinan 6rneklerden
DGGE analizi i¢in mikrobiyal profilin belirlenmesinin yaninda kalitatif ve
kantitatif degerlendirme igin Real-time PCR yapilmistir. Orneklere ait
kodlamalar ve hidrojen ¢ikiglarinin belirtildigi C. pasteuranium, C. butyricum
ve C. tyrobutyricuma ait kalitatif ve kantitatif sonuglar Cizelge 4.6, Cizelge
4.7 ve Sekil 4.14°da gosterilmistir (215M314 nolu TUBITAK projesi ¢iktilart

kullanilmaistir).

Cizelge 4.6 Otoklavlanmis kiiciik partikiiller denemesine ait drneklerin kalitatif sonuglari ve
Tm dereceleri (°C)

Ornekler C. pasteuranium C. butyricum C. tyrobutyricum
Ct | Tm(C) Ct |Tm(C)| CcCt Tm(°C)
Saf Kiiltiirler 28 79,86 17 78,47 21 81,97
PT 1. giin 36 80.87 32 78,21 36 81,95
KF 1. giin - - - - - -
KF 2. giin 32 80.74 17 78,32 31 82
PT 8. giin - - 32 78,45 25 81,65
KF 8. giin - - 21 78,44 20 82

Cizelge 4.6’da otoklavlanmus kiigiik partikiiller reaktor denemesine ait
orneklerin Real Time PCR kalitatif sonuglar1 ve Tm dereceleri verilmistir.
Sadece KF 1. giin 6rneginde gen bolgelerinin hepsinde negatif sonug elde

edilmistir. Diger giinlerin 6rneklerinde ise C. butyricum ve C. tyrobutyricum
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ait gen bolgelerinin varligi tespit edilmistir. C. pasteuranium’a ait gen bolgesi
ise sadece PT 1. giin ve KF.2 giin 6rneklerinde pozitif sonug vermistir. Diger
giinlerde C. pasteuranium bulunmamistir. Real Time PCR analizleri
sonucunda C. pasteuranium, C. butyricum ve C. tyrobutyricum’a ait gen
bolgelerinin yaklasik Tm dereceleri sirasiyla 80 °C, 78,47 °C ve 82 °C’dir.

Cizelge 4.7 Otoklavlanmis kiigiik partikiiller denemesine ait 6rneklerin kantitatif sonuglar
(gen kopya sayist DNA/mL)

Ornekler C. pasteuranium C. butyricum gen C. tyrobutyricum
gen kopya sayisi kopya sayisi gen kopya sayisi
PT 1. giin 8,13E+02 - 7,76E+02
KF 1. giin - - -
KF 2. giin - 4,84E+05 1,68E+05
PT 8. giin 8,33E+02 1,20E+02 5,48E+03
KF 8. giin - 1,06E+04 1,06E+04
Otoklavlanmis Kiiciik Partikiillerl
=] 1-00E+06 1 : 100 ?
% 1,00E+05 1 s0 | E
z =
g 1.00E+04 s 5
£| 1.00E+03 =
“| 1.00E+02 w0 g
5; 1.00E+01 - 20 |8
2| 1.00E+00 f 0
1© PTlgin KF1.Gin KF2. Gin PTS8 Gin KF8.Gin

XN . bunvricum A C. tvrobutyricum

B C. pasteuranitm e=émm Hidrojen Cikislar: (%)

Sekil 4.14 Otoklavlanmis kiiciik partikiillere ait 6rneklerin hidrojen yiizdesi ile ilgili
organizmalarin gen kopya sayilarinin karsilastirilmast

Otoklavlanmis kiigiik partikiillerin denendigi reaktor diizeneginden
perkolasyon tankindan 1. giinde alinan 6rnekte C. pasteurianum gen kopya
sayisi 8,13x102 DNA/mL ve C. tyrobutyricum gen kopya sayist 7,76x10?
DNA/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Bu 6rnekte C. butyricum gen kopya sayis1 102
mertebesinin altinda Ol¢lilmistiir. Kuru fermentoriin 1. gilintinde alinan
ornekte ise bu organizmalarin DNA’larina rastlanmamistir. Kuru
fermentoriin 2. giiniinde alinan 6rnekten %44 hidrojen iiretimini olmustur.
Bugiin de C. pasteuranium DNA’sina rastlanmamistir. C. butyricum ve C.
tyrobuyricum gen kopya sayzlari ise sirasiyla 4,84x10° DNA/mL ve 1,68x10°

DNA/mL olarak ol¢iilmiistiir. Perkolasyon tankindan 8. giinde alinan 6rnekte
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ise; C. pasteurianum gen kopya sayis1 8,33x102 DNA/mL olarak 6lgiiliirken;
C. butyricum gen kopya sayis1 1,2x102 DNA/mL ve C. tyrobutyricum gen
kopya sayisi 5,48x10° DNA/mL miktarlarinda tayin edilmistir. Kuru
fermentoriin ¢ikis 6rnegi olan 8. giinde ise C. butyricum’un gen kopya sayisi
1,06x10* DNA/mL ve C. tyrobutyricum’un gen kopya sayist 1,06x10%
DNA/mL olarak olgiiliirken, C. pasteurianum DNA’sina rastlanmamistir
(Sekil 4.14).

4.2.2 Otoklavlanmams Kiiciik Partikiiller Denemesi Real Time PCR
Analizi Sonuclari

Otoklavlanmamis kiiglik partikiillere ait 6rneklerde Real Time PCR
ile kalitatif ve kantitatif analizler yapilmistir. Orneklere ait kodlamalar ve
hidrojen ¢ikiglarimin belirtildigi C. pasteuranium, C. butyricum ve C.
tyrobutyricum 'a ait kalitatif ve kantitatif sonuglar Cizelge 4.8, Cizelge 4.9 ve
Sekil 4.15°de gdsterilmistir (215M314 nolu TUBITAK projesi ¢iktilart

kullanilmustir).

Cizelge 4.8 Otoklavlanmamis kiiciik partikiiller denemesine ait 6rneklerin kalitatif sonuglart
ve Tm dereceleri (°C)

Ornekler C. pasteuranium C. butyricum C. tyrobutyricum
Ct Tm(°C) Ct Tm(°C) Ct | Tm(°C)
Saf
Kiiltiirler 28 79,86 17 78,47 21 81,97
PT 1.giin -
KF 1. giin - - - - - -
KF 6. giin - - 28 78,37 29 82
PT 12. giin - - - - - -
KF 12. giin - - 29 78,39 28 82
PT 17. giin - - - - - -

Kalitatif sonuglarin verildigi Cizelge 4.8’de en yiiksek hidrojen
iretiminin 17. giinde negatif sonu¢ alinmistir. Hidrojenin %13 oldugu 6.
giinde ise; bu set i¢in ¢alisan gen bolgelerine ait kopya sayilarinin en yiiksek
oldugu giin olarak tespit edilmistir. C. pasteuranium ait gen bolgesine bu
reaktor denemesinde rastlanmamugtir. Diger gen bolgeleri icin ise sadece KF
6. giin ve KF 12. giin 6rneklerinde pozitif sonug elde edilmistir. Real Time

PCR analizleri sonucunda C. pasteuranium, C. butyricum ve C.



tyrobutyricum’a ait gen bolgelerinin yaklasik Tm dereceleri sirasiyla 80 °C,

78,47 °C ve 82 °C’dir.

Cizelge 4.9 Otoklavlanmamis kii¢iik partikiiller denemesine ait Orneklerin kalitatif ve
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kantitatif sonuclar (gen kopya sayisymL)

- C. pasteuranium C. butyricum gen C. tyrobutyricum
Ornekler
gen kopya sayisi kopya sayisi gen kopya say1

PT 1.giin - - -

KF 1. giin - - -

KF 6. giin - 2,22E+02 1,03E+04

PT 12. giin - - -

KF 12. giin - - 1,17E+04

PT 17. giin - - -

Otoklavlanmamis Kiiciik Partikiiller

3| 100000 - 100 ?
3 =
z| 10000 g0 |%
S )
g 1000 A 60 |2
- 100 A 0 (g
;E,’ 10 1 0 |£
2 L N~ o LE
& PT l.gin KF 1.GinKF6.Giin PT12. KF12. PT17.
— Giin Giin Giin

ESSIC. butvricum

A C. tyrobutyricum

O C. pasteuranivim e=p=mHidrojen Cikislart (%)

Sekil 4.15 Otoklavlanmamis kii¢lik partikiillere ait 6rneklerin hidrojen yiizdesi ile ilgili
organizmalarin gen sayilarinin karsilagtiritlmasi

Cizelge 4.9°da da goriildigi gibi C. pasteurianum DNA’sina bu
reaktor denemesi drneklerinde rastlanmamustir. Hidrojen miktarinin 6. giinde
artmasiyla (%17) birlikte C. butyricum gen kopya sayis1 2,22x102 DNA/mL
ve C. tyrobutyricum gen kopya sayist 1,03x10* DNA/mL’e yiikseldigi
gorilmiistiir. Kuru fermentoriin 12. giiniinde C. butyricum gen kopya sayist
100’tin altinda degerlerde olgiilmiistiir. C. tyrobutyricum’a ait gen kopya
sayis1 ise 1,17x10* DNA/mL olarak tayin edilmistir. Hidrojenin %13
degerlerinde elde edildigi tankinin ise

perkolasyon 17. giliniinde

Clostridium’a ait bu 3 tip tiirlin DNA’sina rastlanmamustir (Sekil 4.15).
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4.2.3 Otoklavlanmis Biiyiik Partikiiller Denemesinde Real Time PCR
Analizi Sonuclar

Otoklavlanmis biiyiik partikiillerin denendigi KF sisteminden alinan
orneklerden Real Time PCR ile yapilan kalitatif ve kantitatif analizlerin
sonuglar1 Cizelge 4.10, Cizelge 4.15 ve Sekil 4.16°de verilmistir (215M314
nolu TUBITAK projesi ¢iktilar1 kullanilmistir).

Cizelge 4.10 Otoklavlanmis biiyiik partikiiller denemesine ait drneklerin kalitatif ve Tm
dereceleri (°C)

Ornekler C. pasteuranium C. butyricum C. tyrobutyricum
Ct |[Tm(C)| Ct | Tm(C)| Ct | Tm(°C)
Saf Kiiltiirler 28 79,86 17 78,47 21 81,97
PT 1.giin - - - - - -
KF 1. giin - - - - - -
PT 2. giin 33 80.46 19 78,14 18 82
KF 2. giin 31 80.42 13 78,25 12 82
PT 9. giin - - - - - -
KF 9. giin - - - - - -

Kalitatif sonuglarin verildigi Cizelge 4.10’da sadece KF 2. giin ve KF
9. giin 6rneklerinde tiim genlere ait bolgelerin varligi tespit edilmistir. Diger
glinlerin 6rneklerinde ise gen bolgelerine rastlanmamistir. Real Time PCR
analizleri sonucunda C. pasteuranium, C. butyricum ve C. tyrobutyricum’a
ait gen bolgelerinin yaklasik Tm dereceleri sirasiyla 80 °C, 78,47 °C ve 82
°Cdir.

Cizelge 4.11 Otoklavlanmuis biiyiik partikiiller denemesine ait 6rneklerin kalitatif ve kantitatif
sonugclari (gen kopya sayisy/mL)

- C. pasteuranium C. butyricum gen | C. tyrobutyricum gen
Ornekler
gen kopya sayisi kopya sayisi kopya sayisi
PT 1. giin - - -
KF 1. giin - - -
PT 2. giin 2,28E+02 1,22E+02 1,34E+02
KF 2. giin 3,77E+04 1,23E+05 1,95E+05
PT 9. giin - - -
KF 9. giin - - -
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Otoklavlanmis Biiyiik Partikiiller
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Sekil 4.16 Otoklavlanmig biiyiik partikiillere ait 6rneklerin hidrojen yiizdesi ile ilgili
organizmalarin sayilarinin karsilastirilmasi

Otoklavlanmis biyiik partikiillerin denendigi KF sisteminde ilk
giinlerinde H» ftretimine paralel olarak Clostridium tiirlerine de
rastlanmamistir. Perkolasyon tankinin 2. giiniinde H2’nin %26 degerlerinde
elde edilmesiyle birlikte C. pasteuranium gen kopya sayist 2,28x10?
DNA/mL, C. tyrobutyricum gen kopya sayis1 1,34x102 DNA/mL ve C.
butyricum’un gen kopya sayis1 1,22x10? DNA/mL olarak 6l¢iilmiistiir. Kuru
fermentoriin 2. giiniinde ise; en yiiksek (%36) hidrojen tiretilmistir. Bugiin de
C. butyricum ve C. tyrobutyricum gen kopya sayilari ise sirasiyla; 1,23x10°
DNA/mL ve 1,95x10° DNA/mL’dir. C. pasteuranium gen kopya sayis1 ise;
3,77x10* DNA/mL olarak dl¢iilmiistiir (Cizelge 4.11 ve Sekil 4.16).

