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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

ATIK ARPADAN RHODOBACTER SPHAEROIDES iLE BiYOHIiDROJEN VE
AMINOLEVULINIK ASIT URETIiMIi

Ayca CEYLAN

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitist
Biyoloji Anabilim Dah

Danisman: Yrd. Dog¢. Dr. Gokhan KARS
2012, 91 Sayfa

Jiri
Yrd. Dog. Dr. Gokhan KARS
Dog. Dr. Tuna UYSAL
Yrd. Dog¢. Dr. Aytac KOCABAS

Yenilenebilir ve stirdiiriilebilir bir enerji tasiyicist olarak biyohidrojen gelecegin alternatif enerji
kaynaklarindandir. Biyohidrojen gesitli organik atik ve biyokiitleler kullanilarak fotosentetik bakteriler ile
tiretilebilmektedir. Ayrica bu biyoislem sirasinda biyohidrojenle birlikte B12 vitamini, poli hidroksi
bitirat (PHB), 5-aminolevulinik asit (5-ALA) gibi katma degeri yiiksek yan iiriinler de elde edilebilir. Bu
caligmada da atik arpadan Rhodobacter sphaeroides O.U. 001 kullanilarak biyohidrojen ve 5-ALA
iiretilmesi planlanmustir.

Atik arpalardaki nisasta yiiksek sicaklikta asit hidroliz islemi (121°C’de 30 dakika, pH:3) ile
bakteriler tarafindan kullanilir hale getirildi. Arpa hidrolizatindaki amonyum miktar1 2.5 ppm (Norateks
amonyum Kiti); toplam seker miktar1 11.58-48.14 g/L (spektrofotometrik yontem); toplam fenol miktari
1012.67 pg GAE/g arpa (Folin ciocalteu yontemi) olarak hesaplandi. Ayrica ICP-MS ile hidrolizatlarin
element analizleri de yapildi. Hidrolizatlardan 5-11 g/L arasinda seker yogunluklarinda besiyerleri
hazirland1 ve pH:7’ye ayarlandi. Hazirlanan besiyerleri, % 10 ekim yapilarak anaerobik kosullarda 29
°C’de 151k altinda inkiibe edildi. Biyoreaktorlerde 0.34 L H,/L kulttr ile 0.50 ml Hy/ml kiltiir arasinda
tiretim gergeklesti. Gaz kromotografisi analizlerine gore iiretilen gazin % 80-95’inin H, oldugu belirlendi.
Besiyerlerindeki hiicre dist ALA miktart 20.448-67.424 uM oldugu spektrofotometrik yontemle
hesaplandi. Boylece maliyet etkin bir yontemle ayni kosullarda yiiksek katma degerli {iriinler olan H, ve
ALA dretildi.

Anahtar kelimeler: 5-ALA, atik arpa, biyohidrojen, Rhodobacter sphaeroides
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MS THESIS

BIOHYDROGEN AND AMINOLEVULINIC ACID PRODUCTION FROM
WASTE BARLEY BY RHODOBACTER SPHAEROIDES

Ayca CEYLAN
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SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE
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Advisor: Assist. Prof. Dr. Gokhan KARS
2012, 91 Pages

Jury
Assist. Prof. Dr. Gokhan KARS
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Biohydrogen as renewable and sustainable energy carrier is among the future alternative energy
sources. Biohydrogen could be produced using organic waste and biomass by photosynthetic bacteria.
High value-added byproducts such as vitamin B12, poly hydroxy butirat (PHB), 5-aminolevulinic acid
can also be obtained in the same bioprocess in addition to biohydrogen. In this study, biohydrogen and 5-
aminolevulinic acid (5-ALA) production by Rhodobacter sphaeroides O.U.001 using barley waste was
planned.

Starch in the barley waste were rendered to be utilized by bacteria via acid hydrolysis at high
temperature (121°C, 30 minute, pH:3). 2.5 ppm ammonium (Norateks ammonium Kkit), 11.58-48.14 g/L
total sugar (spectrophotometric method); 1012.67 ug GAE/g barley (Folin ciocalteu method) total phenol
were determined in barley hydrolysate. Additionally, elements of hydrolysate were analyzed with ICP-
MS. Media having different sugar concentrations (5-11g/L) were prepared and adjusted to pH:7. After
10% inoculation, media were incubated at 29°C in anaerobic conditions under light. 0.34-0.50 ml Hy/ml
culture was produced in bioreactors. 80-95% of produced total gas was hydrogen according to gas
chromatography analysis. Extracellular 5-ALA amount in media was calculated as 20.448-67.424 uM by
spectrophotometric method. Thus, high value-added products, H, and ALA, were produced in the same
conditions via cost-effective process.

Key words: 5-Aminolevulinic acid, barley waste, biohydrogen, Rhodobacter sphaeroides



ONSOZz

Enerji ihtiyacinin hizla artmasi ve giiniimiizde yaygin olarak kullanilan
yenilenemeyen enerji kaynaklariin gelecek icin yetersiz olmasi; ucuz, yenilenebilir bir
enerji kaynagi arayisii giindeme getirmistir. Bu arayista, temiz enerji olmasindan,
yenilenebilir kaynaklardan elde edilebilmesinden ve yiiksek enerji tasima kapasitesine
sahip olmasindan dolay: en giiclii adaylardan biri “hidrojen” olarak gériilmektedir. Iyi
bir enerji tasiyict olmasinin yani sira biyolojik tiretimi sirasinda yiiksek katma degerli
yan uriinlerin de retilmesi; hidrojeni gelecegin enerjisi haline getirmektedir.

Tezimin her asamasinda benden bilgilerini ve yardimlarmi hi¢bir zaman
esirgemeyen danigman hocam Yrd. Dog¢. Dr. Gokhan Kars’a; yardimlarindan ve
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Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimiinden Prof. Dr. Inci Eroglu’na ve doktora
ogrencisi Dominic Deo Androga’ya, tez projemi destekleyerek gerekli maddi olanag:
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1. GIRIS

Hizla artan diinya niifusuna paralel olarak diinyanin enerji ihtiyact da hizla
artmaktadir (Sekil 1.1) ve bu ihtiyacin ¢ogu petrol, komiir, dogal gaz gibi fosil
yakitlardan karsilanmaktadir (Sekil 1.2). Fakat hizla tilkenmekte olan fosil yakitlar,

gelecekte diinyanin enerji ihtiyacin karsilamakta yetersiz kalacaktir.
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Sekil 1.1. Diinya enerji iiretim ve tiiketim degerleri (Anonim, 2010)
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Sekil 1.2. Enerji kaynaklarinin diinyada kullanilma oranlart (Anonymous, 2012)



Fosil yakitlar gelecekteki enerji ihtiyacini karsilamada yetersiz olmasinin yani
sira, fosil yakitlarin kullanimi dogaya zararli maddelerin salinimina da sebep olur. Bu
zararli maddelerden bazilari, sera gazlarindan olan metan ve karbondioksittir. Fazla
miktarda fosil yakit kullanilmasi, bu sera gazlarinin atmosferde birikmesine ve bunun
sonucunda da kiiresel 1sinmaya sebep olur. Bu nedenlerle yenilenebilir ve siirdiiriilebilir
enerji kaynaklarina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Giines enerjisi, hidro enerji, jeotermal enerji, riizgar enerjisi ve biyokdtle enerjisi
yenilenebilir enerji kaynaklari olusturur. Son zamanlarda bu enerji kaynaklarindan
biyokiitle enerjisi 6n plana ¢ikmistir. Biyokiitle enerjisinin avantaji, yaygin ve ucuz
maliyetle elde edilebilir olmasidir. Odun, yagli tohumlar, karbonhidrat, elyaf ve protein
bitkileri, bitkisel artiklar, hayvansal, evsel ve endiistriyel atiklar biyokiitle igerisinde
degerlendirilmektedir (Erengezgin, 2001). Biyokiitle kullanilarak enerji elde
edilmesinin ¢esitli yollar1 vardir ve en ¢ok dikkat ¢ceken yollardan biri yliksek degerde
enerji tagima kapasitesine sahip hidrojenin biyokiitleden iiretimidir.

Hidrojen, periyodik tabloda ilk ve evrende en c¢ok bulunan (% 75 oraninda)
elementtir. En hafif gazdir. Kokusuz ve renksizdir, dogada serbest halde bulunmaz,
diger elementlerle birlesik haldedir. Temiz yanmasi ve yiiksek enerji tasiyabilme
kapasitesinden dolay1r c¢ogu bilim adamlarinca 21. ylizyilin enerjisi olarak kabul
edilmektedir (Sentiirk ve Biiylikgiingor, 2010).

Hidrojen bir enerji kaynagi degil, enerji tasiyicisidir. Yiiksek miktarda enerji
tasiyabilme kapasitesine sahiptir. Kiitle basina verdigi enerji miktari, fosil yakitlardan,
dogal gazdan ve hatta bazi yenilenebilir enerji kaynaklarindan daha yiiksektir (Cizelge
1.1).

Cizelge 1.1. Hidrojen ile cesitli enerji kaynaklarmin kiitle bagina verdigi enerji miktarlarinin
karsilagtirilmas: (Edwards ve ark., 2008)

Depolama Sekli Spesifik Enerji Yogunlugu (Mj/kg)
Hidrojen 120-142
Dogal Gaz 38-50
Petrol 41.868
Biyodizel 37.7
Etanol 23.4-26.8

Koémur 29.3-33.5




Hidrojenin yanmasi esnasinda dogaya zararli herhangi bir madde ve kiil
olugmaz, yalnizca su buhart olusur ve bu su buharindan tekrar hidrojen elde etmek
miimkiindiir. Hidrojen, petrol ve dogal gaza gore daha yiiksek alevlenme sicakligina
(570°C) sahip oldugundan daha giivenlidir. Hidrojenin iiretilebilmesi 151k enerjisi varlig
yeterlidir. Oysa fosil yakitlarin olusumu igin ¢ok uzun bir zaman gereklidir. Hidrojen
tiretimi organik atiklarin enerji olarak geri dontstiiriilebilmesini saglar. Ayrica
hidrojenin biyolojik islemlerle iiretilmesi esnasinda elde edilen degerli yan iirtinler
maliyet etkin bir islem olusumuna katki saglar.

Hidrojen, ekonomik depolama ve kullanim avantajina sahiptir. Gaz veya sivi
olarak celik depolarda; gaz olarak metal hidritler, yapay veya dogal zeolitler iginde
depolanabilir (Erengezgin, 2001). Hidrojenin 1s1 veya elektrik olarak gilinliik kullanimi1
proton degisim membranli (PEM) yakit pilleri ile ger¢eklesmektedir. Yakit pili
icerisinde hidrojen gazi elektron kaybederek hidrojen iyonuna doniisiir. Elektronlar
elektrik tiretiminde kullanilirken; hidrojen iyonlar1 yakit pilinden gectikten sonra

oksijenle birleserek su ve 1s1 enerjisini olusturur (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. PEM yakit pilleri araciligiyla hidrojenden 1s1 ve elektrik elde edilmesi (Anonim, 2009)

Biyokiitleden hidrojen {iretimi, termokimyasal veya biyolojik islemlerle
gergeklestirilmektedir. Bu ¢alismada biyolojik islemler yoluyla hidrojen iiretilmistir.