4.3 HydA Geninin Karakterizasyonu ve Analiz Sonuglari

Karanlik fermentasyon ile biyohidrojen iiretim siire¢lerinde sorumlu
olan FeFe-hidrojenaz (hydA) geninin mezofilik kosullar altinda yapilan
denemedeki karakterizasyonu yapilmistir. Bu amagla DGGE analizinin
sonuglarina gore baskin olan Clostridium tiirleri segilerek; her bir
organizmaya 6zgii hydA gen bolgesine ait primer setleri tasarlanmistir. Her
bir reaktor denemesinden alinan hidrojen iretiminin en yiiksek oldugu
ornekler (Inokulum (M1), otoklavlanmus kiiiik partikiiller KF 2. giin (M4),
otoklavlanmamus kiigiik partikiiller KF 17. giin (M7) ve otoklavlanmis biiyiik
partikiiller KF 2. giin (M16)) segilmistir. Bu genlerin varligi konvansiyonel
PCR ile analiz edilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17 hydA genine 6zgii primerlerle yapilan PCR analizi sonuglari. Jel elektroforez
goriintiisii hydA genine 6zgii primerlerle yapilan PCR analizi sonuglarini gostermektedir. (a)
C. butyricum’a ait hydA genine, (b) ise C. tyrobutyricum’a ait hydA genine 6zgti PCR {iriin
bantlaridur.

Cizelge 4.12 PCR sonuglarini 6zetleyen amplifikasyon tablosu

C. pasteuranium C. butyricum C. tyrobutyricum C. .
Ornekler F;1ydA geni hydAy geni t?/1ydA ;yeni ace;t;é)xtégg?m
M1 - - - N
M4 - + + -
M7 - - - -
M16 - + + N

PCR analizleri sonucunda M1 (inokulum) ‘de C. butyricum, C
tyrobutyricum, C. pasteurianum ve C. acetobutylicum tiirlerine ait hydA gen
bolgesinin olmadigint gostermektedir. C. butyricum ve C. tyrobutyricum
tirlerine ait hydA geninin M4 (otoklavlanmis kiigiik partikiiller) ve M16
(otoklavlanmig biiyiik partikiiller) 6rneklerinde tespit edilmistir. M7
(otoklavlanmamis kiiciik partikiiller) 6rneginde ise negatif sonug elde
edilmistir. M4 ve M16 orneklerinde sirasiyla %44 ve %36 oranlarinda
hidrojen tiretimi gerceklestirilirken; M7 6rneginde ise digerlerine gore diisiik
olup %17’dir. C. acetobutylicum’a ait hydA genine hig¢bir 6rnekte tespit

edilmemistir (Cizelge 4.12).
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C. butyricum ve C. tyrobutyricum tiirlerine ait hydA gen bolgesi
konvansiyonel PCR ile ¢ogaltildiktan sonra dizi analizine yollanmistir. Dizi
analizlerinin sonuglar1 MEGA-X programinda ayrintili bir sekilde
incelenerek dizi temizlemeleri yapilmistir. Aminoasit doniisiimii yapildiktan
sonra dizi UniProt veri tabaninda BLAST edilerek taranmistir. %70’in
tizerinde benzerlik gosteren ve metagenom analizi sonucunda reaktdrde
bulunan Clostridium tiirlerine ait kismi aminoasit dizileri se¢ilmistir. Se¢ilen
bu aminoasit dizilerinin hizalanmasi BioEdit programinda yapilmustir.
Hizalanan dizilerin birbirleriyle olan iliskilerini belirlemek amaciyla MEGA-
X programinda filogenetik agacit olusturulmustur. Filogenetik agag
olusturulurken Maximum-Likelihood istatiksel yontemi ile 1000 tekrarli
bootstrap filogeni test metodu kullanilmastir. Sekil 4.18’te C. butyricum hydA

gen bolgesine ait filogenetik aga¢ gosterilmektedir.

95 M16
C. blm ricum E4 str. BoNT E BL5262 (C4IME0)

C. mcclmrobun licum DSM 13864 (USMINU9)
s Clostridium sp. (K6TOH6)
C. chomiireducens (AOA1V4ISXS)
C. baratii str. Sullivan (AOAOA7FUX2)
4‘? C. paraputrificum (Q6F4C7)
C. vincentii (AOA2T0BCG3)
——— C. pasteurianum BC1 (R4K3Q6)
C. pasteurianum BC1 (R4K3Q6)
C. clostridioforme CAG:132 (R6JVD1)
C. acidisoli DSM 12555 (AOAIW1XTV3)
C. oryzae (AOAIV4INR7)
ad C. borni) (W6RTNO)
—53‘_': C. thermobutyricum (N9XJ66)
80 C. novyi strain NT (A0Q130)
— C. intestinale URNW (U2NR16)
46 L—— C. cavendishii DSM 21758 (AOAIMG6DAGS)

Hﬂ: C. ventriculi (AOA173XN93)
C. sartagoforme (A0A4S2DG27)

26 C. isatidis (A0A343J8X8)
TE C. tarantellae (AOA6I1MKT?2)
98 C. septicum (AOA3S6PEA3)

C. gasigenes (AOATH0T324)

Sekil 4.18 C. butyricum’a ait hydA gen bdlgesinin benzerliklerini ve iligkilerini gdsteren
aminoasit dizilerinden olusturulan filogenetik agag

C. butyricum’a ait hydA gen boélgesine ait filogenetik agac¢ Sekil
4.14°te %100-%70 benzerlik araliginda yakinlik ve uzakliklarini
gostermektedir. M4 ve M16 reaktdr Ornekleri i¢in ortak filogenetik agac
olusturulmustur. Bu reaktor 6rneklerinde C. butyricum’a ait hydA geni %100
benzerlikte olup; C. butyricum E4 str. BONT E BL5262 susuna ait hidrojenaz
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geni ile yakin Dbenzerliktedirler. Diger yakin benzerlikler C.
saccharobutyricum, Clostridium sp. ve C. chromiireducens’a ait hydA gen
bolgesidir. C. baratii str. Sullivan ve C. vincentii reaktorlerde bulunan C.
paraputrificum ile hydA genleri yakin benzerlikte olup; aymi dal {izerinde
bulunmaktadir. Ayrica bu organizmalar C. butyricum hydA geni ile de
yakindan benzerlik gostermektedir. C. oryzae ve C. acidisoli ise C.
pasteurianum ile filogenetik agacta ayni dal {izerinde bulunmaktadir (Sekil
4.18).

C. tyrobutyricum hydA gen bolgesine ait filogenetik agac Sekil 4.19°te
%100-%70 benzerlik araliginda yakinlik ve uzakliklarin1 gostermektedir.

100 M4
100 _E C. tyrobutyricum DIVETGP (W6N727)
M16
C. kluyveri straimn ATCC 8527/ DSM 555/ NCIMB 10680 (ASMZH3)
C. oryzae (AOALIV4INRY)
Clostridium sp. DMHC 10 (A0AOL8F2B3)
7|: C. acidisoli DSM 12555 (A0AIW1XTV3)
C. neonatale (A0A2ATMB00)
82 C. baratii str. Sullivan (AOAOATFUX2)
—E C. paraputrificum (Q6F4CT)
C. butyricum E4 str. BoNT E BL5262 (C4IME0)
? _E C. chromiireducens (AOA1V4ISXS)
5 C. saccharobutylicum DSM 13864 (USMNT9)
C. pasteurianum (P29166[PHF1)
6 —E C. cellulovorans strain ATCC 35296/DSM 3052/0CM 3/743B (D9SMA3)
83 C. intestinale URNW (U2NR16)
C. ventriculi (AOA173XN93)
== C. septicum (AOA386PEA3)
99 L— C. gasigenes (ADATH0T324)
C. sartagoforme (A0A4S2DG27)
C. isatidis (A0A343J8X8)

Sekil 4.19 C. tyrobutyricum’a ait hydA gen bolgesinin benzerliklerini ve iligkilerini gosteren
aminoasit dizilerinden olusturulan filogenetik agac

C. tyrobutyricum’a ait hydA gen bolgesine ait filogenetik agac Sekil
4.19te  %100-%70 benzerlik araliginda yakinlik ve uzakliklarini
gostermektedir. M4 ve M16 reaktor ornekleri i¢in ortak filogenetik agag
olusturulmustur. Bu reaktor 6rneklerinde C. tyrobutyricum’a ait hydA geni
%100 benzerlikte olup; C. tyrobutyricum DIVETGP susuna ait hidrojenaz

geni ile yakin benzerliktedirler. Diger yakin benzerlikler Clostridium sp., C.


https://www.uniprot.org/taxonomy/1408889
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kluvyeri, C. acetobutylicum ve C. acidisoli ait hydA gen bolgesidir. M4 ve
M16 reaktor 6rneklerinde bulunan C. baratii str. Sullivan, C. paraputrificum,
C. butyricum, C. chromiireducens ve C. saccharobutylicum ile hydA genleri
yakin benzerlikte olup; ayni dal iizerinde bulunmaktadir. Ayrica bu
organizmalar C. tyrobutyricum hydA geni ile de uzak benzerlik
gostermektedir (Sekil 4.19).

C. butyricum‘a ait hydA geni i¢in filogenetik agidan en yakin iliskili
ve metagenom analizi sonuglarina gore reaktorlerde bulunan Clostridium
tirleriyle olan hydA'nin amino asit dizilerinin ¢oklu hizalamas1 BioEdit veri
taban1 kullanilarak yapilmistir. M4 ve M16 reaktdr Orneklerinin diger
Clostridium tiirleriyle olan hydA geni aminoasit dizilerinin benzerlik ve
farkliliklar1 Sekil 4.20°da verilmistir.
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Sekil 4.20 C. butyricum hydA gen bélgesinin aminoasit dizilerinin yakin benzerlikte olan
Clostridium tiirleriyle ¢oklu hizalanmasi

Sekil 4.20°da M4 ve M16 reaktor O6rneklerinin C. butyricum, C.
saccharobutylicum, C. paraputrificum, C. chromiireducens ve C. baratii,
tirlerinin hydA genlerinin ¢oklu hizalamasi gosterilmektedir. M4 ve M16
reaktor 6rnekleri 1648 b¢ uzunlugunda hydA gen bolgesiyle gogaltilmistir.
Coklu aminoasit dizilerinin hizalanmas1 sonucunda; bu iki reaktor 6rneginin
birbiriyle ve C. butyricum ile hydA genleri %100 benzerlikte oldugu tespit
edilmistir. C. saccharobutylicum hydA gen bdlgesi %81,5 benzerlik ile C.
butyricum’dan sonra en yakin Clostrdium tiriidiir. M4 ve M16 reaktor
orneklerinde bulunan C. chromiireducens hydA geni ise %79,5 benzerlik
gostermektedir. M4 ve M 16 reaktor 6rneklerinin hydA genleri C. baratii ile
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%78 benzerliktedir. Reaktorlerin  mikrobiyal profilinde bulunan C.
paraputrificum’a ait hydA gen bélgesi %75,7 oraninda yakin benzerlik
igerisindedir (Sekil 4.20).

C. butyricum’a ait hydA geninde 3 farkli domain igerdigi goriilmiistiir
(Sekil 4.20). 1 — 120 pozisyonlarinda 2Fe-2S ferrodoksin tip sar1 gubuk ile
isaretlenmistir. 138-167 arasinda kirmizi ¢ubuk ile gosterilen bolge 4Fe-4S
ferrodoksin tip kiimesini gostermektedir. Mavi ¢ubuk ile isaretlenmis 181-
210 pozisyonunda ise 4Fe-4S ferrodoksin tip kiimesi bulunmaktadir. Bu
korunmus bolgeler M4 ve M16 reaktdr ornekleri ile C. butryicum, C.
saccharobutylicum ve C. paraputrificum tip tiirlerinde de benzer sekilde
goriilmektedir. C. chromiireducens ve C. baratii aminoasit dizilerinde
kaymalar oldugu Sekil 4.16°daki hizalama sonucunda goriilmektedir. Ayrica
381 — 401 pozisyonlar1 arasinda L1 motifi bulunmaktadir. Bu motifin

bulundugu bolge ise Sekil 4.20°da yesil cubuk ile gdsterilmistir.

C. tyrobutyricum‘a ait hydA geni i¢in filogenetik agidan en yakin
iligkili Clostridium tiirleriyle olan hydA'nin aminoasit dizilerinin g¢oklu
hizalamas1 BioEdit veri tabani kullanilarak yapilmistir. M4 ve M16 reaktor
orneklerinin diger Clostridium tiirleriyle olan hydA geni aminoasit dizilerinin

benzerlik ve farkliliklart Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.21 C. tyrobutyricum hydA gen bdlgesinin aminoasit dizilerinin yakin benzerlikte olan
Clostridium tiirleriyle ¢oklu hizalanmasi

Sekil 4.21°de M4 ve M16 reaktor orneklerinin C. tyrobutyricum, C.
kluyveri, C. acidisoli, C. oryzae, C. acetobutylicum ve C. neonatale tiirlerinin
hydA genlerinin ¢oklu hizalamasi gosterilmektedir. M4 ve M16 reaktor
ornekleri 1602 b¢ uzunlugunda hydA gen bolgesiyle ¢ogaltilmistir. Coklu
aminoasit dizilerinin hizalanmasi sonucunda; bu iki reaktdr Orneginin
birbiriyle ve C. tyrobutyricum ile hydA genleri %100 benzerlikte oldugu tespit
edilmigtir. C. kluyveri hydA gen bolgesi %81 benzerlik ile C.
tyrobutyricum 'dan sonra en yakin Clostrdium tiiriidiir. C. acidisoli, C. oryzae,
C. acetobutylicum ve C. neonatale tiirlerine ait hydA geniyle benzerlikleri ise
sirastyla; %77,1; %75,2; %79,2 ve %74,1’dir (Sekil 4.21).
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C. tyrobutyricum’a ait hydA geninde 4 farkli domain igerdigi
goriilmustiir (Sekil 4.21). 1 — 76 pozisyonlarinda 2Fe-2S ferrodoksin tip sar1
cubuk ile isaretlenmistir. 76 — 115 arasinda kirmizi gubuk ile gosterilen bolge
4Fe-4S His(Cys)3-bagl tip kiimesini gostermektedir. Mavi cubuk ile
isaretlenmis 136-165 pozisyonunda ise 4Fe-4S ferrodoksin tip kiimesi
bulunmaktadir. Son olarak 179-208 pozisyonunda 4Fe-4S ferrodoksin tip
kiimesi siyah ¢ubuk ile isaretlenmis bolgede bulunmaktadir. Bu korunmus
bolgeler M4 ve M16 reaktor 6rnekleri ile C. tyrobutryicum, C. kluyveri ve C.
acidisoli tip tiirlerinde de benzer sekilde goriilmektedir. C. oryzae, C.
acetobutylicum ve C. neonatale baz farkliliklarina bagli olarak aminoasit
dizilerinde kaymalar oldugu Sekil 4.21’deki hizalama sonucunda
gorlilmektedir. Ayrica 381 — 401 pozisyonlar1 arasinda L1 motifi
bulunmaktadir. Bu motifin bulundugu bolge ise Sekil 4.21°de yesil ¢ubuk ile

gosterilmistir.
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5. TARTISMA

5.1. Biyohidrojen Uretiminden Sorumlu Mikrobiyal Profilin
Degerlendirilmesi

Hidrojen iiretimi sirasinda degisen isletme parametrelerine bagh
olarak; sistemin toleransi ve buna bagh olarak performans degisimleri ile es
zamanlt olarak proseste i goren biyokiitle mikrobiyotast izlenmistir.
Biyokiitle mikrobiyotasinin izlenmesi ile farkli kosullarda aktif olarak is
goren mikroorganizma gruplar1 ve bu gruplari olusturan iiyelerin DGGE ve

metagenom analizleriyle tespiti yapilmistir.

Mezofilik kosullar altinda parcacik boyutu ve 1s1l 6n islem etkisinin
denendigi 3 farkli reaktor caligmasi yapilmistir. Reaktorlerden alinan 6rnekler
ile yapilan DGGE analiz sonuglarinda hidrojen {iretimi saptanmayan
orneklerde hidrojen tiretimi yiiksek olan orneklere gore daha az sayida ve
daha az parlaklikta bant profili bulundurmaktadir. DGGE bantlarinin
dizileme analizi sonuglarina gore; reaktor Orneklerinde Bifidobacterium,
Lactobacillus, Bacillus, Clostridium ve Clostridium tiirlerine yakin
benzerlikte olan Uncultured bacterium gruplarinin mikrobiyal profili
olusturdugu goriilmiistiir. Genel olarak tiim deneme setlerinde Clostridium ve
Lactobacillus gruplarinin baskin oldugu goriilmiistiir. En parlak olan bantlar
(yogun olan organizma tiirleri) C. butyricum, L. acidipiscis, Bacillus sp.,
Uncultured Clostridia bacterium, Uncultured bacterium, olarak DGGE

jelinde tespit edilmistir.

Otoklavlanmis  kiiciik partikiiller ~denemesinde maksimum
hidrojenin (%44) iretildigi KF 2. giinde bantlarin L. acidipiscis, C.
pasteurianum, Uncultured bacterium, Uncultured Clostridium sp.,
Uncultured Clostridia bacterium, Uncultured bacterium, C. butyricum ve
Bacillus sp. ile benzer oldugu goriilmektedir. Otoklavlanmamis kiigiik
partikiiller denemesinde hidrojen ¢ikisinin en yiiksek oldugu (%17) KF 17.
giin 6rneginde elde edilen bantlar L. acidipiscis, C. pasteurianum, Uncultured

bacterium ve Uncultured bacterium ile benzerlik géstermektedir. Son olarak
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otoklavlanmig biiyiik partikiiller reaktdr denemesinde ise; KF 2. Giin
orneginde hidrojen en yiiksek (%36) iretilmis olup C. butyricum, C.
pasteurianun, Uncultured bacterium, Bifidobacterium animalis, Bacillus sp.
ve L. mucosae bantlar1 elde edilmistir. Yapilan tiim reaktor denemelerinde
Clostridium tiirlerinin mevcut oldugu 6zellikle de hidrojen iiretiminin yiiksek
oldugu oOrneklerde baskin organizma grubu oldugu belirlenmistir.
Clostridium sp., Enterobacter sp., ve Bacillus sp. karanlik bir ortamda
karbonhidratca zengin substratlardan H; tiretebilme kapasitelerine sahiptirler
(Lazaro and Hallenbeck, 2019). Bununla birlikte, yapilan ¢alismalarin ¢ogu
Clostridium sp.'ye odaklanmigtir. Ciinkii galismalardan ¢ikan ortak sonug bu
organizma grubundan en yliksek H> verimi elde edildigi yoniinde oldugu ve
dogal ortamlarda bol miktarda bulundugu seklindedir (Hawkes ve digerleri,
2002). Bu siirecin ana avantaji hizli Hz tiretim oranidir. Davila-Vazquez et al.
(2009), siirekli karigtirmali fermentatif tank reaktoriinde peynir alti suyunu
kullanarak maksimum 46,61 mmol Hy/L/h oraninda hidrojen tiretim verimini
elde etmislerdir. Mikrobiyal profilin DGGE ile izlendigi bu calismada
Clostridium tiirlerinin baskin oldugu ve bantlarin C. butyricum CM-C86 ile
%99; C. butyricum CM-C97 ile %96; C. paraputrificumile %96;
D: Enterococcus faecium ile %99; Streptococcus sp. ile %98; Clostridium sp.
ile %96; C. butyricum CGS6 ile %97 benzerlik gosterdigini belirtmislerdir.
Yukar1 akish anaerobik reaktérde glukozdan biyohidrojen iiretimini
gerceklestiren Ferraz et al. (2014), maksimum elde ettikleri hidrojen
veriminin 2,1 mol-H2 mol?-glukoz oraninda oldugunu saptamuslardir.
Molekiiler biyolojik analizler sonucunda (PCR/DGGE); biyohidrojen
tiretiminin, C. beijerinckii, C. butyricum, M. elsdenii ve Propionispira
arboris gibi hidrojen ve ugucu asit iireticilerinin varligindan kaynaklandigini
belirtmislerdir. Keskin vd., (2018)’de meyve — sebze atiklariyla
Biyokimyasal Hidrojen Potansiyeli (BHP) reaktorlerini kullanarak iz
elementlerin biyohidrojen {iretimi {iizerindeki etkisini belirlemislerdir.
Mevcut mikrobiyal profili ortaya ¢ikarmak i¢in tiim BHP atik numunelerinde
DGGE analizi yapilmistir. Bunun sonucunda; Clostridium sp., C. baratii,
Uncultured bacterium, Uncultured Streptococcus sp.’nin baskin tiirler oldugu
tespit edilmistir ve DGGE bantlarmin bu organizmalar ile NCBI veri

tabanindaki benzerlik oranlarinin sirasiyla %99, %100, %89, %98 oldugu
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goriilmiistiir. Baska bir calismada ise; Doi et al., (2009)’da yaptiklar
calismada piring rizosferini kullanarak anaerobik kosullarda biyohidrojen
iiretimini gerceklestirmislerdir. 35 °C’de 12-36 saat HRT, 30-70 kg-COD/m?3
giinliik hacim yiiki ile 1,30 mol-Hz/mol-heksoz maksimum hidrojen iiretim
hiz1 elde ettikleri reaktdr denemesinde mikrobiyal profili belirlemek amaciyla
DGGE analizi yapmislardir. Sonuglara gore; bir bakterinin band1
Megasphaera elsdenii'ye yiiksek benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Megasphaera sp. laktik asit, karbondioksit ve az miktarda hidrojen gazi
uirettikleri bilinmektedir. Bu ¢caligmada, Megasphaera sp. ve Bifidobacterium
sp. reaktdrde hidrojen iiretimi siiresince mikrobiyotada mevcut oldugu
goriilmistiir. Ayrica C. tyrobutyricum reaktor ¢alismasinin 46. giiniinde ve

55. glinlinde varlig1 tespit edilmistir (Doi et al., 2009).

Otoklavlanmis kiigiik partikiiller (PT 8. giin) ve otoklavlanmis
biiylik partikiil denemelerinde (PT 9. giin, KF 2. giin ve KF 9. giin) DGGE
bantlarindan biri Bifidobacterium animalis ile benzerlik gosterdigi
goriilmiistiir. Bu Orneklerden sadece otoklavlanmis biiyiik partikiil
denemesinde KF 2. giiniinde hidrojen iiretimi olmusken diger giinlerde {iretim
gergeklesmemistir. B. animalis gram pozitif, anaerobik, ¢ubuk seklinde bir
bakteridir. Bifidobacterium tiirlerinin ham substratlar ile hidrojen iiretiminde
hidrolizor gorevi gordiikleri tespit edilmistir (Cabrol et al. 2017). Cheng et al.
(2008)’de nisasta ile besledikleri graniiler ¢amur reaktoriinde karanlik
fermentasyon ile hidrojen iiretimini gergeklestirdikleri calismada mikrobiyal
profili belirlemek amaciyla DGGE analizi yapmislardir. Bunun sonucunda
bantlarin birgogunun Clostridium sp. ile benzerlik gdsterdigi gibi bir kisminin
ise Bifidobacterium sp. ile de benzerlik gosterdigini tespit etmislerdir. Bu
calismada Bifidobacterium sp.’nin Once nisastayr kiiglik molekiillere
parcaladigini ve daha sonra Clostridium tiirlerinin bu daha az karmagik olan
substrat1 hidrojen {iretiminde kullandiklarini belirtmislerdir. Bu nedenle de
Bifidobacterium sp. gibi nisastay1 parcalayabilen organizma tiirlerinin

hidrojen tiretiminde kullanilmasini 6nermislerdir.