Biyolojik islemlerle hidrojen iiretiminde, hidrojenle birlikte yiiksek katma
degerli yan iiriinler elde edilebilir. Ilag sanayisinde, cerrahi malzemelerde ve
ambalajlarda kullanilan ve ¢evreyi kirletmeksizin biyolojik olarak bozunabilen bir iiriin
olan polihidroksibutirat (PHB); tip, tarim ve biyoteknolojide ¢ok &nemli kullanim
alanlar1 olan 5-Aminolevulinik asit (5-ALA) hidrojenle birlikte Uretilen yiksek katma

degerli yan {iriinlere 6rnek olarak verilebilir. Bu calismada substrat olarak atik arpa



kullanilarak uygun maliyetle hidrojenle birlikle yiiksek katma degerli bir Grln olan 5-
ALA’nin iiretimi amaglanmustir.

5-ALA; porfirin, B12 vitamini ve Kklorofil gibi tetrapirollerin 6ncil maddesidir
ve tetrapirollerin biyosentezini diizenler (Sasaki ve ark., 2002). 5-ALA’nin tarim, tip ve
biyoteknolojide ¢ok cesitli kullanim alanlar1 vardir: Tarimda biiylimeyi tesvik edici
etmen olarak; biyobozunur, segici bir bocek ilaci ve herbisit (Rebeiz ve ark., 1988)
olarak kullanilir. Ayrica bitkilere tuza ve soguga dayanlilik 6zelligi kazandirir (Sasaki
ve ark., 2002). Tipta ise timor teshisi ve kanser tedavisinde kullanilir.

Bu calismada kolay ve diisiik maliyetle elde edilebilen atik arpalar kullanilarak
yiksek katma degerli iriinler olan biyohidrojen ve 5-ALA’nin fotofermantasyon
yoluyla ayn1 anda maliyet etkin bir islemle iiretilmesi ve boylelikle biyorafineri kavrami

olusturulmasi1 amaglanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Hidrojenin Tarihcesi

Hidrojenin ilk olarak elde edilmesi 16. yiizyilda Isvigreli simyac1 Paracelcus
tarafindan, asitlerin bazi metaller {izerine etkisi arastirilirken gergeklestirildi. Hidrojenin
adlandirilmasi ise 1785 yilinda Lavoisier tarafindan yapilmistir. Lavoisier 1sitilmis bir
bakir tiplin i¢inde suyun ayristirilmasi sonucunda “yanmayan hava” (retimi

gerceklestirmistir ve bu gaza “HIDROJEN” ad1 verilmistir (Anonim, 2012).

2.2. Hidrojen Uretim Yollar

Hidrojen molekilu, hidrokarbonlar (fosil yakitlar), su, biyokiitle gibi birgok
maddenin igerisinde bulunur. Cesitli enerji kaynaklar1 (1s1, elektrik enerjisi, yenilenebilir
[glines, rlizgar, jeotermal, dalga] enerjiler, niikleer enerji) kullanilarak bu maddelerden
termokimyasal, elektrokimyasal veya biyolojik yodntemlerle hidrojen Uretmek
miimkiindiir (Cizelge 2.1) (Erbas ve Erbas, 2008).

Cizelge 2.1. Kullanilan ham maddeye, uygulanan isleme ve gerekli olan enerji kaynaklarina gére hidrojen
Uretimi (Amerika Birlesik Devletleri Enerji Bakanligi [USDOE], 2004)

HAM MADDE URETIM YOLLARI | ENERJi KAYNAKLARI
TERMOKIMYASAL
-Buhar reformasyonu TERMAL
FOSIL YAKITLAR -Kismi oksidasyon -Fosil
-Koémiir -Gazlastirma -Yenilenebilir
-Dogalgaz -Piroliz -Nukleer
-Petrol
ELEKTROKIMYASAL | ELEKTRIK
BIiYOKUTLE -Elektroliz -Fosil
-Foto-elektrokimyasal -Yenilenebilir
ATIK MADDELER -Nukleer
BIYOLOJIK
SU -Fotoliz FOTOLITIK
-Fotofermantasyon -Gilines

-Karanlik fermantasyon
-Kombine sistemler




Hidrojenin  termokimyasal iretim yollar1 arasinda dogalgazin buhar
reformasyonu, fosil yakitlarin kismi oksidasyonu, komiiriin ve biyokiitlenin
gazlastirilmasi ile biyokiitlenin pirolizi yer alir. Gliniimiizde iretilen hidrojenin % 90’ 1
dogalgazin buhar reformasyonu ile elde edilmektedir. Komiiriin gazlastirilmasi ve
elektroliz de diger en ¢ok tercih edilen yontemlerdendir (Das ve Veziroglu, 2001).
Biyokiitlenin gazlastirilmast yontemi ise ham madde olarak ucuz ve yenilenebilir bir
kaynak kullanildigindan ¢ok diisiik maliyetli bir Gretim yoludur.

Termokimyasal iiretimde yiiksek sicaklik (800-900°C) ve basing gereksinimi bu
yontemin sinirlayici faktorlerindendir. Ayrica termokimyasal tiretimde hidrojenle (H»)
beraber karbondioksit (CO;), metan (CH4) gibi sera gazlari da olustugundan gevre
acisindan saglikli bir yontem de degildir.

Elektrokimyasal yontemlerden biri olan suyun elektrolizinde, suyun icinden
elektrik akimi gegirilerek suyun pargalanmasi saglanir ve boylelikle hidrojen elde edilir.
Bu yOntem giines, riizgar, dalga enerjisi, jeotermal ve hidrolik enerji gibi yenilenebilir
enerji kaynaklari kullanilmadigi siirece en pahali yontemdir ve bu yontemde
yenilenebilir enerji kaynaklarinin kullanilmasi, yontemin ¢evre agisindan temiz bir
hidrojen Gretim yolu olabilmesini de saglayacaktir (Erbas ve Erbas, 2008). Gunumuzde
foto-elektrokimyasal yontem adi altinda suyun elektrolizi i¢in gerekli olan enerjinin
giines enerjisinden karsilandigi bir yontem ile gerekli enerjinin riizgar enerjisinden
karsilandig1 bir yontem gelistirilmistir (Oztiirk, 2009). Foto-elektrokimyasal yontemin
olumsuz yani ¢ok yiiksek bir maliyete sahip olmasidir. Riizgar enerjisinin kullanildig:
elektroliz igleminin olumsuz yan ise riizgar tiirbinlerinin yiiksek giiriiltiiye sebep olmasi
ve haberlesme sistemlerinden dagilan elektro-manyetik dalgalar etkilemesidir (Oztiirk,
2009).

Termokimyasal yontemde yiiksek sicaklik ve basinca gerek duyulmasi, ham
madde olarak ¢ogunlukla fosil yakitlarin kullanilmasi, ayrica ¢evreye zararli gazlarin
salinmasi; elektrokimyasal yontemlerin de yiiksek enerji gereksinimi dolayistyla yiiksek
maliyete ihtiya¢ duyulmasi gibi tiim olumsuz yanlar1 géz o6niine alindiginda biyolojik
yolla hidrojen iiretimi, gelistirildigi takdirde en avantajli yol olarak goriilmektedir.
Biyolojik yontemle hidrojen tiretimi normal sicaklik ve basingta gerceklestigi i¢in enerji
ihtiyac1 diisiiktiir. Bu yontemle hidrojen {iretimi esnasinda dogaya zararli herhangi bir
madde salinmadigi gibi atik maddelerden de hidrojen tliretimi miimkiin olmaktadir.
Ayrica biyolojik yolla hidrojen {iretiminde enerji kaynagi olarak yenilenebilir ve

stirdiiriilebilir enerji kaynaklar1 kullanilabilir.



2.2.1.Biyolojik yontemle hidrojen tretimi

Cesitli  fotosentetik mikroorganizmalarin yenilenebilir enerji kaynaklarini
(glines, su, biyokiitle) kullanarak, dogal metabolizmalari sonucu hidrojen {iretmesi ve
mikroorganizmalarin bu 6zelliginin hidrojen tiretiminde kullanilmasi biyolojik yontemle
hidrojen iretimi olarak tanimlanmaktadir. Bu yOntemle dretilen hidrojen ise
“biyohidrojen” olarak  adlandirilmaktadir.  Biyohidrojen treten fotosentetik
mikroorganizmalar arasinda yesil algler, mavi-yesil algler (Cyanobacteria), fermantatif
bakteriler ve fotosentetik bakteriler bulunur (Das ve Veziroglu, 2001). Cizelge 2.2°de

hidrojen iireten mikroorganizmalar verilmistir.

Cizelge 2.2. Biyohidrojen tireten mikroorganizma gesitleri ve tiirleri (Das ve Veziroglu, 2001)

Mikroorganizma Cesitleri Tarleri

) Chlamydomonas reinhardii
Yesil Algler C. moewusii

Scenedesmus obliquus

Anabaena azollae
Anabaena CA
Siyanobakteriler A. variabilis

A. cylindrica

Nostoc muscorum

N. spongiaeforme
Westiellopsis prolica

Heterocystous

Chlorobium limicola

Chloroexu aurantiacus
Chromatium sp. Miami PSB 1071
Halobacterium halobium
Rhodobacter sphaeroides

R. capsulatus

Fotosentetik Bakteriler R. sulidophilus
Rhodopseudomonas sphaeroides
R. capsulata

R. palustris

Rhodospirillum rubnum
Thiocapsa roseopersicina

Citrobacter intermedius
Clostridium butyricum
C. pasteurianum
Desulfovibrio vulgaris
E. cloacae

Escherichia coli
Megasphaera elsdenii




Biyolojik yoOntemle biyohidrojen {iretimi diger yOntemlere oranla daha
avantajlidir, ¢linkii:
v Biyohidrojen iiretimi esnasinda zararli maddeler olusmaz
v Diisiik basing ve sicaklik gibi daha 1limli sartlarda gergeklesebilir.
v' Cesitli atiklarin enerji iiretiminde degerlendirilmesine olanak saglar.
Biyohidrojen uretimi ¢ temel grupta incelenir:
1. Biyofotoliz
¢ Dogrudan biyofotoliz
¢ Dolayl biyofotoliz
2. Biyolojik yolla suyun gaza doniisiimii
3. Fermantasyon
¢ Karanlik fermantasyon
¢ Fotofermantasyon

¢ Kombine sistemler

2.2.1.1. Biyofotoliz

Yesil ve mavi-yesil algler tarafindan suyun hidrojen ve oksijene parcalanmasi
islemidir (Geng, 2009). Biyofotoliz islemi dogrudan biyofotoliz ve dolayli biyofotoliz

olmak tizere iki sekilde gerceklestirilir.

2.2.1.1.1. Dogrudan biyofotoliz

Dogrudan biyofotoliz, giines enerjisi kullanilarak su molekiiliiniin oksijen ve
hidrojen iyonlarina doniistiiriildiigii ve sonrasinda hidrojenaz enzimi aktivitesiyle
hidrojen iyonlarindan hidrojen gazi elde edildigi yontemdir (Geng, 2009; Sentiirk ve
Buyukgiingor, 2010).

Gilines enerjisinin kimyasal enerji olarak hidrojen iiretiminde kullanilmasini
saglayan yapi, mikroalglerde bulunan fotosentetik sistemlerdir. Dogrudan biyofotolizde
fotosistem | (PS 1) ve fotosistem Il (PS Il) olmak (izere iki gesit fotosentetik sistem
kullanilir. PS II’de alinan giines enerjisi, kimyasal enerjiye doniistiiriilerek su
molekiillerinin hidrojen iyonlarina ve oksijene pargalanmasinda kullanilir. Suyun

parcalanmasiyla elde edilen iki elektron PS I araciligiyla ferrodoksine (fd) aktarilir.



Daha sonra ferrodoksinden de hidrojenaz enzimine aktarilan elektronlar, hidrojenaz
enzimi aktivitesi sonucu hidrojen iyonlariyla birlesir ve hidrojen gazi olusturulur (Sekil

2.1).

Sekil 2.1. Dogrudan biyofotoliz yontemi ile hidrojen tretimi (Leung ve ark., 2006)

oH,0 Ltk Eneriisiy, 514 1 0, 2.1)

Dogrudan biyofotoliz dkaryotik yesil algler ile prokaryotik mavi-yesil alglerde
(siyanobakteriler), hidrojenaz enziminin aktivitesiyle gerceklestirilir. Biyohidrojen
tiretiminde kullanilan hidrojenaz enzimi, oksijene son derece duyarli oldugundan
hidrojen Uretimi icin anaerobik ortam veya mikroaerobik ortam (ortamdaki oksijen
miktart % 0.1°den az olmali) gerekmektedir (Sentiirk ve Biiyiikgiingor, 2010). Yesil
alglerden Chlamydomonas reinhardtii fotosentez sonucu {rettigi oksijeni solunum
reaksiyonu ile kullandigindan, dogrudan biyofotoliz ile hidrojen {ireten
mikroorganizmalarin en 1yi bilinen 6rneklerinden biridir.

Dogrudan biyofotolizin olumsuz yanlar1 ¢ok yavas gergeklesmesi ve diger
biyolojik yolla hidrojen iiretim yontemlerine oranla ¢ok diislik hidrojen verimine sahip

olmasidir.
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2.2.1.1.2. Dolayh biyofotoliz

Dolayl biyofotolizde fotosentetik mikroorganizma tarafindan fotosentez yoluyla
ilk olarak biyokitle Uretilir ve daha sonra bu biyokitleden hidrojen elde edilir. Bu
yontem fotototrofik mikroorganizmalar olan Siyanobakterilerin (mavi-yesil algler) hem
hidrojenaz hem de nitrojenaz enzimleri aktivitesiyle gerceklestirilir. Siyanobakteriler
gram pozitif bakterilerdir. Hidrojen Uretiminde en iyi bilinen Siyanobakterilere
Anabaena cylindrica ve Anabaena variabilis 6rnek olarak verilebilir.

Manish ve Banerjee (2008)’nin ¢alismasinda mutant A. variabilis turtinde
gerceklesen dolayli biyofotolizde hidrojen iretim hizi 0.355 mmol/saat.L olarak
acgiklanmustir.

Dolayli biyofotolizle hidrojen iiretiminde kullanilan nitrojenaz enzimi oksijene
duyarlidir bu nedenle anaerobik ortamda hidrojen iiretimi gergeklestirilir.

Dolayli biyofotolizde dogrudan biyofotolizde oldugu gibi fotosistem II ve
fotosistem I araciligiyla hidrojen f{iretilir. Dolayli biyofotoliz yonteminde fotosentez
yoluyla ilk olarak Uretilen biyokditle, aerobik karanlik fermantasyonla 2 mol asetat/mol
glukoz ve 4 mol hidrojen/mol glukozu olusturur. Elde edilen 2 mol asetat/mol
glukozdan fotofermantasyon yoluyla hidrojen iiretilerek verim arttirilabilir (Sekil 2.2)

(Geng, 2009; Sentiirk ve Biiytlikgiingor, 2010).



11

1. Safha: Fotosentez

vAg
< >
L5 l A co,
ﬂ 2e
 —
fd
H,0

0,

6CO, + 6H,0 ——»  C¢H,06 + 60,

2. Safha: Aerobik Karanlik Fermantasyon

‘/HZO
CO,
Karanlik Fermantasyon Y /'
Asetat H;

CeH1206 + 2H,0 » 2CH,COOH + 4H, +  2CO,

3. Safha: Fotofermantasyon

A
A\VERY/
<(
L5
l CO,
S
Fotofermantasyon /H_z\

2CH3;COOH + 2H,0 »  8H, + 4CO,

Sekil 2.2. Dolayli biyofotolizle hidrojen iiretiminde gerg¢eklesen reaksiyonlar

Alglerle hidrojen iiretimi, yenilenebilir enerji kaynaklarinin kullanimi (su,
giineg) ile gerceklesmesi ve kullanilan substratin (su) bol bulunabilmesi agisindan
avantajlidir.  Ayrica atmosferdeki CO;’i harcayarak, atmosfere O, salinim
sagladigindan ¢evre dostu bir yontemdir. Fakat kullanilan hidrojenaz enziminin oksijene
cok duyarli olmasi, substrat olarak herhangi bir atik maddenin kullanilamamas1 ve diger
yontemlerle karsilastirildiginda elde edilen hidrojen miktarinin diisiik olmast bu

yontemin biyohidrojen iiretiminde daha az tercih edilmesine sebep olmaktadir.



12

2.2.1.2. Biyolojik yolla suyun gaza doniisiimii

Rhodospirillum rubrum gibi baz1 fotoheterotrofik bakteriler substrat olarak

karbonmonoksit (CO) kullanarak karanlikta H; {iretimi gerceklestirebilirler.

CO + H,0 <— CO, +H, AG°=-20.1 kJ/mol (2.5)

Anaerobik ortamda CO, birka¢ proteinin (CO dehidrojenaz, Fe-S protein ve
CO’e-toleransli hidrojenaz) sentezinde gorev alir. CO oksidasyonundan dretilen
elektronlar, hidrojen tretiminde kullanilmak tizere Fe-S proteini araciligiyla hidrojenaza
iletilir (Ensign ve Ludden, 1991).

Biyolojik yolla CO’dan biyohidrojen Ureten mikroorgaznimalara R. rubrum ve
Rubrivax gelatinosus gibi gram negatif bakteriler ile Carboxydothermus
hydrogenoformans gibi gram pozitif bakteriler 6rnek olarak verilebilir (Soboh ve ark.,
2002).

Biyolojik yoldan suyun gaza doniisiimii yontemi heniiz laboratuar 6lceklidir ve

bu yontem {izerine yapilan ¢aligmalar sinirlidir.

2.2.1.3. Karanhk fermantasyon

Karanlik fermantasyon, karbonhidratlarca zengin organik substratlarin 1s18a
ihtiyag duyulmaksizin anaerobik ortamda fermantasyon yoluyla biyohidrojene
doniistiiriilmesidir. Karanlik fermantasyonda karbonhidratca zengin substratlar Gzerinde
bliyliyen bazi alg tiirleri de kullanilabilmesine ragmen 6ncelikli olarak anaerobik bakteri
kullanilir. Fermantasyon reaksiyonlari kullanilan anaerobik fermantatif bakteri tirlne
bagl olarak mezofilik (25-40°C), termofilik (40-65°C), asir1 termofilik (65-80°C) ve
hipertermofilik (>80°C) sicakliklarda gergeklesebilir (Sentiirk ve Biiyiikgiingor, 2010).

Karanlik fermantasyonla hidrojen iireten mikroorganizmalar zorunlu anaeroblar
ve fakiltatif anaerobik kemohetotroflar, anaerobik bakteriler gibi ¢ok genis bir
cesitlilige sahiptir (Das ve Nath, 2004). Karanlik fermantasyonla hidrojen {ireten

mikroorganizma ¢esitleri Cizelge 2.3°de verilmistir.
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Cizelge 2.3. Karanlik fermantasyonla hidrojen iireten mikroorganizma gesitleri (Vrije ve Claassen, 2005)

Mikroorganizma Cesidi Ornek Tiirler
C. butyricum
Klostridya C. welchii
C. pasteurianum
C. beijerinckii
Rumen Bakterileri Ruminococcus albus

) Pyrococcus furious
Termofiller Thermotoga maritima
Caldicellulosiruptor saccharolyticus

Zorunlu Anaeroblar

Metanojenler Methanosarcina barkeri

) Enterobacter aerogenes E.82005
Enterobakteriler Enterobacter cloacae IIT-BT 08

Escherichia coli

Fakultatif
Anaeroblar

Sitrobakteriler Citrobacter sp.Y19
F Alkalijenler Alcaligenes eutrophus
S _
g Basiller B. lichenformis

Karanlik fermantasyon sonucu biyofotolizde oldugu gibi saf H, elde edilmez. H,
ile beraber karbondioksit, metan, hidrojen siilfit gazlar ile basit ugucu yag asitleri ve
basit alkoller igeren sivi metabolitler de iiretilir. Karanlik fermantasyonda H, ile birlikte
bagka gazlar da iiretildiginden Hy’nin saflastirilmasi i¢in diger gazlar uzaklastiriimalidir.

Karanlik fermantasyonla hidrojen iiretiminde meydana gelen asetat ve biitirat yol
izinden en yuksek hidrojen Uretimi, teorik olarak 4 mol Hy/mol glukoz ile asetat yol

izinde gerceklesir (Reaksiyon 2.6).

Asetat: CgH120g + 2H,0——»2CH;COOH + 4H,+ 2CO,  AG= -182.4 Kj (2.6)

Butirat yol izinde ise teorik olarak 2 mol H; uretilir (reaksiyon 2.7).

Butirat: CgH12,0¢6 + 2H,0 > CH,CH,CH,COOH + 2H, + 2C0O», AGOZ -257.1 kj (27)


http://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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Ancak substratin bir kismi bakterinin lireme ve gelismesinde kullanildigindan
pratikte teorikte belirtilenden daha az miktarda H; tiretimi gergeklesir (Kapdan ve ark.,
2009).