Hidrojen {iretiminin gergeklestigi iic farkli reaktérde metagenom

analizi sonuglarma baktigimiz zaman tiim 6rneklerde toplamda 1350 genus
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tespit edilmistir. DGGE sonuglarina benzer sekilde Clostridium ve
Lactobacillus genuslari baskin olan iki gruptur. M1 (as1) organizma
cesitliliginin en fazla oldugu ornektir. Reaktér orneklerinin aksine M1°de
baskin olan %14,17 oraninda Hydrogenispora genusudur. Firmicutes
filumundan Hydrogenispora genusu zorunlu anaerobik, hareketsiz, basil
formda spor olusturan bakterilerdir. Cesitli sekerleri fermente edebilirken
amino asitleri veya aromatik bilesikleri fermente edemezler (Liu et al., 2014).
M1 o6rneginde; Clostridium 111 (%1,09), Bacillus (%1) ve Lactobacillus
(%1,91) genuslarmni ise ¢cok az miktarlarda bulundurdugu analiz sonucunda
goriilmektedir. M1 ve M7 6rnekleri mikrobiyal ¢esitlilik agisindan birbiriyle
yakin benzerlik igerisinde olduklar1 tespit edilmistir. Bu iki 6rnekte 1s1l 6n
islem gérmemis (otoklavlanmamis) Orneklerdir. Ayrica M7 reaktor
denemesinde diger denemelere gore daha az hidrojen tliretimi gergeklesmistir.
Burada 1s1l 6n islem ile muamelenin hidrojen iretimini olumlu yonde
etkiledigi goriilmektedir. Karigik kiiltiir kullanilarak —gerceklestirilen
fermentatif hidrojen {iretimi ile ilgili karsilasilan en biiyiik sikinti, ayni
ortamda  hidrojen tiikketen mikroorganizmalarin da  bulunmasidir
(Duangmanee vd., 2007; Kapdan ve Kargi, 2006). Literatiir galismas1 sonucu,
birgok caligmada yiiksek sicaklik uygulamasi ile bu sorunun c¢oziildigi
goriilmiistiir. Ciinkii anaerobik fermentasyon ile hidrojen iiretimi biiylik
Olglide spor olusturan mikroorganizmalarca (Clostridium, Bacillus vb.)
gerceklestirilmektedir (Yi vd., 2014). Lay (2000) ve Okamoto (2000) bu
amagla kaynatma yontemini kullanirken; Van Ginkel et al. (2001), kurutma
teknigini (104°C 'de 10 dakika) kullanarak potansiyel hidrojen tiiketen
mikroorganizmalari elimine etmislerdir (Duangmanee vd., 2007). Bu tez
calismasinda da M4 ve M16 reaktoér denemelerinde as1 ve substrat olarak
kullanilan meyve — sebze atiklarina 105°C'de 5 dakika otoklavlama ile 1s1] 6n
islem uygulanmigtir. Hidrojen iiretiminin maksimum seviyelerde elde
edildigi M4 ve M16 reaktdr orneklerinde Clostridium ve Lactobacillus
genuslart baskin olan iki gruptur. M4 reaktor O6rneginde Lactobacillus
(%29,75), Clostridium 1V (%18,2) ve Clostridium sensu stricto (%17,59),
Clostridium XlVa (%2,89) ve Bacillus (%3,54) genel olarak mikrobiyal
profili olusturan genuslardir. Clostiridum’a ait genuslarin toplam orani

%38,68’dir ve bu da profilin neredeyse yarisin1 olusturmaktadir. M16
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orneginde ise; Clostridium sensu stricto (%30,2), Lactobacillus (%23,2),
Lysinibacillus (%16,8), Solibacillus (%15,11) genuslar1 baskindir. M16’da
M4’tin aksine Bacillus’a ait genuslar mikrobiyal profilde daha fazla yer
almaktadir. Bu iki reaktor denemesi arasinda tek fark substratlarin boyutudur.
KKAOF boyutlart M4 denemesinde <1 cm olacak sekilde parcalayicidan
gegirilerek elde edilmis ve M16 denemesinde ~5 cm olacak sekilde bigak ile
kesilerek kuru fermentére yiliklenmistir. Pargacik etkisi agisindan
bakildiginda kiimiilatif H> tiretim degerleri acisindan 5 cm'den biiyiik
parcaciklarla daha ytiksek Hz degerleri elde edildigi goriilmektedir. 1 cm'den
kiigiik parcaciklarla yapilan denemelerde perkolasyon tankindan 3220 mL H»
iiretimi elde edilirken biiyiik parcaciklarla yapilan deneme setinde 10508 mL
H> iiretiminin gdzlenmesi atiklarin pargalanmasi ve 1s1l 6n islem uygulanmasi
sirasinda agiga c¢ikan fazla miktarda KKAOF suyundan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Kuru fermentérde Hz iiretim degerlerine bakildiginda 1
cm'den kiigiik parcaciklarla kurulan deneme setinde 7027 mL Ho> iiretimine
karsilik biiyiik parcaciklarla kurulan deneme setinde 4064 mL H» iiretimi
gozlenmistir. Kiigiik parcaciklarla kurulan deneme setinde Hz tiretimi kuru
fermentorde gerceklesirken biiyiik parcaciklarla kurulan deneme setinde H»
dretiminin ¢ogunlugunun perkolasyon tankinda gergeklestigi goriilmiistiir.
Toplamda biiyiik parcaciklarla kurulan deneme setinde daha yiiksek H>
iretimlerinin olmasi ve parcalama sirasinda harcanan enerji bakimindan 5
cm'den biiylik pargacik kullanilmasinin kuru fermentasyon sisteminde daha

yiiksek iiretimlerle sonuclandigi gézlenmistir (Abubackar vd., 2019).

Reaktdr denemelerinde tiir diizeyinde irdelendiginde hidrojen
iiretiminin yiiksek oldugu reaktorlerde (M4 ve M16) DGGE ve metagenom
analizleri sonucunda baskin olan Clostridium tiiriiniin C. butyricum oldugu
goriilmektedir. M7 reaktor 6rneginde C. butyricum tiiriine rastlanmamustir.
Bu bakteri M4 reaktor 6rneginde %15,72 oraninda bulunurken; M16 reaktor
orneginde %46,93 orani ile en baskin olan tir olmustur. C. butyricum
kiimtilatif olarak hidrojenin en yiiksek tiretildigi M 16 reaktoriiniin mikrobiyal
profilinin neredeyse yarisini olusturmustur. Hem M4 reaktoriinde hem de
M16 reaktoriinde hidrojen firetiminden sorumlu olan Clostridium tiirii

olmustur. C. butyricum anaerobik asit olusturan bir bakteridir. Organik
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substratlardan ve 0Ozellikle karbonhidratlardan hidrojen iiretiminde c¢ok
etkilidir. En bilinen hidrojen iireten bakteri konsorsiyumlarindan biridir (Liu
et al., 2012). Glukoz kullanimindan ¢ikan ana yan friinler olarak laktat,
biitirat, asetat, etanol ve CO: iretir. Pirlivatin laktat, biitirat ve etanole
doniistiiriilmesi, NADH'nin oksidasyonunu igerir (Cai et al., 2012). Bu tez
calismasinda yapilan molekiiler analizlerdeki C. butyricum miktarlarinin
yogun olmasi biitirik asit tiretiminin yogun olmasina neden olmustur. Her iki
reaktorden giinliik alinan 6rneklerde yapilan ugucu yag asidi (VFA) analizleri
sonucunda perkolasyon tankinda biitirik asit tiretimlerinin 8000-12000 mg/L
arasinda degistigi gorilmistiir. Asetik asit tiretimleri de M4’te 1000-6000
mg/L M16°da ise 2000-4000 mg/L arasinda degisiklik gostermistir. Kuru
fermentdrde biitirat tiretimi 9000-12000 mg/L arasinda degisiklik gosterirken
perkolasyon tankina benzer sekilde asetik asit liretimleri daha diisiik
degerlerde kalmis, 2000-4000 mg/L arasinda degismistir (Abubackar vd.,
2019).

Karanlik fermentasyon ile karisgik kiiltiirle hidrojen iiretimi
caligmalarinda yiiksek verimin elde edilmesi ortamdaki Clostridium’larin
bollugundan kaynaklanmaktadir. Literatiire bakildig1 zaman; bir¢ok hidrojen
tireten tlirin bulundugu Clostridium cluster [; en biiyiik Clostridial gruptur
(Park et al., 2014). C. saccharoperbutylacetonicum, C. tyrobutyricum, C.
butyricum, C. acetobutyricum, C. beijerinckii, C. thermolacticum, C.
thermocellum ve C. paraputrificum anaerobik kosullar altinda spor olusturan
hidrojen iireticilerinin umut verici 6rnekleridir (Gopalakrishnan et al., 2019).
Zagrodnik et al., (2021)’de yaptiklar1 ¢alismada ham seliilozdan karanlik
fermentasyon ile Hy iiretimi gerceklestirdirler. Karigik kiiltiir ile 2,14 L Ha/L
H> {iretiminin gergeklestigi reaktorde Clostridium sensu stricto 1 grubundan
baskin olan tiirlerin C. chromiireducens (%99 benzerlik) ve C. butyricum
(%100 benzerlik) oldugunu tespit etmislerdir. Denemeler sirasinda nispi
bolluklarini sirastyla C. chromiireducens ve C. butyricum igin %1,2-33,2 ve
%0,5-12,9 olarak elde etmislerdir. Baska bir ¢alismada Lo et al. (2008),
sukrozun (18 g/L) C. butyricum ve C. pasteurianum ile fermantasyonu
sirasinda 1,5 mol Hz/mol verimde yiliksek hidrojen {iretimi

gerceklestirmislerdir. Yang and Wang (2019), yiiksek verimli piro
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sekanslama ile karanlik fermantasyon islemi sirasinda mikrobiyal profildeki
degisimleri ayrintili bir sekilde arastirmislardir. Yaptiklar1 ¢alismada
mikrobiyal profilin zaman igerisinde dnemli 6l¢lide degistigini gosterdigini
belirtmislerdir. Mikrobiyal ¢esitlilik, fermantasyon islemi sirasinda sabit bir
azalma egilimi gostermistir. Mikrobiyal topluluk kompozisyonunun analizi,
asida nadiren bulunan Clostridium sensu stricto 1, Paraclostridium,
Romboutsia ve Paeniclostridium'un, 6 saatlik fermentasyondan sonra,
%99'dan fazla toplam nispi bolluk ile sistemde baskin genuslar haline
geldigini tespit etmislerdir. Clostridium sensu stricto 1 genusunun bu
calismada hidrojen fermantasyon performanslarina ana katkisi oldugunu ve
karanlik fermantasyonda tanimlanan iki yaygin hidrojen fireticisi olan C.

butyrium ve C. paraputrificum oldugu bildirilmistir (Yang and Wang, 2019).