Glikoliz yol izinde ise hidrojenaz varliginda 6ncelikle organik bilesen (glukoz)
piruvata indirgenir ve hidrojen Uretimi icin gergeklestirilen reaksiyonlar farkli bakteri
gruplarinin sahip olduklart enzimlere gore farkliliklar gosterir (Reaksiyon 2.8) (Turner
ve ark., 2007).

CeH1,06 + 2NAD"™ —»2CH3COCOOH + 2NADH + 2H* (2.8)
Glukoz Piruvat

E. coli gibi Enterobakterlerde bulunan ve piruvati formik asite indirgeyen enzim
olan piruvat-format hidrojenliaz (PFHL) tarafindan gerceklestirilen reaksiyon 2.9’da
verilmistir (Benemann ve ark., 2002). Olusan formik asit daha sonra parcalanarak Hy’i

meydana getirir (Reaksiyon 2.10).

CH3;COCOOH + HCoA—CH3COCoA + HCOOH (2.9)
Piruvat Asetil-CoA  Formik asit

HCOOH — H, + CO, (2.10)

Formik asit

Clostridia tdrleri gibi zorunlu anaerobik bakterilerde bulunan piruvat-
ferrodoksin oksidoreduiktaz (PFOR) enziminin gergeklestirdigi reaksiyon ise Reaksiyon
2.11°de verilmistir. Bu reaksiyon sonucu elde edilen 2 molekiil rediikte ferrodoksinin
oksitlenmesiyle olusan elektronlar, protona ve molekiiler hidrojene iletilir. Boylece

hidrojen tiretimi gerceklesir (Seifert ve ark., 2012) (Reaksiyon 2.12).

Piruvat + CoA + 2Fd(0kside) — Asetil-CoA + CO, + 2 Fd(redukte) (2.11)

2Fd redikte) — 2Fd(okside) + H2 (2.12)
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Enterik bakterilerde gerceklesen reaksiyon sonucu elde edilen hidrojen verimi
teorik olarak 2 mol Hy/mol glukozdur. Clostridia tirlerinde ise glukozun piruvata
indirgenmesi reaksiyonunda (Reaksiyon 2.9) elde edilen NADH’dan ferrodoksin
oksidoreduktaz (NFOR) enzimi araciligiyla 2 mol daha H, dretilir. Boylelikle bu
reaksiyon sonucunda teorik olarak 4 mol Hy/mol glukoz elde edilmis olur (Reaksiyon
2.13).

NADH + H" — H, + NAD" (2.13)

Sekil 2.3’de glukoz fermantasyonu (glikoliz yol izi) ve elde edilen Grinler

sematik olarak gosterilmistir.

Glikoz NFOR
2 ATP > #  2NADH —»2H,
v N 2

2 Piruvat
1) PFHL 2)PFOR
2 format 2 Asetil CoA 2 Ferrodoksin
2H; 2 Asetat 2H,

Sekil 2.3. Glukoz fermantasyonu ile hidrojen olusum yol izi (Turner ve ark., 2007)

Karanlik fermantasyonda glukoz, siikroz, maltoz gibi basit sekerler dogrudan
substrat olarak kullanilir. Fakat bu substratlarin maliyeti yiiksektir. Bu nedenle
karbonhidrat icerigi bol organik atiklardaki nisasta, seliiloz gibi polisakkaritler ¢esitli 6n
islemlerle basit sekerlere pargalanarak bakteri tarafindan kullanilir hale getirilir.
Boylelikle ¢esitli sanayi atiklar1 ve evsel atiklar biyohidrojen iiretiminde degerlendirilir.
Cizelge 2.4’de karanlik fermantasyonda kullanilan gesitli biyokiitle atiklar1 ve bu

atiklara uygulanmasi gereken Onislemler verilmistir.
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Cizelge 2.4. Biyohidrojen iiretimi i¢in kolaylikla kullanilabilen biyokiitle atiklar1 (Sentiirk ve
Buyiikgiingdr, 2010)

Biyokiitle Kaynag Kullanimi

Glukoz ve maltoza hidrolize olduktan sonra
Nisastal1 tarimsal ve gida sanayisi atig organik asitlere ve son olarak da hidrojene
doniisiir.

Lignini uzaklastirllmis ve ince ince Ogitilmis
Seliilozlu tarimsal ve gida sanayisi ati§1 | olmalidir. Daha sonra nigasta gibi isleme tabi

tutulur.
Besin dengesi ve istenmeyen maddelerin giderimi
Karbonhidrat¢a zengin sanayi atig1 icin 6n aritim gerekebilir. Daha sonra nisasta

olarak islenir.
Atik su aritim {initelerinden elde edilen On aritim gerekebilir. Organik asitlere ve son
atik camur olarak da hidrojene doniisiir.

Karanlik fermantasyonla hidrojen tiretiminde hidrojenaz enzimi rol oynar. Sekil

2.4’de karanlik fermantasyonla hidrojen iiretiminin sematik gosterimi verilmistir.

Biyokiitle -

GAZ

AYRIMI

Tarim On
Uriinleri Muamele

Organik

Aniklar

FERMANTASYON

Sekil 2.4. Karanlik fermantasyon ile hidrojen iiretiminin sematik gdsterimi (Benemann ve
Hallenbeck, 2002)

Karanlik fermantasyonla hidrojen Uretimini etkileyen faktorler; substrat ¢esidi,
kullanilan bakteri, reaktor tipi, azot ve fosfor, metal iyonu (Fe, Mg), sicaklik, pH ve
hidrojenin kismi basinci olarak sayilabilir (Geng, 2009).

Karanlik fermantasyonda 1sik kaynagina ihtiya¢ duyulmamasi giin ve gece
boyunca sabit olarak hidrojen verimliligi saglar. Bu yontemde kullanilan fermantatif

bakteriler yiiksek hidrojen Uretim hizina ve iireme hizina sahiptirler. Substrat olarak atik
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maddeler kullanilabilir. Karanlik fermantasyonda Hj ile beraber laktik asit, bitirik asit,
asetik asit gibi degerli yan triinler iiretilebilir.

Argun ve ark. (2008) asidojenik bakteriler kullanarak toz bugday nisastasindan
kesikli karanlik fermantasyon yontemiyle hidrojen iiretmislerdir. Calismalarinda
baslangictaki optimum substrat ve biyokiitle yogunlugunu bularak en yiiksek derecede
hidrojen verimini amaglamislardir. 2.6 g/L biyokiitlede, bugday tozu yogunlugunu 5-30
g/L arasinda hazirlamislar ve en yiiksek hidrojen birikiminin 20 g/l yogunlugunda
oldugunu gozlemlemislerdir. Optimum biyokiitle yogunlugu ¢alismalarinda ise hidrojen
birikiminin en fazla gerceklestigi biyokiitle yogunlugunu 2.5 g/L bulmuglardir.

Saady ve ark. (2012) mezofilik sartlarda glukozdan biyohidrojen iiretimine
kiiltir kaynagmin ve linoleik asidin (C 18:2) etkisini arastirmiglardir. Calismalarinda
Bacteroidaceae ve Clostridiaceae bakterilerinden farkli oranlarda birlikte kiiltiir
yapmuslardir. En yiiksek hidrojen veriminin 3.11 + 0.02 Hy/mol glukoz orani ile linoleik
asit uygulanmig Bacteroidaceae (% 26)-Clostridiaceae (% 10) kalturinde ve 3.11 +
0.07 Hy/mol glukoz oranmi ile linoleik asit uygulanmis Bacteroidaceae (% 33)-

Clostridiaceae (% 10) kiiltiiriinde gergeklestigini belirlemislerdir.

2.2.1.4. Fotofermantasyon

Fotofermantasyon, fotosentetik bakteriler tarafindan biyokitle veya organik
asitlerden giines enerjisi ile hidrojen Uretimidir. Fotofermantasyonla hidrojen Gretimi,
anaerobik ortamda, giines 15181 veya bir 151tk kaynagi altinda, azot miktar
sinirlandirilmis ortamda gergeklesir.

Fotosentetik bakterilerle hidrojen Uretiminde nitrojenaz ve hidrojenaz enzimleri
rol oynar. Nitrojenaz, fotofermantasyonla hidrojen iiretimininde kullanilan ana
enzimdir. Enzimin aktivitesi oksijen, amonyak veya yiiksek N/C oraninda
engellendiginden smirlandirilmis amonyum ve oksijensiz sartlar gereklidir (Koku ve
ark., 2003). Fotofermentatif bakteride bulunan hidrojen tlketen hidrojenaz enzimi
(uptake hydrogenase) ise hidrojen molekiiliiniin pargalanmasinda gorev alir.

Fotofermantasyon yapan mikroorganizmalarin fotosistem II’leri yoktur. Bu
nedenle suyu etkin olarak parcalayamazlar ve bunun sonucunda oksijen uretemezler.
Boylelikle hidrojen iiretiminde ihtiya¢ duyulan anaerobik ortamin siirekliligi saglanir
(Geng, 2009). Bu mikroorganizmalar substrat olarak basit sekerler ve organik asitleri

kullanma yetenegine sahiptirler (Sekil 2.5).
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rganik Asitler, 2H*
Sekerler

Sekil 2.5. Fotofermantasyon yontemi ile hidrojen dretimi (Benemann ve Hallenbeck, 2002)

Sekerden fotofermantasyonla hidrojen {iiretimi reaksiyonu Reaksiyon 2.14’de

verilmigtir.

CsH1206 + 6H,0 + Isik Enerjisi —» 12H, + 6CO; (2.14)

Fotofermantasyonda substrat olarak kullanilan organik asitlerin, hidrojen iiretim

reaksiyonlar1 ve teorik olarak hidrojen iiretim miktarlar1 birbirinden farklidir:

Malat: C4HsOs + 3H,0 —»6H, + 4CO, (2.15)
Laktat: C3HgO3 + 3H,0 —>6H, + 3CO, (2.16)
Asetat: C,H40; + 2H,0 —4H, + 2CO, (2.17)
Propiyonat: C3HgO, + 4H,O —»7H, + 3CO, (2.18)
Butirat: C4Hg0, + 6H,0 —»10H, + 4CO; (2.19)

Fotofermantasyonda substrat olarak saf sekerlerin ve organik asitlerin bulundugu
sentetik besiyerleri kullanildiginda, hidrojen tiretimi maliyetli oldugundan son yillarda
biyokiitle ile karbonhidratlar ve organik atiklarca zengin atik maddelerin kullanimi
tizerine c¢aligmalar yaygilagmistir (Firat, 2009). Fotofermantasyonla biyohidrojen
tiretiminde kullanilan substrat ¢esitleri enerji bitkileri (Dall1 dar1 [switch grass], filotu ya

da ¢in kamisi [Miscanthus] gibi biyoyakit iiretimi i¢in yetistirilen bitkiler), sanayi
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atiklar (seker, zeytinyagi, un, bira fabrikalar1 vb. atiklari), evsel atiklar, zirai ve hayvan
atiklar1 olarak siniflandirilabilir.

Substrat olarak biyokiitle veya atiklarin kullaniminin dezavantaji, bu maddelerin
cogunun hidrojen iiretiminde dogrudan kullanilamamasidir. Tercih edilen biyokiitle
veya atiklarin karanlik fermantasyon veya fotofermantasyonla biyohidrojen iiretiminde
kullanilabilmeleri i¢in ¢esitli onislemlere tabi tutulmalar1 gerekebilir.

Fotofermantasyonda substratta bulunan karbon kaynaklarmin (basit sekerler
veya organik asitler) bakteri tarafindan pargalanabilmesi i¢in giinesten veya bir 151k
kaynagindan elde edilen enerjiye ihtiya¢ vardir. Bu nedenle segilen substratin 15181
gecirebilir olmasi ¢ok onemlidir. Bu amagla 15181 tam olarak gecirmeyen bazi atik sular
sulandirilarak kullanilabilir.

Fotofermantasyonla hidrojen iiretimini sinirlandiran diger bir faktér besiyerinde
bulunan amonyum miktaridir. Fotofermantatik bakteriler sahip olduklari nitrojenaz
enziminin aktivitesiyle ayn1 zamanda azot baglayan bakterilerdir. Ortamda bulunan
fazla miktardaki amonyum, nitrojenaz enzimi Ulzerinde negatif geri bildirim yaparak
enzimin inaktivasyonuna sebep olur ve hidrojen iiretimi gerceklesmez. Bu nedenle
tercih edilen substrattaki amonyum miktarinin nitrojenaz enzimi aktivitesini inhibe
edecek diizeyde olmamasi gerekir. Eger substrattaki amonyum miktar1 nitrojenaz
enzimini inhibe edecek diizeyde ise ¢esitli yollarla substrattaki amonyum
uzaklastirilmalidir.

Andrago ve ark. (2012) yaptiklar1 calismada melas karanlik fermantasyon
stvisindaki amonyum iyonlarint zeolit bazli uzaklastirma yontemi ile uzaklastirarak
fotofermantatif hidrojen iiretimi gerceklestirmislerdir. Bu amagla dogal bir zeolit olan
Klinoptilolit kullanmislardir. Sodyum formunda klinoptilolit cozeltisini 6rneklere
uygulayarak % 79-90 molar oraninda amonyum iyonlarmi uzaklastirmiglardir.
Klinoptilolit uygulanmayan besiyerlerinde hidrojen dretimi olmazken, uygulanan
besiyerlerinde ise 1.11-1.16 mmol H,/Ly.saat oranlarinda hidrojen {iretiminin
gergeklestigini belirtmislerdir.

Substrat olarak atiklarin veya biyokiitlenin kullaniminda bir diger faktér de
substratin karbon kaynagi icerigidir. Fotofermantatik bakteriler metabolizmalarinda
glukoz, stikroz, maltoz vb. gibi basit sekerler ile asetat, biitirat gibi organik asitleri
kullanabilmektedirler. Bu nedenle segilen substratin igcerigindeki karbon kaynagi c¢esidi
onemlidir. Eger substrat lignoseliilozik biyokiitle gibi seliilloz, nisasta vb.

polisakkaritlerce zenginse, bu polisakkaritlerin ¢esitli hidroliz islemleriyle basit
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sekerlere parcalanmasi gerekir. Bu amagla kullanilan Onislemler mekanik,
fizikokimyasal ve biyolojik dnislemler olarak siniflandirilabilir (Ntaikou, 2010).

Mekanik Onislemler, uygulanacak diger islemlerden o6nce gelir ve genellikle
ogiitmeyi kapsar. Substrat ogiitiilerek, ylizey alaninin artmasi saglanir ve bdylelikle
mekanik Onislemden sonra uygulanacak islemlerle polisakkaritlerin basit gsekerlere
parcalanma orani daha da arttirilmis olur.

Fizikokimyasal Onislemler, lignoseliilozik biyokiitleye asidik, alkalin veya
oksidatif sartlar ile yiiksek sicaklik veya her ikisi birden aynm1 anda uygulanmasidir. Bu
Oniglemle seliiloz, hemiseliiloz ve ligninin hidrolizi gerceklestirilir. Yiiksek sicaklik
uygulama, termal Onislem olarak da adlandirilmaktadir. Asidik ortam olusturmak igin
yogun siilfirik asit (HoSO4) veya hidroklorik asidin (HCI) kullanildigr ve yiiksek
sicaklikta gergeklestirilen asit hidroliz Onislemi fizikokimyasal Onislemler iginde
gruplandirilir. Asit hidroliz 6nisleminin uygulandig1 bazi durumlarda sirayla ksiloz ve
galaktoz, mannoz ve glukozun dehidrasyonuyla furfural, hidroksi metil furfural
meydana gelmis; buna ek olarak formik ve levulinik asidin de liretimi gézlenmistir
(Fengel ve Wegener, 1984).

Biyolojik oOnislemlerde ise ligninin uzaklastirilmasit hedeflenir. Boylelikle
selliloz ve hemisellloz serbest hale gelerek bunlarin enzimatik olarak pargalanmalari
miimkiin hale gelir. Biyolojik 6nislemler enzimlerle veya tiim bir mikroorganizma (baz1
bakteriler ve mantarlar) kullanilarak gerceklestirilebilir (Widsten ve Kandelbauer,
2008). Bu 6nislem pahali oldugu i¢in ve 6zel kosullar gerektirdigi i¢in ¢ok tercih edilen
bir 6nislem degildir.

Fotofermantasyonda kullanilan fotosentetik bakterilerin 6zellikleri sunlardir:

e Mezofilik bakterilerdir. En uygun treme sicakliklart 30-35°C ve pH’lar1 ise
7.0°dir.

e Cok yonlii metabolik yetenege sahiptirler. Anaerobik ortamda blyuyebildikleri
gibi, aerobik ortamda da yasamlarini siirdiirebilirler. Fakat oksijen, nitrojenaz
enzimini inhibe edeceginden aerobik ortamda hidrojen tiretimi gergeklesmez. Bu
bakteriler hidrojenle birlikte yan iiriin olarak cesitli yiiksek katma degere sahip
maddeler Gretebilirler.

e Fotosistem II’leri olmadigindan oksijen tiretmezler. Bdylece fotofermantasyonda

hidrojen tiretiminin, oksijen tarafindan baskilanmasi 6nlenmis olur.
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Fotofermentatif hidrojen Uretiminde en g¢ok kullanilan fotofermantatif
bakterilerden biri mor sulfurstiz bakteriler (PNS bakterileri) olarak bilinmektedir. PNS
bakterileri 151k enerjisi ile basit sekerler ve organik asitlerden hidrojen Uretme
potansiyeline sahiptir. Bu bakteriler genis dalga boyu araligindaki 15181 (522-860 nm)
absorbe etme yetenegine sahiptirler ve hidrojen iiretim mekanizmas: membran tzerinde
elektron transfer isleminden ibarettir (Geng, 2009). PNS bakterilerinden biri olan
Rhodobacter sphaeroides, hidrojen iiretiminde kullanilan en iyi bilinen bakterilerinden
biridir.

Fotofermantasyon, yuksek enerjili  nitrojenaz  enziminin  kullanimini
gerektirmesi, giines enerjisi donilisiim verimliliginin diisiik olmasi ve genis alanlar
kaplayacak anaerobik foto-biyoreaktorlerin hazirlanmasi gerekliligi gibi olumsuz
yanlarinin disinda birgok avantaja sahiptir:

» Yiksek teorik donisiim verimine sahiptir.

» Oksijen iretilmedigi i¢in oksijenin hidrojen iiretimindeki baskilayici etkisi
yoktur.

» Her ne kadar 151k enerjisine ihtiya¢ duyulsa da genis spektrumdaki 1s18in (400-
950 nm) kullanilabilirligi s6z konusudur.

=  (Cok ¢esitli atiklarin ve atik sularin hidrojen Gretiminde kullanilmasini saglar.

» Organik substratlarin kullanimina olanak verdigi igin atik su aritiminda
kullanilabilme potansiyeline sahiptir.

* Fotofermantasyonda substrat olarak organik asitlerin kullanilabilmesi, karanlik
fermantasyon sivisindan tekrardan hidrojen iretilerek hidrojen iiretim
verimliliginin artmasini saglar.

» Hidrojenle beraber ¢ok degerli yan iiriinler (PHB, 5-ALA) Uretilebilir.
Mikrobiyal kaltlrin ¢esidi, karbon kaynagi, 1s1tk yogunlugu, metal iyonlar1 (Fe,

Mg), amonyak varligi, nitrojenaz ve hidrojenaz  enzimlerinin  aktivitesi
fotofermantasyonla hidrojen uretimini etkileyen faktorlerdir.

Yetis ve ark. (2000) substrat olarak seker rafinerisi atik suyu kullanarak
Rhodobacter sphaeroides O.U. 001 tarafindan fotofermantasyonla biyohidrojen iiretimi
gerceklestirmislerdir. Bunun i¢in 0.41 kolon fotobiyoreaktér kullanmiglardir. % 20
oraninda sulandirilmis melasta hidrojen tiretim orant 0.001 1 hidrojen/saat/l iken; % 20
sulandirilmis melasa karbon kaynagi olarak siikroz veya L-malik asit, azot kaynagi
olarak da glutamat eklendiginde hidrojen oraninin artarak 0.005 1 hidrojen/saat/l

oldugunu gozlemlemislerdir.



22

Kapdan ve ark. (2009) asit hidroliz 6nislemi uygulanmis bugday nisastalarindan
farkli Rhodobacter sphaeroides bakterileri kullanarak fotofermantasyon yoluyla
biyohidrojen tiretmislerdir. Kesikli sistem kullanarak ti¢ farkli R. sphaeroides saf
suslarindan (RV, NRLL ve DSZM) hidrojen retimi icin en uygun susu bulabilmeyi
amaglamiglar ve en yiiksek hidrojen oraninin (1.23 mol Hy/mol glukoz) R. sphaeroides
RV susunda gerceklestigini belirlemislerdir. Ayrica R. sphaeroides RV susunun bugday
nisastasi hidrolizatindan hazirlanan farkli seker yogunluklarina sahip besiyerlerindeki
hidrojen verimlerini de aragtirmiglardir.