DGGE ve metagenom analizlerinin sonucunda Lactobacillus
tirlerinin de calisilan reaktdor denemelerinde varligi tespit edilmistir.
Ozellikle hidrojen ¢cikisinin yiiksek oldugu 1s1l &n islem gérmiis M4 ve M16
orneklerinde Clostridium ile baskin olan gruptur. Isil 6n islem gérmemis M7
reaktor orneginde ise diisiik hidrojen iiretimi gerceklesmistir. Bu reaktor
orneginde Anaerostipes (%11,97) genusu baskin olup; Clostridium sensu
stricto (%4,68) ve Lactobacillus (%3,68) genuslarinin nispi bolluklar1 daha
az oranlarda oldugu tespit edilmistir. Reaktér denemelerinde kullanilan
inokulum siit iiretim tesisinde bulanan fermentérden alinmistir. LAB’lar
ozellikle siit tiriinlerinde bulunmaktadir. Ancak reaktor denemelerinde 1s1l 6n
islemin hidrojen {iretimi tizerine etkilerini degerlendirmek amaciyla
otoklavlanmis ve otoklavlanmamis as1 ile ayr1 ayri1 reaktor denemeleri
yapilmistir. Bu denemeler sonucunda hidrojen iiretiminin 1si1l 6n islem
gormiis inokulum ve substrat ile gerceklestirilen reaktorlerde iiretimin daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Ancak 1s1l 6n islem uygulamasinin LAB’lar
lizerinde ayirt edici bir farkinin olmadigr disiiniilmektedir. Yapilan 1s1l 6n
islem gormiis M4 ve M16 reaktor denemelerinde LAB’larin varlig1 tespit
edilmistir. Genellikle 50°C ile 90°C arasinda substratin 1sil islemi LAB
biliylimesinin 6nlenmesini saglamaktadir (Noike et al., 2002). Gida atiklarinin
asitle On isleme tabi tutulmasi, Lactobacillus ve Streptococcus gibi LAB'nin

baskin oldugu (>90) islenmemis kontrole kiyasla hidrojen {ireticisi olan
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Clostridia tiirlerini se¢gmek ve en yiiksek hidrojen verimine ulagmak icin de
etkili oldugu bildirilmistir (Kim et al., 2014). Ancak inokula ve/veya
substratin 6n islemleri LAB biiylimesini 6nlemede her zaman etkili olmadig1
da belirtilmistir. Monlau et al. (2013), aygicegi saplar1 hidrolizatin1 Hz tiretimi
oncesi kombine 1s1 ve asitle muamele etmelerine ragmen LAB'yi baskilamak
i¢in etkili olamamislardir. Clostridium‘a ragmen Sporolaktobasil baskin hale
geldigini bildirmislerdir. Bu calismada yazarlar asit muamelesi (asetat,
format, furfural ve fenolik bilesikler gibi) tarafindan salinan lignoseliilozik
bozunmanin ikincil yan iirtinlerinin, LAB'ye dogru bir topluluk kaymasina
neden oldugunu ve LAB'min miiteakip aktivitesinin ortamda bulunan
Clostridium tiirleri i¢in stresli kosullar olusturdugunu one siirmiislerdir
(Monlau et al., 2013). Baska bir calismada ise; deniz gelgitleri aras1 gamurdan
zenginlestirilmis kesikli reaktorlerde LAB’nin spor olusturmayan bakteriler
olmasina ragmen, siddetli 1s1 soku veya donma-¢dziilme 6n islemlerinden
sonra varligini siirdiirdiiglinii ve egemen olduklarini belirtmislerdir (Liu et al.,
2009). Bu tez ¢alismasinda da benzer sekilde yapilan 3 farkli deneme setinde
1s11 On islem etkisi incelenmistir ve bunun sonucunda LAB’lar {izerinde
belirtec olabilecek bir etkisi olmamistir. Metagenom analizi sonuglarina gore
M1 (as1) 6rneginde Lactobacillus (%1,91) oraninda iken; Hy tiretiminin %44
oldugu M4 6rneginde %29,75’e, %17 Hy iiretimi ile M7 6rneginde %3,68’e
ve %36 H; tiretiminin oldugu M16°da ise %23,20’e yiikselmistir. M4 ve M16
reaktdr Orneklerinde karanlik fermentasyon ile Hz iiretiminin artmasiyla
Lactobacillus genusun bollugu tipki Clostridium genusu gibi artig
gostermistir ve bu 2 genus baskin olmuslardir. M7 reaktor 6rneginde ise; bu
2 genusun miktarlari siire¢ igerisinde artis gostermistir. Ancak bu artis M4 ve
M16 reaktor orneklerindeki gibi 6nemli oranlarda olmadigi gorilmiistiir.
Karanlik fermentasyonda Clostridium grubunun en iyi hidrojen {ireticisi
oldugu bilinmektedir. Fakat Lactobacillus ya da LAB grubu bakteriler i¢in
durum biraz karmagiktir. Laktat, hidrojen fermente edicilerinde sifir hidrojen
dengesi yolu ile iiretilen O6nemli bir ara metabolittir. Birgok bakteri,
fermentasyonun birincil veya ikincil son {iriinii olarak laktik asit iiretse de
LAB terimi geleneksel olarak Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Lactococcus, Streptococcus, vb. dahil olmak iizere Lactobacillales ordosuna

ait tiirler icin ayrilmistir. LAB spor olusturmayan aerotolerant anaeroblardir.
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Literatiirde karanlik fermentasyonda karigik kiltir ile Hz iiretiminin
gerceklestirildigi calismalarda ya da derlemelerde LAB’leri ile ilgili iki karsit
fikir ortaya konulmustur: (i) Birinci diistince LAB varlig1, substrat rekabeti
veya toksinlerin (bakteriyosin) salinmasi yoluyla hidrojen iireten
mikroorganizmalar1 baskilayarak biyohidrojen iiretimini baskilayici yonde
islev gordiikleri; (ii) Ikincisi ise; laktat, LAB ve hidrojen iireticisi olan
Clostridium bakterileri arasinda faydali bir simbiyoz yolla hidrojen tiretimini
tesvik edebildikleridir (Cabrol et al. 2017). LAB'nin H> tiretiminde diisiilen
olumsuz etkilerinden biri antimikrobiyal aktivitesi; laktik, asetik ve
propiyonik asitlerin sentezinin neden oldugu pH diististidiir. Ayrica karisik
kiiltiirlerle yapilan ¢aligmalarda toksik bilesiklerin (hidrojen peroksit, diasetil,
bakteriyosin polipeptitleri) liretimine bagli olarak hidrojen iireten bakterilerin
biliylimelerini olumsuz yonde etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (Noike ve
ark. 2002). Bu nedenle, LAB biiylimesini destekleyen topluluk kaymalari
genellikle proses basarisizligr ile iliskilendirilmistir. Bunun sonucunda
Onerilen ise fermentasyon siiresince diizenli pH kontroliiniin yapilmasidir
(Kawagoshi ve digerleri 2005; Jo ve digerleri 2007). Bu tez ¢alismasinda
reaktorlerin pH’nin diizenli olarak kontrol edildigi hazne bulunmaktadir. Tim
reaktor denemelerinde asinin bazik yapisindan dolay1 baslangi¢ pH's1 7,5
degerinde iken H> liretiminin baslamasiyla birlikte artan asitlesme ile pH 5,5'
e dismiis ve pH kontrol sistemi ile bu degerde sabitlenmistir. Bu sebeple
kontrol altinda tutulan pH’in reaktdr sistemleri lizerine olumsuz bir etkisi

olmadig: diistintilmektedir.

LAB varliginin diisiiniilen diger bir olumsuz etkisi; Hz {ireten
bakterilerinin biiylimelerini etkilemeleridir. Literatlirde yapilan ¢alismalarin
cogunda diisiik Hz verimlerini LAB varligindan kaynaklandigini 6ne
stirmiislerdir (Bundhoo and Mohee, 2016). Pattra et al., (2011) saf bir C.
butyricum kiiltiiriiden steril olmayan seker kamist suyunun fermentasyonu
sonucunda diisiik H> tiretimi elde etmislerdir. Yaptiklart molekiiler analizler
sonucunda L. harbinensis’in tiim reaktdr denemelerinde baskin bir topluluk
liyesi oldugunu ve daha diisiik hidrojen tretimi ile daha yiiksek laktat
birikiminden sorumlu olabileceklerini bildirmislerdir (Pattra et al., 2011).

Wang and Zhao, (2009) 1s1l islem goérmemis karisik kiiltiirii asisiyla gida
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atiklarinin iglenmesi i¢in hidrojen ve metan iiretimini birlestiren iki agamali
bir fermantasyon silirecini incelemislerdir. Bu ¢alismada laktik asit
konsantrasyonunun 2345,6 mg/L'den 4425,6 mg/L'ye yiikselirken biyo-
hidrojen veriminde 0,071'den 0,049 m®/kg’a diistiigiinii bildirmislerdir. Wang
et al. (2010), elma suyunu substrat olarak kullandiklar1 ¢aligmada ultraviyole
ve ultrasonik On iglemi gérmiis aktif camurun karanlik fermentasyonu ile
hidrojen tretimi gergeklestirmiglerdir. Bu ¢alismada laktik asidin mikro
ilavesi ile 101,5 mL/g toplam kati miktarina kiyasla mikro ilavesiz elma
posasinin fermentasyonuyla 138,9 mL/g arttirilmig bir hidrojen tiretimi ile

sonuc¢landigini bildirmiglerdir (Wang et al., 2010).

LAB'nin farkli mekanizmalar yoluyla kiiresel hidrojen iiretimine
katkis1 oldugu belirtilmektedir (Sikora et al., 2013). Lactobacillus sp.
karbonhidrat bakimindan zengin substratlarin fermantasyonu tizerine birincil
uriin olarak laktik asit iiretir, ancak amino asitler ve niikleotitler lizerinde de
beslenebilirler. Baghchehsaraee et al. (2010), nisasta ile beslenen ve aktif
camur ile asilanmig biyohidrojen reaktdrlerinde laktik asitin hem hidrojen
verimini hem de tretim hizini arttirdigini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda
asetat-etanolden biitirat liretimine metabolik bir gecisle birlikte bir laktik asit
konsantrasyonu yaklasik 650 mg/L esik degerine kadar varligini 6ne stirdiigii;
ancak bu esik degerinin iizerinde hidrojen veriminin keskin bir sekilde
azaldigim1 bildirmislerdir (Baghchehsaraee et al., 2010). Gelistirilmis H>
tiretimi i¢in laktati yeniden kullanma kapasitesi, en yiiksek H2 veriminin ana
metabolit laktat oldugunda elde edildigi nisasta fermentasyonlarinda C.
butyricum, C. beijerinckii, C. felsineum ve o6zellikle C. pasteurianum'un saf
ve tanimlanmis ortak kiltiirlerinde de goriilmiistiir (Masset et al., 2012).
Matsumoto and Nishimura (2007)’de, C. diolis ile yaptiklari ¢alismada asetat
varliginda tath patates bulamacinin fermentasyonu sonucunda laktatin,
biitirata, CO2 ve H2'ye donistiirdiigliinii bildirmislerdir. Ayrica bagka
caligmalar ile laktatin H2 e dontisiimii C. beijerinckii, C. acetobutylicum ve
C. tyrobutyricum gibi diger Clostridia tiirleri i¢in de kanitlanmistir (Cheng et
al., 2010; Mariakakis et al., 2011). Gida atig1 ¢6p bulamaci ile beslenen bir
fermenterde, hidrojen iireticisi Megasphaera elsdenii’nin laktat: kullanarak

iyi miktarda H: iiretimini gergeklestirdiginden dolayr bu substratin H>
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liretiminin ana substratlarindan birisi oldugu belirtilmistir (Ohnishi et al.,
2010). Park et al. (2021), Sporolactobacillus vineae ve C. butyricum birlikte
kiiltiire ederek optimal biyohidrojen iiretimini elde etmek ic¢in her iki susun
sinerjik mekanizmalarinin anlasilmasima katkida bulunmuslardir. Hidrojen
tretim veriminin 1,57 mol Hz/mol glukozdan 1,84 mol Hz/mol glukoza
yiikseldigini ve mikrobiyal kompozisyonun % 90’1 C. butyricum’un
olusturdugunu belirtmislerdir. Arastiricilar S. vinea’nin tek basina hidrojen
tretimindeki farki ag¢iklayamamiglardir. Ancak; S. vineae ile ortak kiiltiirde
biitirat iretmemesine ragmen, laktat ile biitirat ve Hz yolu ile ilgili genlerin
ekspresyonunu arttirdigini bildirmislerdir (Park et al., 2021). Detman et al.
(2021), seker pancar1 melasindan karigik kiiltiir kullanarak bes farkli dolgulu
yatak reaktorlerinde 130-160 cm® COD/g melas verim ile en yiiksek Ho
tiretimini Clostrdia’lar ile LAB’leri yaklasik olarak 4:2,5 oraninda oldugunda
elde etmiglerdir. Ancak; LAB'nin Clostridia’lara (3:1-4:1) veya
Clostridia'nin LAB'ye (5:1-60:1) gore ¢oklu baskinligi, hidrojen iiretiminin
azalmasina neden oldugunu bildirmislerdir (Detman et al., 2021). Bu tez
calismasinda ise; Clostridia’lar ile LAB’leri arasinda reaktorlerdeki yaklasik
oranlari, hidrojenin %44 iiretildigi M4’te 1:1, %17 hidrojenin iiretildigi
M7°de 7:1 ve %36 hidrojenin fretildigi M16’da 1:2°dir. M7’de
Clostridia’larin LAB’lerine oranla ¢oklu baskinligi mevcuttur ve diisiik Hz
tretimi elde edilmistir. M4’te Clostridia’lar ve LAB’leri esit bir denge
igerisindedirler ve yiiksek Hy iiretimi gerceklesmistir. M16°da ise; LAB’leri
neredeyse Clostridia’larin 2 kat1 oraninda bulunmustur. Ancak; M4 ve M16
orneklerinin reaktorlerinde iiretilen kiimiilatif Hz degerleri karsilastirildiginda
M16 reaktoriinde M4’e gore daha yiiksek kiimiilatif hidrojen iiretimi
gerceklesmistir.