Afsar ve ark. (2011) buharda pisirilen patates kabuklarindan hazirlanan
hidrolizatlarin karanlik fermantasyon sivilarinda fotosentetik bakteriler tarafindan
hidrojen iiretimini aragtirmiglardir. Kesikli biyoreaktorde, termofilik karanlhk
fermantasyon sivisinda, farkli mor siilflirsiiz bakteri suslarinin (Rhodobacter capsulatus
DSM1710, R. capsulatus hup” YO3, R. sphaeroides 0.U.001 DSM5864, R. sphaeroides
0.U.001 hup” ve Rhodopseudomonas palustris) hidrojen iiretkenligini incelenmistir.
Karanlik fermantasyon sivisindaki hidrojen iiretim verimliligi ile glukoz eklenmis
karanlik fermantasyon sivisindaki hidrojen iiretim verimliligi karsilastirildiginda
Rhodobacter sphaeroides tarafindan glukoz eklenmis karanlik fermantasyon sivisinda
en yiiksek hidrojen iiretiminin gergeklestigi gdzlemlenmistir.

Karanlik fermantasyon ve fotofermantasyon, hidrojen iiretiminde tek basamakli
sistemler olarak kullanildig1 gibi; ardisik ve kombine sistemler olarak da kullanilarak

hidrojen verimliligi arttirilabilir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Tek Basamakli (1), Ardisik (2) ve Kombine (3) Sistemler (Geng, 2009)

Tek basamakli sistemler, yalmizca karanlik fermantasyon veya yalnizca
fotofermantasyon kullanilarak hidrojen iiretilmesidir. Basit seker, nisasta veya seliiloz
igeren substrattan dogrudan karanlik fermantasyon veya fotofermantasyon yoluyla
biyohidrojen iiretilir. Bu sistemde hidrojen verimi siirhidir.

Ardisik sistemlerde basit seker iceren substratlar ilk Once karanlik
fermantasyona ugratilir. Karanlik fermantasyon sonucunda hidrojen gaziyla beraber
organik asit igceren atik sivi da elde edilir. Organik asit iceren bu atik sivi uygun pH’a
ayarlanir ve fotofermantasyon i¢in ihtiya¢ duyulan diger kosullar da saglandiktan sonra
fotofermantasyon islemi gerceklestirilir. BOoylece daha fazla hidrojen verimi elde
edilmis olur.

Kombine sistemlerde ise ardisik sistemlerdeki islemler uygulanir fakat zaman
olarak farklilik vardir. Ardisik sistemlerde karanlik fermantasyon ve fotofermantasyon
arka arkaya ama farkli zamanlarda gerceklestirilir. Kombine sistemlerde ise karanlik
fermantasyon ve fotofermantasyon ayni siire i¢inde gergeklesir. Seker i¢eren substrattan
karanlik fermantasyon islemi sonucu olusan organik asitler, olustugu anda
fotofermantasyona ugrar. Boylelikle ayni siire i¢erisinde hem karanlik fermantasyondan

hem de fotofermantasyondan hidrojen gazi elde edilir. Kombine sistemlerle hidrojen
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tiretimi, karigik kiiltiirler araciligiyla gergeklestirilir. Kombine sistemlerin avantaji,
zamandan ve sarftan tasarruf edilmesidir.
Cizelge 2.5°de iki asamali karanlik ve fotofermantasyon sistemlerinin

biyohidrojen tiretimleri ve verimleri karsilastirilmistir.

Gizelge 2.5. iki asamal karanlik ve fotofermantasyon sistemlerinin biyohidrojen iiretimleri ve verimleri
(Pandu ve Joseph, 2012)

H, Verimi H, Uretim
Substrat inokulum (mol/mol Oram Kaynaklar
glukoz) (mL/L.s)
Caldicellulosiruptor ve Wang ve ark
Melas Rhodopseudomonas 4.2 7.1 N
2003
capsulatus
) Clostridium pasteurianum, 14.2 mol Wang ve Wan,
Siikroz Rhodopseudomonas H./mol siikroz - 2008
palustris WP3-5 2
. . C. butyricum,
leaia {malat Enterobacter HO-39, 7.2 - Wangovlelark.,
ugt Rhodobacter sp. M-19
Clostridium sp ve
Cassava 6.07 mol Wu ve ark.,
Nisastas1 | Rnodopseudomonas H,/mol sikroz | 5348 2006
palustris
E.coli HD701 Yokoyama ve
Glukoz Rhodobacter sphaeroides - 5.2 ark.. 2007
0.U.001 B

Cizelge 2.6’da biyolojik hidrojen Uretim yontemlerinin olumlu ve olumsuz

yonleriyle karsilastirilmalari verilmistir.

Cizelge 2.6. Biyolojik hidrojen iiretim yontemlerinin karsilastirilmas: (Barbosa ve ark., 2001; Das ve
Veziroglu, 2008)

YONTEM OLUMLU YONLERI OLUMSUZ YONLERI
Dogrudan o o Yiiksek yogunlukta 151k gerekir.
Biyofotoliz Su ve igikia dogrudan iretilebilir. O,, inhibisyona sebep olabilir.
Dolayl _ o Diisiik fotokimyasal etkiye sahiptir.
Biyofotoliz Su ile H, uretilebilir. ~% 30 O, gaz karigiminda bulunur.
O, hidrojenaz enzimini inhibe edebilir.
Isik enerjisine ihtiya¢ duyulmaz. CO; olusur.
Cesitli karbonlu atiklar, substrat olarak | Diisik verimde H, iretimi gergeklesir.
Karanhk o N - .
Fermantasyon kullalr_n!lablhr. S Yuksek H% verimi eld.e . etmede }slem
Yan Urlin olarak organik asitler Uretilir. termodinamik olarak elverigsiz hale gelir.
O, kisitlama problemi yoktur.
Genis 151k spektrumu  kullanilabilir. | Isik ¢evrim etkisi diigiiktiir.
Fotofermantasyon fotofermentatif ~ bakteriler  tarafindan | O, varlig1 nitrojenaz enzimini inhibe eder.
kullanilabilir. Fotobiyoreaktdr tasarimi zordur. Maliyet
Farkli atik maddeler kullanilabilir. yiksek ve biyik élceklidir.
iki Asamali Daha yUkS ek oranda H, ur etilepilir. . .| Sirekli 151k kaynagi gerektirdiginden biiyiik
Fermantasyon Y.af‘ Urdinler ~ (metabolitler) — etkin  bir 6leekli iglemlere uygulanmasi zordur
bigcimde H,’ye doniistiiriilebilir. )
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2.3. Rhodobacter sphaeroides

Onceleri  Rhodopseudomonas sphaeroides olarak bilinen Rhodobacter
sphaeroides mor silfursiiz bakteriler grubuna giren gram negatif bir bakteridir.
Proteobakterilerin a-altb6liimii igerisinde yer alir (Imhoff ve ark., 1984). Derin
gollerden ve durgun sulardan izole edilmislerdir. Cizelge 2.7°de R. sphaeroides’in

sistematik olarak siniflandirilmasi verilmistir.

Cizelge 2.7. Rhodobacter sphaeroides’in sistematik olarak siniflandirilmasi (Imhoff ve ark., 1984)

Alem Bacteria
Sube Proteobacteria
Simf Alphaproteobacteria
Takim Rhodobacterales
Aile Rhodobacteraceae
Cins Rhodobacter
Tur Rhodobacter sphaeroides

R. sphaeroides ¢ok ¢esitli metabolik 6zellige sahiptir. Fotoototrof,
fotoheterotrof, oksijenli ve oksijensiz solunum, fermantasyon gibi ¢ok farkli enerji elde
etme mekanizmalari vardir (Blankenship ve ark., 1995). Ayrica molekiiler azotu
baglama yetenegine sahiptirler; nemli tetrapirolleri, klorofilleri, hem ve B12 vitaminini
sentezleyebilirler.

Hiicre morfolojileri 6zellikle karisik besiyerlerinde ¢esitlilik gostermekle birlikte
kiiresel, oval sekillidirler (Sekil 2.7). Ozellikle geng hiicreler sahip olduklari diizensiz

tek subpolar flagellalar1 sayesinde aktif olarak hareket edebilirler.

Sekil 2.7. R. sphaeroides ATCC 17039 (Garrity, 2005)
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R. sphaeroides 2.4.1’de yapilan genomik caligmalara gore bu bakterilerde
yaklagik 0.9 Mb¢ ve 3 Mbg biiyiikliiglinde iki adet kromozom ve bes adet ekstra
kromozomal plazmid bulunur (Suwanto and Kaplan, 1989).

R. sphaeroides’in (reme ortam1 pH:6-8.5 ve 30°C’nin altindaki sicaklikta
olmalidir (Van Niel, 1944). Oksijenli ve oksijensiz ortamda buyuyen bakterilerin
metabolizma iiriinleri ve sahip olduklar1 karotenoid, spheroiden ile spheroidenon renk

pigmentlerinin 6zelligi sayesinde renkleri de farkli olmaktadir.

2.4. Hidrojen Uretim Metabolizmas:

R. sphaeroides ve diger PNS bakterileri ile hidrojen Gretimi yenilenebilir enerji
kaynaklar1 (gilines, biyokiitle) kullanilarak gerceklestirilir. Isik altinda, azot
sinirlandirilmis anaerobik ortamda, cesitli organik substratlardan hidrojen iiretilir.
Hidrojen tiretim metabolizmasi fotosentetik zar aygiti, karbon akis1i (TCA dongiisii) ve
enzim sistemleri olarak gruplandirilarak incelenebilir (Koku ve ark., 2002).

Fotosentetik zar aygiti, giines 1sinlarinin toplandig1 ve bu 1sinlardan gelen giines
enerjisinin kimyasal enerjiye (ATP) ¢evrildigi yerdir. Bu kimyasal enerji bakterinin
iiremesinde ve hidrojen {iretimi i¢in nitrojenaz enzimi aktivitesinde kullanilir.
Bakterinin sitoplazmik zar1 icerisinde bulunan fotosentetik zar aygiti, 151k toplama
kompleksi (LHC) veya antenler, reaksiyon merkezi (RM) ve sitokrom bc; olmak tzere
ti¢ adet transmembran proteinden olusur (Sekil 2.8) (Vermeglio ve Joliot, 1999).

2hu
': oH* oH* Sitoplazma
LH2 LH1 RM

R W T

SRR QR

cyt bey complex

v o @), e
2e y G Periplazma
cyto

Sekil 2.8. Rhodobacter sphaeroides fotosisteminde elektronlarin 1gikla uyarilmig dairesel akis semasi
(Vermeglio ve Joliot, 1999)
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LHC antenleri, bakteriyofil ve karotenoid molekullerini icerir. Karotenoidler,
goriiniir dalga boyundaki 15181 absorblarken; bakteriyofiller aktif degillerdir ve singlet
oksijenlerin zararlarina karsi anten sistemlerini korumakla gorevlidirler (Isaacs ve ark.,
1995; Jones, 1997). Cogu mor bakterilerde LHC, LH1 ve LH2 olmak iizere iki farkli
anten yapisindan olusur.

Reaksiyon merkezi (RM) ise L, M ve H olmak Uzere (i¢ adet polipeptid alt
biriminden olusur ve dort molekil bakteriyoklorofil a, iki molekil bakteriyofeofitin
a, iki molekil ubikinon (Qa, Qg) ve iki molekil karotenoid pigmenti icerir (Seifert,
2012).