Tiir diizeyinde reaktorlerde baskin olan LAB’lerini degerlendirecek
olursak; M4 reaktor 6rneginde L. acidipiscis (NR_112693.1) %23,96 bolluk
orani ile en fazla bulunan organizmadir. L. acidipiscis (NR_112693.1)’i takip
eden Clostridia genus %15,72 oraninda C. butyricum (AJ458420)’dur. M16
reaktor Orneginde ise; L. fermentum (JN175331) %28,28 bollugunda
reaktorde dominant olan C. butyricum (AJ458420) (%46,93)’dan sonra en

baskin olan cinstir. Her iki reaktorde de C. butyricum Hp iiretiminden genel
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olarak sorumlu olan organizmadir ve Lactobacillus cinsleri ile bir arada
bulunmaktadirlar. L. acidipiscis; homofermentatif, basil bir laktik asit
bakterisidir (Tanasupawat et al., 2000). L. fermentum ise heterofermentatif,
gram pozitif bir laktik asit bakterisidir (Dickson et al.,, 2005).
Homofermentatif bakteriler, glukoz fermentasyonunda birincil yan {iriin
olarak yalnizca laktik asit iiretirken; heterofermentatifler ise laktik aside ek
olarak etanol, asetik asit, propiyonik asit ve CO gibi diger bilesikleri de
iretebilmektedirler (Puntillo et al., 2020). Park et al, (2021)
Sporolactobacillus vineae ve C. butyricum birlikte kiiltiire ederek optimal
biyohidrojen iretimini elde etmek icin her iki susun sinerjik
mekanizmalarinin anlagilmasia katkida bulunmuslardir. Hidrojen iiretim
veriminin 1,57 mol Hz/mol glukoz’dan 1,84 mol Ho/mol glukoza yiikseldigini
ve mikrobiyal kompozisyonun %90’min C. butyricum’un olusturdugunu
belirtmislerdir. S. vinea’nin tek basma hidrojen {iretimindeki fark:
aciklayamamigslardir. Ancak; S. vineae ile ortak kiltiirde biitirat
liretmemesine ragmen, laktat ile biitirat ve H2 yolu ile ilgili genlerin
ekspresyonunu arttirdigini bildirmislerdir (Park et al., 2021). LAB arasindan
secilen 249 susun C. butyricum’un biiylimesi lizerine etkilerinin incelendigi
baska bir ¢aligmada 24 susun biiylimeyi engellemedigi bildirilmistir (So et al.,
2021). Yazarlar bu ¢alismada bu 24 sus igerisinden 4’tiniin 6zellikle L. brevis
JL16 ve L. parabucheri MH44 suslarinin C. butyricum biiyiimesini iki kat

arttirdigin1 goézlemlemislerdir.

Laktik asidin asetik asit gibi baska bir karbon kaynagina karistirilmasi
H2 iiretiminde verimi arttirmak icin gerekli oldugu 6n goriilmektedir. Buna
karsilik laktik asidin tek karbon kaynagi oldugu durumlarda da hidrojen
tiretim verimini olumsuz yonde etkiledigi de bildirilmistir (Cabrol et al.,
2017). Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar literatiirde yapilan diger
calismalarla karsilastirildiginda hidrojen tiretimi i¢in optimal kosullar altinda
hidrojen iireticileri ile LAB arasinda hidrojen ireticilerinin hakim olma
egilimiyle belirli bir dengenin kuruldugu belirlenmistir. LAB’nin hidrojenin
yiiksek oldugu reaktorlerde sayilarimi arttirarak Clostridia’larla dominant

olmalar1 tiretimde olumlu yonde etkilerinin oldugunu diisiindiirmektedir.
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Mezofilik kosullar altinda H {iretiminin gerceklestirildigi 3 farkli
reaktdr denemelerinde iiretimin ve verimin en diisiik (%17) oldugu reaktor
M7 reaktoriidiir. Bu reaktér denemesinin digerlerine gore en biiyiik farki 1s1l
on iglem uygulanmamasidir. Bu sebeple M7 reaktoér 6rneginin mikrobiyal
profilinin as1 6rnegi (M1) ile yakindan benzerlik gosterdigi metagenom
analizleri sonucunda belirlenmistir. Bu sonuglara gére; M7 reaktor 6rneginin
mikrobiyal profilinde en baskin olan organizma %19,19 bolluk oraninda A.
caccae (AJ270487)’dir. A. caccae, insan diskisindan izole edilmis Clostridia
takiminin Anaerostipes genusundan gram degiskenli, anaerobik sakkarolitik,
cubuk seklinde biitirat iireten, asetat ve laktat kullanan bir bakteridir
(Schwiertz et al., 2002; Sato et al., 2008). Faloyn et al. (2009), A. caccae DSM
146627 nn friiktoz — asetat ve laktat — asetat: enerji kaynagi olarak kullanarak
biitirat, CO2 ve Hy iiretim potansiyelini gézlemlemislerdir. Fruktoz- asetat
enerji kaynagi oldugunda 67,4 mM; laktat — asetatta ise 42,8 mM H {iretimi
elde etmislerdir. Ayrica yazarlar A. caccae DSM 146627 susunun Hy iiretimi
sirasinda asetat tiiketiminin H tretimi ile negatif iligkili oldugunu
bildirmislerdir (Faloyn et al., 2009). M7 reaktor 6rneginde A. caccae’den
sonra V. pronyensis (KC876639) %5,93; G. barnesae (AB038361) %4,51 ve
H. ethanolica (AB669474) %4 bolluk oranlarinda reaktorde bulunmaktadir.
V. pronyensis; Ben Aissa et al. tarafindan 2014 yilinda tanilanmustir.
Termotolerant, anaerobik, gram-pozitif, spor olusturan bakteri Prony Bay,
Yeni Kaledonya'daki bir hidrotermal bacadan izole edilmistir. Firmicutes
filumuna ait Clostridia sinifi, Clostridiales takimi, Vallitalea cinsinin yeni bir
tirliniin  tip susu olarak Onerilmektedir. Yazarlar V. pronyensis’in
bliylimesinde maya oziitli, glukoz, selobiyoz, maltoz, mannoz, galaktoz,
laktoz, ramnoz, rafinoz, riboz, fruktoz, sukroz, ksiloz, pepton ve triptonu
substrat olarak kullandiklarini belirtmislerdir. Bunun sonucunda glukoz
metabolizmasindan kaynaklanan son iriinlerin asetat, etanol, H> ve CO>
oldugu bildirilmistir (Ben Aissa et al., 2014). M7 reaktdr 6rneginde bulunan
G. barnesae Firmicutes filumuna ait Tissierellales takimi, Gallicola cinsinin
zorunlu anaerobik, gram pozitif, hareketsiz kok seklinde bakterilerdir (Ezaki
etal., 2001; Euzeby and Tindall, 2004; Schiefer-Ullrich et al., 1985). Glukoz,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1737405&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11491354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11491354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14742499
http://www.springerlink.com/content/r782877q7qkr3625/
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laktoz, rafinoz, riboz ve mannoz fermente edemezler ve pepton/maya
0zii/glukoz (PYG) ortaminda metabolik son {irlinleri asetik ve biitirik
asitlerdir (Ezaki et al., 2001). %4 bolluk oraninda M7 reaktér 6rneginde
bulunan H. ethanolica ise; 2014 yilinda Liu et al. tarafindan herbisit atiksu
aritan anaerobik, mezofilik ¢amurdan izole edilmistir. H. ethanolica ile
glukozun fermentasyonu sonucunda elde edilen baslica son {iiriinler asetat,
etanol ve hidrojendir (Liu et al., 2014).

Mezofilik kosullar altinda karanlik fermentasyon ile meyve-sebze
atiklarindan 3 farkli reaktor denemesinde biyohidrojen {retiminde
reaktorlerdeki mikrobiyal profillerin belirlenmesi DGGE ve metagenom
analizleri ile yapilmistir. Molekiiler teknikler arasinda DDGE; mikrobiyal
karakterizasyon teknikleri arasinda taksonomik smiflandirma ve genis
veritabani1 gibi avantajlara sahiptir. Ancak analiz igleminin zaman alict ve
kiilfetli siirecinden dolay1 yeni nesil sekanslamaya gore dezavantajlhidir. Yeni
nesil sekanslama ise; DGGE’nin aksine; hizli, basit, ucuz, Olgeklenebilir,
yiiksek verime sahiptir. Yalnizca tek sarmalli DNA {izerinde yararhdir,
yiiksek oranda siralama hatalar1 ve yiiksek kaliteli dizinin diisiik verimi gibi
dezavantajlar1 da olabilmektedir (Kumar et al., 2018). Bu tez ¢alismasinda en
detayli ve verimli molekiiler karakterizasyon sonuglar1 yeni nesil sekanslama
ile gergeklestirilen metagenom analiziyle elde edilmistir. Reaktorlerden
alman Ornekler ile ilk olarak sistemin toleransi ve mikrobiyal profildeki
degisimleri incelemek amaciyla DGGE analizleri yapilmistir. Ancak DGGE
analizinin cesitli giicliiklerinden (jelden istenen bantlarin alinamamasi,
zaman agimindan bantlarin solmasi, bantlarin birbirine yakin olmasi vb.)
dolay1 yiiksek verimde sonuglar alinamamistir. DGGE analizi yapilirken;
satin alinan saf kiiltiirlerin genomik DNA’larida (C. pasteuranium (DSM-
525), C. butyricum (DSM-10702) ve C. tyrobutyricum (DSM-2637) analizde
belirte¢ olarak kullanilmistir. Analiz sonucunda D bantinin C. pasteurianum
strain JCM 1408 ile %100 benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Ancak
metagenom analizleri sonuglarinda higbir 6rnekte C. pasteurianum’un
herhangi bir susuna rastlanmamistir. Ayrica DGGE analizi sonuclarinda
bantlarin bir¢ogu kiiltiire edilemeyen bakteriler ile benzerlik gostermistir. Bu

sebeple; hidrojen iiretiminde mikrobiyolojik ag¢idan detayli ve verimli
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degerlendirmek pek miimkiin olamamistir. Genel olarak yapilan iki farkl
mikrobiyal karakterizasyon analizinde de H: iiretiminin yiiksek oldugu
reaktor 6rneklerinde Clostridium ve Lactobacillus cinslerinin baskin oldugu

gorilmistiir.

5.2 Real Time — PCR Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Mikrobiyal yapinin izlenmesi, belirli genlerin ve dizilerin saptanarak
nicelenmesi; degisen isletme parametrelerine bagli olarak reaktor sisteminin
performansinin ve toleransinin degerlendirilmesine olanak saglamaktadir. Bu
amagla gerceklestirilen PCR analizleri temel bir aractir. Konvansiyonel
PCR'nin yalnizca kalitatif analiz yapabilme dezavantajindan dolay1 kantitatif
tabanli PCR (qPCR) gelistirilmistir. Bu, mikrobiyal toplulugun tanimlanmasi
ve degerlendirilmesi i¢in basit niceleme veya gercek zamanli analiz
gergeklestirmek igin dogaglama bir yontemdir (Savichtcheva et al., 2011). Bu
tez ¢aligmasinda kuru fermentor diizeginde karisik kiiltiirden tiretilen H»
yiizdelerine gore Clostridium tiirlerindeki (C. butyricum, C. pasteurianum, C.
tyrobutyricum) degisimlerin irdelenmesi qPCR analizleriyle yapilmistir.
Analizlerde segici olmayan bir floresan boya olan SYBR Green farkli
Clostridium tiirlerine 6zgii primerlerle kullanilmistir. SYBR Green'nin iyi
tasarlanmis primer setleriyle qPCR'de kullanimi, TagMan problarini kullanan
gPCR kadar hassas olabilmektedir. Ancak SYBR Green ile ¢alisilmasi ¢ok
daha ucuzdur. Bu nedenle, gPCR analizinin mikrobiyal profilde hidrojen
tireticileri olan C. butyricum, C. tyrobutyricum ve C. pasteurianum tiirlerinin
hizli tanimlanmasi ve miktar tayini i¢in spesifik, giivenilir ve hizli bir yontem

oldugu tespit edilmistir.