LHC antenlerinden absorbe edilen fotonlardan gelen 1sik enerjisi, antenden
enerjinin hareketli formlari olan ve ekskiton adi verilen paketler halinde reaksiyon
merkezine aktarilir (Sekil 2.8) (Madigan ve Martingo, 2000). Reaksiyon merkezinde
bakteriyoklorofil a, ekskiton ile uyarilir ve bundan sonraki elektron akist su sirayla

gerceklesir:

Bakteriyoklorofil a +Bakteriyofeofitin a & Ubikinon = Fe,S, -8itokromlar —-RM

Son olarak elektron akistyla olusturulan bu proton gradienti, ATPaz tarafindan
ATP iiretiminde kullanilir.

Trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde organik  substratin =~ CO,’ye
parcalanmasiyla meydana gelen elektronlar, NAD ve ferrodoksin gibi tasiyicilarla
nitrojenaza iletilir. TCA dongiisiinde olusan protonlar ve elektronlar ile ATP sentazdan
olusan ATP ve protonlar kullanilarak nitrojenaz enziminin aktivitesiyle molekiiler
hidrojen elde edilir (Sekil 2.9) (Seifert ve ark., 2012). Hidrojenaz enzimi ise molekdler

hidrojeni protona ve elektronlara parcalar.
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Sekil 2.9. Fotofermantasyon isleminde hidrojen iiretim semasi (Koku, 2002)

2.4.1. Enzim sistemleri

Nitrojenaz ve hidrojenaz enzimleri, hidrojen {iretim metabolizmasinda kullanilan

iki temel enzim c¢esididir.

2.4.1.1. Nitrojenaz

Mor sulfurstiz bakterilerde hidrojen Uretimini katalizleyen temel enzim
nitrojenaz enzimidir. Bu enzim aynm1 zamanda atmosferdeki serbest azotu baglayarak
diger canlilar tarafindan kullanilabilen bir form olan amonyaga cevirir ve diinyadaki
azot dongiisiinde yer alir.

Ug ¢esit nitrojenaz enzimi vardir ve her biri dinitrojenaz (Mo-Fe protein veya V-
Fe protein ya da Fe-Fe protein igerir) ve dinitrojenaz reduktaz (Fe protein) olmak Uzere
iki ayr1 protein biriminden olusur. Rediiktaz protein biriminin asil gorevi elektronlari;
azotu amonyuma indirgeyen nitrojenaza tasimaktir. Enzim ayrica diger elektronlar

protonlara tasiyarak hidrojen molekiilii elde edilmesini saglar (Seifert, 2012). Azotun
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amonyuma ¢evrilmesi reaksiyonu, azotlarin sahip oldugu ii¢lii baglardan dolay: yiliksek

enerji gerektiren bir reaksiyondur (reaksiyon 2.20).

N, + 8H" + 8¢” + 16ATP—2NH3 + H, + 16ADP + 16P; (2.20)

Anaerobik sartlarda, ortamda molekiiller azot kaynagi bulunmadiginda

gergeklesen hidrojen tiretim reaksiyonu ise reaksiyon 2.21°de verilmistir:

2H" + 2¢" + 4ATP — H, + 4ADP + 4P; (2.21)

Cogu mor siilfiirsiiz bakteride bulunan nitrojenaz enzimi molibdene sahiptir, bu
nedenle hidrojen Gretiminde molibden gerekli bir elementtir (Yakunin ve ark., 1991).

Nitrojenaz enziminin aktivitesi oksijen ve amonyum varliginda veya ylksek N/C
oranlarinda inhibe olur (Koku ve ark., 2003). Bu nedenle hidrojen {iretimi igin
oksijensiz ve siirli miktarda amonyum igeren bir ortama ihtiyag vardir. 2 mM’dan
yiiksek yogunluktaki amonyuma sahip besiyerlerinde hidrojen iiretimi durmaktadir
(Yokoi ve ark., 1998). Azot kaynagi olarak amonyum tuzlarinin varligi biyohidrojen
uretimini inhibe ederken; albumin, glutamat ve maya 0zutl gibi proteinler biyohidrojen
tiretimini arttirmaktadir (Takabatake ve ark., 2004). Yiiksek yogunlukta azot varliginda
azot baglama metabolizmasi hidrojen iiretim metabolizmasina baskin gelmektedir ve

ayrica hiicre biiyokiitlesi de artmaktadir (Fascetti ve Todini, 1995).

2.4.1.2. Hidrojenaz

Hidrojen metabolizmasinda goérev alan tersinir hidrojenaz ve hidrojen tiiketen
(uptake) hidrojenaz olmak iizere iki g¢esit hidrojenaz enzimi vardir. Tersinir hidrojenaz,
hidrojen olusumunu katalizlerken, membrana bagli hidrojen tiiketen (uptake) hidrojenaz
ise oncelikle hidrojen harcanmasini katalizler (Hall ve ark., 1995). Hicrelerin redoks
durumuna goére bu enzimler baskilanir veya aktiflesirler. En iyi hidrojen {iretimi
nitrojenaz, tersinir hidrojenaz ve hidrojen tiiketen nitrojenazin aktivitesinin dengelendigi
durumda gergeklesmektedir (Nandi ve ark., 1998).

Hidrojenaz enziminin katalizledigi reaksiyon, reaksiyon 2.22’de verilmistir:

H, <= 2H" + 2¢ (2.22)
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Hidrojenaz enzimi baslica karbon monoksit ve oksijenle inhibe olmaktadir fakat
nitrojenaz enzimine oranla daha az duyarlidir. Hidrojenaz, nikel enzimlerinden oldugu

icin nikel miktarinin smirli olmasi bu enzimin sentezini azaltabilir (Fissler ve ark.,

1994).
Cizelge

karsilastirilmistir.

2.8’de

nitrojenaz  ve

hidrojenaz

enzimlerinin

Cizelge 2.8. Nitrojenaz ve hidrojenaz enzimlerinin 6zelliklerinin karsilastiriimasi (Koku ve ark., 2002)

Ozellikler Nitrojenaz Hidrojenaz
Substratlar ATP, H" veya N, elektronlar H,
Uranler H, veya NH," ATP, H*, elektronlar
Protein Sayisi 2 (Mo-Fe ve Fe) 1
Metal Bilesenler Mo, Fe Ni, Fe, S
0,
Optimum Sicakhk | 30°C (A. vinelandii) ?gog EE (r:l;tr));lljj:r;)tus)
Optimum pH 7.1-7.3 (A. vinelandii) 6.5-7.5 (R. sulfidophilus)
inhibitorler, N, (yalnizca hidrojen firetiminde), | CO, EDTA, 0O, organik
Baskilayicilar NH,", O,, Yiiksek N/C orani bilesiklerin varlig1
H, (R. sphaeroides)
Situmilatorler Isik Organik  bilesiklerin  yoklugu
(R. rubrum, R. capsulatus)

2.5. Biyohidrojen Uretiminde Substrat Olarak Atik Arpamin Kullanilmasi

Ozellikleri

Arpa (Hordeum vulgare L.); taneleri malt, yem ve gida maddesi olarak
kullanilan bugdaygillerden tek yillik bir tahil bitkisidir (Anonim, 2012). Cizelge 2.9’da

arpanin sistematik olarak siiflandirilmasi verilmistir.

Cizelge 2.9. Arpa (Hordeum vulgare L.)’nin sistematik olarak siniflandirilmast

Ust Alem Eukarya
Alem Plantae
B&IUm Magnoliophyta
Simf Liliopsida
Takim Poales
Familya Poaceae
Cins Hordeum

Arpa diinya siralamasinda Uretimde misir, bugday ve piringten sonra 4. sirada
yer alirken, Tiirkiye’de ise bugdaydan sonra ikinci siradadir. Eski donemlerde besin

olarak tuketilen en 6nemli kilttr bitkilerinden biri olan arpa ginimizde daha ¢ok


http://tr.wikipedia.org/wiki/M%C4%B1s%C4%B1r
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bu%C4%9Fday
http://tr.wikipedia.org/wiki/Pirin%C3%A7
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hayvan yemi olarak ve biracilikta kullanilmaktadir. Diinyada ekimi yapilan arpanin %
65’1 hayvan yemi olarak, % 33’li malt olarak bira ve viski yapiminda ve biyodizel
uretiminde, % 2’si ise gida sanayisinde kullanilmaktadir. Tiirkiye’de ise iretilen arpanin
% 90’1 hayvan yemi olarak ve geri kalan1 ise gida sanayisinde ve malt ile bira
tiretiminde kullanilmaktadir (Anonim, 2012).

Bugday, arpa, patates, seker pancari vb. gibi daha bir¢ok besin degeri yiiksek
tarimsal iriinler (biyokiitle kaynaklari); biyohidrojen iiretiminde substrat olarak
kullanilarak diisiik maliyette hidrojen {iretimi gergeklestirilebilir. Fakat hidrojen
tiretiminde dogrudan tarim iriinlerinin kullanilmasi, gelecekte enerji tiretimi ile besin
iretiminin rekabet igine girmesine sebep olacaktir. Bu nedenle yiyecek olarak kullanilan
tarimsal iirlinler yerine biyokiitle iceren atiklarin kullanilmasi; hem maliyet, hem
gelecekte yiyecek rekabetinin olusturulmamasi, hem de atiklarin enerji Uretiminde geri
doniigiimiinlin saglanmasi agisindan ¢ok daha Onemlidir. Bu nedenle bu calismada

substrat olarak atik arpa tercih edilmistir.

2.6. Uretilen Yan Urunler

Fotosentetik bakterilerle biyohidrojen Uretiminde hidrojenle birlikte B12
vitamini, karotenoidler, biyoplastik poli-B-hidroksi bdtirat (PHB), 5-Aminolevulinik asit
(5-ALA) gibi degerli yan iriinler elde etmek de miimkiindiir. Bu ¢aligmada hidrojenle

birlikte 5-ALA’nin iiretilmesi amaglanmustir.

2.6.1. 5-Aminolevulinik asit (5-ALA) biyosentezi ve metabolik yolaklar

5-Aminolevulinik asit (5-ALA) ya da 5-amino-4-okso-pentanoik asit; porfirin,
B12 vitamini ve Kklorofil gibi tetrapirollerin biyosentezinde dnciil madde olarak gérev
alir (Tangprasittipap ve Prasertsan, 2002; Sasaki ve ark., 2002).

5-ALA’nin  kimyasal sentezi birgcok karmasik reaksiyon  sonucu
gerceklestiginden maliyeti yiiksektir. ALA nin algler, anoksijenik fotosentetik bakteriler
ve kemotrofik bakteriler tarafindan biyosentezinde, kimyasal senteze oranla daha uygun
maliyetle iretim saglanir (Tangprasittipap ve Prasertsan, 2002). Rhodobacter
sphaeroides gibi anoksijenik fototrofik bakterilerde ALA iiretimi fazla oldugu gibi, bu
bakterilerde iiretilen ALA hiicre disina gonderildigi icin ALA’nin besiyerinden elde
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edilmesi igslemi de daha kolay ve daha uygun maliyetlidir. Bu nedenle ALA’nin
biyosentezinde bu bakteriler tercih edilmektedir.