Otoklavlanmis kiigiik partikiiller denemesinde fermentérde PT 1.
giinde C. tyrobuyricum ve C. pasteuranium gen kopya sayilar1 10> DNA/mL
olarak Ol¢ililmiistiir. Hidrojenin kuru fermentorde 2. giinde %44 degerlerine
yiikselmesiyle C. butyricum ve C. tyrobuyricum gen kopya sayilar1 10°
DNA/mL’e yiikselmistir. C. pasteuranium DNA’sina ise bugiin de
rastlanmamistir. Fermentoriin diger giinlerinde H2 iiretiminin diismesiyle

Clostridium tiirlerinin de miktarlar1 dismistiir. Otoklavlanmamis kiigiik
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partikiillere denemesinde de reaktoriin ilk gilinlerinde Clostridium tiirlerine
rastlanmamistir. Bugiinlerde Hp iiretimi de ger¢eklesmemistir. H» iiretiminin
%17’e ¢cikmastyla gen kopya sayilar1 C. butyricum’un 102 gen kopya sayist
DNA/mL ve C. tyrobutyricum’un 10* gen kopya sayis1 DNA/mL’e
yiikselmistir. Bu reaktér denemesinde H, miktar1 6. glinde artmaya baslamig
olup; Clostridium tiirlerinin de iiretimle paralel olarak arttig1 gézlemlenmistir.
Otoklavlanmis biiyiik partikiiller denemesinde de diger denemelere benzer
sekilde reaktoriin ilk glinlerinde H> iretimi ger¢eklesmemis olup Clostridium
tiirlerine de rastlanmamaistir. Kuru fermentdriin 2. giiniinde hidrojenin %36’a
yiikselmesiyle birlikte Clostridium 16S rRNA, C. butyricum ve C.
tyrobutyricum gen kopya sayilar1 10° DNA/mL; C. pasteuranium ise;
DNA/mL‘ye yiikselmistir. Tiim reaktdr denemelerinde H> iiretiminin artis
veya azalisina paralel olarak Clostridium tiirlerinin de miktarlarinin paralel
sekilde artis ya da azalis gosterdigi tespit edilmistir. qPCR analizlerinin
sonuclarindan da anlasildig: gibi hidrojen {iireticilerinin reaktdrdeki miktarlar
H2 tiretimini dogrudan etkilemektedir. Savichtcheva et al. (2011), hidrojen
tireten C. butyricum, C. felsineum ve C. pasteurianum'un gyrA ve recA
genlerini hedefleyen yeni primer setleri tasarlamislardir ve qPCR analizleri
sonucunda genlerin miktarlarim1 108 adet/mL olarak tayin etmislerdir. Bir
bagka caligma da ise; ekolojik olarak birbirine uzak olan Thermatoga
neapolitana ve Caldicellulosiruptor saccharolyticus'un ortak kiiltiiriinde
biyohidrojen iiretimi potansiyelinin T. neapolitana’a ait hydA geninin kopya
sayistyla paralel sekilde artis1 qPCR analiziyle gdsterilmistir (Okonkwo et al.,
2018).

Farkli kosullarda c¢alisilan 3 farkli reaktor denemesinde 6nemli H»
tireticilerinden olan C. butyricum tiiriniin tiretimin yiiksek oldugu 6rneklerin
hepsinde mevcut oldugu goriilmiistiir. Hz tiretiminin diisiik ylizdelerde (%17)
iiretildigi M7 reaktor drneginde diisiik miktarlarda (10? gen kopya sayisi
DNA/mL) olgiiliirken; iiretimin yiiksek oldugu M4 ve MI16 reaktor
orneklerinde ise daha yiiksek (10° gen kopya sayis1t DNA/mL) miktarlarda
oldugu tayin edilmistir. Bu da fermentérde C. butyricum varliginin H»
tiretimini 6nemli Olglide etkiledigini ve tiretimi arttirdigini gostermektedir.

DGGE ve metagenom analizlerinde de benzer sekilde mikrobiyal profilde
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baskin olan tiirlerden biri olmustur. C. butyricum bilinen en iyi hidrojen
iireticisi organizmalardan biridir. 156 giin boyunca siirekli akis modunda
calistirilan bir karma kiiltiir biyoreaktoriindeki ana hidrojen iireticisi oldugu
bildirilmistir. Calismada; qPCR analizleriyle C. butyricum gen kopya
sayisinin 10% — 10° degistigini ve Hy iiretiminin de C. butyricum miktarina
bagli olarak azalis ya da artis gosterdigini vurgulamislardir (Tolvanen et al.,
2008). Masset et al. (2012), C. butyricum CWBI1009, C. pasteurianum
DSM525, C. beijerinckii DSM1820 ve C. felsineum DSM749 suslarini saf ve
kombineli olarak nisasta/glukozun fermentasyonuyla Hz {iretimi
gerceklestirmiglerdir. Calismalarinda en yiiksek H> verimini saf C. butyricum
ve C. pasteurianum susuyla birlikte kiiltiire ettikleri reaktorlerde elde
etmislerdir. Yazarlar; qPCR analizleri sonucunda C. butyricum ve C.
pasteurianum gen kopya sayilarinin reaktdr diizeneginde maksimum 10% —

10° mertebelerine ulastigini bildirmislerdir (Masset et al., 2012).

C. pasteurianum tiiri qPCR analizleri sonuglarina gore reaktor
denemelerinde genel olarak bulunmamaktadir ya da var oldugu giinlerde
miktar olarak ¢ok azdir. Otoklavlanmamisg kiigiik partikiiller denemesinde
reaktorden alinan Orneklerin higbirinde rastlanmamistir. Otoklavlanmis
kiiciik partikiil denemesinde sadece perkolasyon tankinin 1. ve 8. giinlerinde
102 gen kopya say1s1t DNA/mL mertebelerinde tespit edilmistir. Bu giinlerde
de Hz iretimi gergeklesmemistir. Otoklavlanmis biiyiik partikiiller
denemesinde ise; Hz en yiiksek iretildigi M16 6rneginde C. pasteurianum
DNA’s1 10* gen kopya sayis1 DNA/mL olarak dl¢iilmiistiir. DGGE analizinde
de C. pasteurianum’un D bantiyla %100 benzerlikte oldugu goriilmektedir.
Buna ragmen metagenom analizi sonuglarina gore de M16 reaktor 6rneginde
rastlanmamistir. Ancak bilindigi tizere qPCR analizlerinin ¢ok daha diisiik
DNA seviyesini bile segme veya izleme konusunda onemli bir stratejiye
sahiptir (Kumar et al., 2018). Benzer sekilde C. tyrobutyricum DNA’s1
reaktor Orneklerinde; Ozellikle H» tretiminin yliksek oldugu giinlerde,
neredeyse C. butyricum DNA’s1 ile ayni miktarlarda Ol¢iilmiistiir. Ancak
DGGE analizleri sonucunda bantlarin C. tyrobutyricum ile yakindan
benzerlik gostermedigi tespit edilmistir. Metagenom analizlerinde ise; H>

cikisinin yiiksek oldugu reaktor orneklerinde (M4 ve M16) %]1’in altinda
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degerlerde (%0,5) oldugu belirlenmistir. 3 farkli molekiiler yontemde de bu
tiirler i¢in analizlerde farkli sonuclar elde edilmesi, farkli primer setlerinin
kullanilmasindan kaynakli da olabilecegini diisiindiirmektedir. Herbir analiz
de ¢ogaltilan bolgelerin konumu, dizi ve baz uzunluklarindaki farkliliklar s6z
konusudur. Ayrica; qPCR teknigi DNA miktar belirleme calismalari igin
oldukga spesifik bir yontem oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte; bu teknik
ile elde edilen sonuglarin etkin sekilde degerlendirilebilmesi igin hedef
oligontiklotidlerin erisilebilir ve biitiinliigiinii koruyor olmasi gerektigi acikca
belirtilmektedir. Nicel Ol¢lim yontemi performansini tanimlamak igin
kullanilan iki 6nemli parametre vardir. Bunlar, LoD (limit of detection) ve
LoQ (limit of quantification) yani hedef molekiil saptama limiti ile bu
molekiiliin nicelik limiti kavramlar1 6nemlidir. Buradaki anlatilmak istenen
ise sudur; LoD degeri her bir qPCR ¢alismasi igin reaksiyon basina giivenle
saptanabilen en kii¢iik Olciilebilir miktardir ve LoD degeri en diisiik 100
kopya olarak kabul edilmektedir. LoQ ise, ornekteki kabul edilebilir
tekrarlanabilirlik ve dogruluk 6l¢iimleri ile dl¢iilen en diisiik oligoniikleotid
miktar1 olarak tanimlanabilir (Olson and Morrow 2012; Frootan et al. 2017).
LOD ve LOQ arasindaki bir 6l¢giim sonucu, LOQ degerinin iizerindeki bir
deger ise hedef molekiiliin gercek konsantrasyonunu gostermektedir
(Stephenson, 2003). Bu tez ¢aligmasinda metagenom analizleri ile elde edilen
bakterilerin yiizdesel oranlar1 popiilasyon igerisindeki yogunluklarim
gosteren nicel bir yontem iken, Real-Time PCR ile oligoniikleotid
belirlenmesi ve nicel tayini ise sadece popiilasyon igerisinde belirlenmek
istenen bakteri grubu veya gruplarinin sayisal degerlerini gostermektedir. Bu
iki molekiiler biyolojik yontemin kendi i¢inde 6zel anlamlar tagimasi1 yaninda,
sonuclar agisindan birbiri ile korelasyon gostermesi 6nemlidir. Metagenom
analizleri ile yiizdesel yogunluklari, Real-Time PCR ile ise popiilasyonu
olusturan bireyler icerisinde dnem arz eden mikroorganizmalarin sayisal

degerleri gosterilmistir.

5.3 Hidrojenaz Geninin Karakterizasyonunun Degerlendirilmesi

Karanlik fermentasyon ile biyohidrojen iiretim siire¢lerinden sorumlu

olan hydA geninin mezofilik kosullar altinda yapilan denemedeki
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karakterizasyonu yapilmistir. [FeFe]-hidrojenazin farkli birgok korunan
bolgelerde ikamelere sahip olabildiginden dolay1 karisik kiiltiirde tiirlere 6zgii
hydA gen bolgesine ait ayr1 ayr1 primer setleri tasarlanmistir. Bunun aksine
literatiirde ¢evresel Orneklerdeki hidrojenazlarin ¢esitliligini belirlemek
amaciyla tek bir evrensel primer seti kullanan ¢alismalar bulunmaktadir. Bu
primer ¢iftleri, H-kiimesinin yiliksek oranda korunan boélgelerini hedef
almaktadir. Bu nedenle, bu primerler karisik kiiltiirde uygulandiginda farkl
baglanmalar meydana gelmistir (Calusinska et al., 2011). Boyd et al. (2009),
mikrobiyal toplulukta hidrojenaz ¢esitliligini tanimlamak amaciyla
caligmalarinda yaklagik 500 bg'lik evrensel primer seti kullanmislardir.
Bunun sonucunda hidrojenaz dizilerinin genel olarak Firmicutes ile benzerlik
gosterirken; Clostridium sp. ile yakindan benzerlik gdstermedigini tespit
etmiglerdir. Schmidt et al. (2010) benzer bir yaklasim ile H-kiimesinin yiiksek
oranda korunmus L1-L3 motiflerine karsilik gelen evrensel bir [FeFe]-
hidrojenaz primer c¢iftini kullanarak c¢evresel Ornekte tiim hidrojenaz
cesitliligini hedef alacak sekilde tasarlamislardir. Ancak ¢alismalarinda farkli
[FeFe]-hidrojenaz genleri ¢ogalmistir ve yeni varsayilan hidrojenazlarin
varligint dogrulamislardir. Literatiirde bulunan bu caligmalara dayanarak
farkli  birgok  [FeFe]-hidrojenazin  korunan bolgelerde  ikameleri
olabileceginden tiim cesitliligin kesfedilip kesfedilmedigini bilmek zordur.
Tiire 6zgl primer setleri ile bu tez calismasindaki yaklagim karisik kiiltiir
iizerinde uygulandiginda, mevcut farkli kiimelere baglanma bilgileriyle
birlikte yeni bir hidrojenaz  sekans g¢esitliligi  saglayabilecegi

diistiniilmektedir.

C. butyricum ve C. tyrobutyricum tiirlerine ait hydA geninin M4 ve
M16 orneklerinde tespit edilmistir. M7 Orneginde ise negatif sonug elde
edilmigtir. C. butyricum’a ait hydA gen bolgesine ait filogenetik aga¢ Sekil
4.18’de %100-%70 benzerlik araliginda yakinlik ve wuzakliklarini
gostermektedir. M4 ve M16 reaktor Orneklerinin filogenetik iliskilerine
bakildiginda; C. butyricum’a ait hydA geni %100 benzerlikte ve C. butyricum
E4 str. BONT E BL5262 susuna ait hidrojenaz geni ile birebir iligkili oldugu
tespi edilmistir. Diger yakin filogenetik iliskiler ise; C. saccharobutyricum,

Clostridium sp. ve C. chromiireducens’a ait hydA gen bdolgesidir. Benzer
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sekilde C. tyrobutyricum’a ait hydA gen bolgesinde de M4 ve M16 reaktor
orneklerinde C. tyrobutyricum’a ait hydA geni %100 benzerlikte olup; C.
tyrobutyricum DIVETGP susuna ait hidrojenaz geni ile yakin
benzerliktedirler. Diger yakin benzerlikler Clostridium sp., C. kluvyeri, C.
acetobutylicum ve C. acidisoli ait hydA gen bolgesidir. Zhao et al., (2019)
caligmalarinda C. guangxiense ZGM211T ve C. neuense GIT suslarindan
hydA geninin filogenetik iliskilerini bu genin kismi dizileri ile
degerlendirmislerdir. 3 farkli filogenetik agac¢ olusturulan bu calismada bu
suglarin birbiriyle yiiksek afinite gosterdigini ve Clostridium'un yeni tiirleri
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica C. acetobutylicum, C. aurantibutyricum, C.
felsineum ve C. roseum tarafindan olusturulan kiimenin disinda ayr1 bir dal
olusturdugunu ve en yakin iliskide C. acetobutylicum ile olduklarini
vurgulamiglardir. Baska bir ¢alismada; 16S rRNA dizi analizine dayal1 olarak
alt1 farkl filogenetik kiimeyi temsil eden 57 Clostridium susunun (34 farkli
genotipik tiir) genomlari, farkli [FeFe]-hidrojenazlar i¢in iliskilendirilmistir.
Calismada on ¢ift [FeFe]-hidrojenaz kiimesine 6zgii dejenere primerler yeni
tasarlanmistir ve on Clostridium susunda primerlerin 6zgilliglini
degerlendirmek ve [FeFe]-hidrojenazlarin genetik ¢esitliligini incelenmistir.
Sonugta yazarlar; hidrojen tireticisi olan C. sartagoforme, C. felsineum, C.
roseum ve C. pasteurianum tiirlerinde ¢esitli hidrojenaz genlerini

kesfettiklerini bildirmislerdir (Calusinska et al., 2011).

Coklu aminoasit dizilerinin hizalanmasi sonucunda; M4 ve MI16
reaktor Orneginin birbiriyle ve C. butyricum ve C. tyrobutyricum ile hydA
genleri %100 benzerlikte oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda [FeFe]-
hidrojenaz ile yakindan benzerlik gosterirken; NiFe hidrojenaz ailesiyle ile
yakindan bir iligkisi bulunmadigi da tespit edilmistir. HydA niikleotid
dizisinden bir amino asit dizisi ¢ikarilarak diger [FeFe]-hidrojenazlarlaamino
asit dizisi hizalamas1 yapildiginda C. butyricum hydA geninin C.
saccharobutylicum ile %81,5 ve C. chromiireducens hydA geni ise %79,5
yakin benzerlik gostermektedir. C. tyrobutyricum’a ait hydA geninin amino
asit dizileri ise; C. kluyveri hydA gen bolgesi %81 benzerlik ile en yakin
Clostridium tiirtidiir. BioEdit programi kullanilarak gergeklestirilen ¢oklu
hizalamada C. butyricum’a ait [FeFe]-hidrojenazin 3 farkli kiime
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bulundururken; C. tyrobutyricum’da ise 4 kiime bulundugu tespit edilmistir.
C. butyricum CWBI1009 ve DSM 2477 suslarinin en az ti¢ farkli monomerik
hidrojenaza ve C. butyricum i¢in karakteristik olan trimerik hidrojenaza sahip
oldugu bildirilmistir (Calusinska et al., 2011). Clostridial hidrojenaz
yapisinin paradigmasi olarak bilinen C. tyrobutyricum [FeFe]-hidrojenazin
H-kiimesi alan1 diginda FeS kiimeleri iceren ii¢ alan daha icerdigi
bilinmektedir. Bu alanlarin her biri Clostridium tiirlerine 6zgii olmayanlar da
dahil olmak flizere ¢ok sayida redoks ortagi ile verimli etkilesimlere izin
vermektedir. Ayrica bu FeS proteinlerinin fotosentezde elektron tasiyicilar
olarak gorev yapan bitki ve alg ferredoksinlerini ve bakterilerden memelilere

redoks zincirlerine katilan ferredoksinleri icerdigi de bilinmektedir (Jo et al.

2010).

C. pasteurianum ve C. acetobutylicum’a ait hydA geni 6rneklerde
tespit edilmemistir. Bu tiirlerin metagenom analizi sonucunda da
bulunmadiklar1 tespit edilmistir. Ancak Real Time PCR sonuglarina gére M1
ve M16 orneklerinde sirastyla 8,13x10? ve 3,77x10* gen kopya sayisi/ml
miktarlarinda bulunmaktadir. Bunun sebebinin Real Time — PCR’da kantitatif
caligmalarda c¢ok diisiik miktarlardaki iiriinii belirleme hassasiyeti varken;
konvansiyonel PCR’da iiriin ¢ogalmasina ragmen elektroforez sonucunda

jelde goriintiilenecek miktarlarda olmadig diisiiniilmektedir.

Karisik kiiltiirlerde hydA geninin karakterizasyonunu ve filogenetik
iligkilerinin tek bir ortak evrensel primerle belirlemek oldukca karmasiktir.
Bu sekilde tasarlanan primer setlerinin kullanilmasi karisik kiiltiirde 6zellikle
baskin olan tiirlerin PCR’da amplifiye olabilecektir ve net bir sonuca
ulasamamak miimkiindiir. Literatiirde saf kiiltiirler ile hidrojenaz geninin
farklir Clostridial tiirlerindeki yapisini dejenere primerlerle arastiran birgok
calisma mevcuttur. Hidrojenazin birden fazla alt tipi ve hidrojen firetici
organizmalarda farkl: karakteristik yapiya sahip oldugu bilinmektedir. Bu
sebeple; karisik kiiltiirden Hz iireten baskin tiirler belirlenerek; bu isten
sorumlu olan hidrojenazin karakterizasyonu ve diger Clostridium’lar ile
filogenetik 1iliskisini belirlemek amaciyla tiire 0zgii tasarlanan primer

setlerinin tez calismasinda basarili oldugu goriilmiistiir. Bu yaklasim ile
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karisik kiiltiirdeki hidrojenazin karakteristik yapisinin filogenetik iligkisi ve
coklu amino asit dizilerinin hizalanarak irdelenmesi ilk kez arastirildigi

disiiniilmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Hidrojen; taksonomik olarak genis bir dagilima sahip birgok
mikroorganizmanin metabolik yolunda mevcut olan bir yan {riindiir.
Yenilenebilir enerji kaynagi olarak kullanilan biyohidrojen; temiz, ucuz ve
striidirtilebilir bir yakit enerjisidir. Hizla gelisen mikrobiyal diinyada,
potansiyel hidrojen {iireten mikroorganizmalarin  belirlenmesi  ve
nicelendirilmesi hidrojen verimi agisindan oldukc¢a Onemlidir. Bu tez
caligmasi ile mezofilik kosullar altinda karanlik fermentasyon ile meyve-
sebze atiklarindan 3 farkli reaktor denemesinde biyohidrojen iiretiminde
reaktorlerdeki mikrobiyal profillerin belirlenmesi ve ¢apraz dogrulama
amactyla hem DGGE ve hem de OTU analizleri ile yapilmustir. iki farkli
mikrobiyal karakterizasyon analizinde de H: iiretiminin yiiksek oldugu
reaktor orneklerinde genel olarak Clostridium ve Lactobacillus cinslerinin
baskin oldugu goriilmiistiir. Ozellikle C. butyricum’un hidrojen iiretimindeki
oncii Clostridium tiirii oldugu tespit edilmistir. Isil 6n islemin etkilerinin
incelendigi calismada; 1siyla On muamele gormiis inokulum ile
gerceklestirilen reaktor denemelerinde hidrojen {ireticilerinin baskin hale
geldigi ve hidrojen veriminin arttig1 gézlenmistir. Ancak; bu 1s1l 6n isleme
ragmen reaktor denemelerinde Lactobacillus tiirlerinin de baskin oldugu
goriilmiistiir. Lactobacillus’larin genel olarak hidrojen {iretimi {izerine
olumsuz etkilerinin oldugu oOne siirilerek bu bakterilerle ilgili detayh
irdelemeler yapilmamistir. Bu tez ¢alismasinda; hidrojen iiretiminin
artmastyla birlikte 6nemli hidrojen ireticileri olan Clostridium genusuna ait
tirler artarken; Lactobacillus’larin da arttigi goriilmiistiir. Literatiirde son
yillarda yapilan g¢aligmalar; karanlik fermantasyonda Lactobacillus’larin
metabolik iiriinii olan laktati kullanan Clostridium tiirlerinin biiyiimelerini ve
hidrojen iretimlerini arttirdigin1  da  gostermektedir. Bu  sebeple;
Lactobacillus’larin hidrojen firetimi {iizerindeki etkilerinde herhangi bir

sonuca varmadan once daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Karanlik fermentasyon ile biyohidrojen {iretim siire¢lerinde sorumlu

olan hydA geninin mezofilik kosullar altinda yapilan denemelerde
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karakterizasyonu yapilmigtir. Karigik kiiltiirde tiim gruplart ayni anda
hedefleyen tek bir ortak primer seti tasarlamak karmasik ve yaniltict sonuglar
elde edilmesine sebep olabilecegi bilinmektedir. Bu amagla; tez ¢alismasinda
reaktorlerde bulunan C. butyricum, C. tyrobutyricum, C. pasteurianum ve C.
acetobutylicum tiirlerine 6zgii hydA gen bolgesine ait ayr1 ayri primer setleri
tasarlanmigtir. Bu tiire 6zgli primer setleri ile karisik kiiltiir igerisinde
hidrojenaz geninin dagiliminin incelenmesi yeni ve etkili bir bakis agisi
saglayacagi  disiiniilmektedir. Ayrica hydA  genlerinin  spesifik
amplifikasyonuna dayanan burada sunulan tahlil, farkli enzim formlarinin
molekiiler tespiti i¢in etkili bir ara¢ oldugunu gostermektedir. Etkili bir
hidrojen iireten sistem tasarlamak icin, tiir hidrojen metabolizmasinin tam

olarak anlasilmasi gerekir.

Literatiirde biyohidrojen iiretimi igin saf kiiltiir yerine karigik kiiltiir
ile yapilan ¢alisma sonuglarinin verim agisindan daha etkin olabileceginden
siklikla bahsedilmektedir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda yapilan molekiiler
biyolojik ve metagenomik analizler ile, biyohidrojen iiretiminde belirli bazi
mikroorganizmalarin baskin oldugu ve bu mikroorganizma gruplarinin
birbirleri ile {iretim agisindan pozitif bir iliski igerisinde olabilecekleri
goriilmektedir.  Ayrica, reaktdrler icerisinde baskin olan bu
mikroorganizmalarin in vitro kosullarda ¢ogaltilabilecegi bilinmektedir. Bu
yolla kiiltiire edilebilen mikroorganizmalarin uygun ortamlarda ¢ogaltilarak
secilmesi ile etkin biyohidrojen iiretimi i¢in biyokaynak elde edilebilecektir.
Bu sayede, ileride yapilacak calismalarla gesitli deneysel parametreler ve
mikroorganizma kombinasyonlar1 ile en fazla verimle biyohidrojen

iretilebilecek kosullarin saglanmasinin yolu agilmis olacaktir.
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