ALA’nin biyosentez islemi, siiksinil CoA ve glisinin kullanildigi C4 yolagi
(Shemin yolagi) ile glutamatin kullanildigi C5 yolagi olmak iizere iki farkli yolakla
gerceklesir. C4 yolagi memeli hiicrelerinde, maya, mantar ve ¢ogu mor siilfiirsiiz
bakteri gruplar ile baz1 kemotroflarda gézlenmistir (Sasaki ve ark., 1990). Bu yolakta
kullanilan siiksinil CoA, TCA dongiisiinden saglanirken; bazi bakterilerde ise
metilmalonil CoA yolagiyla propionil CoA’dan sentezlenir (Sasaki ve ark., 1990). C4
yolaginda siiksinil CoA ve glisinden ALA iiretimini saglayan anahtar enzim ALA
sentazdir (ALAS) (Beale, 2006). Bu enzim Hem A ve Hem T genleri tarafindan
kodlanr.

ALA biyosentezinde C5 yolag ise yiiksek bitkiler, algler ve birkag bakteri ile
mor ve yesil siilfiirli bakterilerde de gozlenmistir (Kajiwara ve ark., 1994; Sasikala ve
Ramana, 1995). C5 yolaginda ALA sentezi glutamattan, glutamil tRNA rediiktaz enzimi
aktivitesiyle gergeklestirilir. Glutamil tRNA rediktaz enzimi Hem A ile Hem M genleri
tarafindan kodlanir (Sasaki 2002).

Sekil 2.10’da ALA ve porfirin, B12 vitamini, klorofil gibi tetrapirollerin

biyosentez yolaklari verilmistir.
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Sekil 2.10. ALA ve porfirin, B12 vitamini, klorofil gibi tetrapirollerin biyosentezi (Sasaki ve ark., 2002)

Farkli bakteri gruplari tarafindan iretilen ALA miktarlar1 Cizelge 2.10’da
verilmistir. Bu ¢izelgeye gore en ¢ok ALA iireten bakteriler sirayla R. sphaeroides
(27,5 mM) ve E. coli (20 mM) olmustur. Bu verilerden anlasilacagi iizere, R.
sphaeroides ALA (retiminde 6nemli yere sahiptir. Ancak R. sphaeroides’in ALA

tiretim verimliligini arttirmaya yonelik ¢aligmalar yeterli degildir.
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Cizelge 2.10. Farkli bakteri gruplar tarafindan tiretilen ALA miktarlari (Sasaki ve ark., 2002)

Grup C ve N Kaynag ALA
(uM)
Anoksijenik Fotosentetik Bakteriler
Chlorobium limicola Glutamat 3.95
Chloroflexus aurantiacus Glutamat 0.58
Rhodopseudomonas palustris Siiksinat ve glisin 0.75
Rhodobacter sphaeroides Siiksinat ve glisin 2000
R. sphaeroides Asetik, propiyonik, biitirik asit ve glisin 4200
R. sphaeroides Siiksinat ve glisin 16000
R. sphaeroides Siiksinat ve glisin 160
R. sphaeroides CR520 Glukoz ve glisin 14300
R. sphaeroidesCR720 Glukoz ve glisin 27500
Rhodovulum sp. Glutamat ve glisin 2000
Oksijenik Fotosentetik Bakteriler
Anacystis nidulans Glutamat 0.38
Anabaena variabilis Glutamat 0.019
Algler
Agmenellum quadruplicatum Glutamat 0.225
Cyanidium caldarium Glutamat 0.483
Chlorella vulgaris CO, 1400
C. sp. Glukoz ve glisin 2000
C. regularis Glukoz ve glisin 3700
Aeroblar
Pseudomonas riboflavina L-Alanin 200
Propionibacterium shermanii Siiksinat ve glutamat 40
Escherichia coli Siiksinat ve glisin 2250
E. coli Siiksinat ve glisin 20000
Anaeroblar
Clostridium thermoaceticum Glukoz ve L-sistein 155
Methanosarcina barkeri Metanol ve 2-oksoglutamat 0.40
Metanobacterium thermoautotrophicum  H, ve CO, 0.20

2.6.1.1. 5-Aminolevulinik asitin (5-ALA) uygulama alanlari

5-Aminolevulinik asidin (5-ALA) tarim, tip ve biyoteknoloji alanlarinda
kullanilma potansiyeli vardir (Cizelge 2.11) (Sasaki, 2002). ALA porfirin, B12 vitamini
ve klorofil gibi tetrapirollerin sentezinde oOnciil madde olarak gorev alir. Fazla
miktarlarda ALA kullanildigi zaman hiicrede (bitki veya hayvan) protoporfirin IX
birikimi olmaktadir. Protoporfirin IX (PP IX), belirli dalga boyundaki 1sik altinda
hiicrede serbest oksijen radikalleri olusturur ve bu da hiicreye zarar vererek sonunda

hlicrenin apoptoz veya nekroz yoluyla 6lmesine sebep olur. Protoporfirin IX floresan bir
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madde olmasi nedeniyle de Gzellikle kanser teshisinde avantaj saglar (Sasaki, 2002;
Tangprasittipap, 2002; Beale, 2006).

Cizelge 2.11. ALA’ nin uygulama alanlar1 (Sasaki, 2002)

Alan Uyguluma

Biyobozunur herbisit

Biyobozunur pestisit

Tarim Tuza dayaniklilik

Soguga dayaniklilik

Biiyumeyi destekleyici faktor

Agir metal zehirlenmesi tanisi

Beyin tlimdrii tanisi

Tip Kozmetik ve dermatolojik uygulama

Kanser tedavisi

Romatoid artrid tedavisi

B12 vitamini Uretimi

Biyoteknoloji Porfirin Gretimi

Bitki ve hayvan hucre kiltari

Hayvanlara ve g¢evreye zararsiz olmasi ALA’nin herbisit ve pestisit olarak
kullanilma potansiyelini arttirmistir (Tangprasittipap, 2002). ALA uygulanan zirai
zararhilarda (bitki ve bocekler) yiiksek derisimlerde PP IX birikimi olmaktadir ve bu
zirai zararlilar 1518a maruz kaldiklarinda hiicreleri Oldlren serbest oksijen radikalleri
olugsmaktadir. Ancak, ALA uygulamasindan sonra karanlikta tutulan bitkilerde ise PPIX
birikimi olmasina ragmen serbest oksijen radikalleri olusmamakta ve bitkilere herhangi
bir zarar vermemektedir. Tam tersine, ALA uygulamasi biiyiimeyi hizlandirici, tuza ve
soguga dayanikliligi arttiric1 etki yapmaktadir (Sasaki, 2002; Tangprasittipap, 2002;
Beale, 2006). ALA uygulamasinin turpta (Raphanus sativus) karbondioksit alimini ve
fotosentetik aktiviteyi arttirdigi gozlemlenmistir (Sasaki, 2002).



36

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Mikroorganizma

Bu ¢aligmada hidrojen ve ALA iiretimi i¢in yabanil tip Rhodobacter sphaeroides
0.U. 001 (DSM 5864) kullanilmistir.

3.1.1. Buyume besiyeri ve Kiiltiir sartlar:

3.1.1.1. R. sphaeroides i¢in genel iireme kosullari

R. sphaeroides’in genel iireme ortami karbon ve azot kaynagi olarak malat ve
glutamatin (15 mM/2mM) kullanildig1 Biebl ve Pfenning (B&P) minimal besiyeridir
(Biebl ve Pfenning, 1981). Bakteriler hidrojen tretim besiyerine ekilmeden 6nce B&P
minimal besiyerinde ¢ogaltildi. B&P minimal besiyeri hazirlamak i¢in Cizelge 3.1°de
verilen miktarlarda kimyasallar 1 litre suda ¢6zildi ve NaOH ilavesiyle pH: 6.9-7’ye
ayarlandi. B&P minimal besiyerine eklemek Gzere 20X eser element, 2X demir sulfat

ve 20X vitamin ¢0zeltisi hazirlandi.

Cizelge 3.1. B&P minimal besiyeri (15 mM Malat/2mM Na Glutamat) igerigi

icerik /L
K,HPO, 05
MgS0,.7H,0 0.2

DL- Malik Asit 2
Na Glutamat.H,O 0.37
NaCl 0.4

CaCl,.2H,0 0.05
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Eser element cozeltisi (20X): Cizelge 3.2°’deki miktarlarda kimyasallar
tartilarak 50 mL distile suda c¢ozdiriildii. Boylece 20X eser element c¢ozeltisi

hazirlanmis oldu.

Cizelge 3.2. Eser element (20X) ¢dzeltisinin igerigi

Icerik mg/L
ZnCl, 70
MnCl,.4H,0 100
H3BO3 60
CoCl,.6H,0 200
CuCl,.2H,0 20
NiCl,.6H,0 20
Na,Mo00,.2H,0 40
HCI (% 37 [viv]) 0.675 mL

Demir Sulfat (FeSO,) cozeltisi (2X): 0.02 gram FeSOy tartilarak 10 mL distile
suda ¢ozduruldi. Boylece 2X demir stlfat ¢ozeltisi hazirlanmis oldu.

Vitamin c¢ozeltisi (20X): Cizelge 3.3’deki miktarlarda thiamin, niasin ve
biotinden tartilarak 50 mL distile suda ¢ozdiiriildii. Boylece 20X vitamin ¢ozeltisi

hazirlanmis oldu.

Cizelge 3.3. Vitamin ¢o6zeltisi icerigi

Vitaminler mg/L
Thiamin 500
Nikotinik asit (Niasin) 500
Biotin 15

Hazirlanan B&P minimal besiyeri, eser element ¢ozeltisi ve demir sulfat
cOzeltisi 121°C’de 20 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Yiiksek sicaklikta
vitaminlerin yapis1 bozulacagindan vitamin ¢6zeltisinin sterilizasyonu 0.45 pm
g0Ozenekli filtreden gegirilerek saglandi.

Otoklavdan sonra B&P besiyerine eser element ve demir stlfat ¢ozeltisi eklendi.

B&P besiyerinin 30°C’ye kadar sogumasindan sonra ise vitamin ¢Ozeltisi eklendi
(Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4. 1 litre B&P minimal besiyerine eklenen eser element, demir silfat ve vitamin gozeltileri
miktarlari

Cozeltiler ml/L

Eser Element Cozeltisi (20X) 0.05
Demir Sulfat Cozeltisi (2X) 1

Vitamin Cozeltisi (20X) 0.05

R.sphaeroides’in ¢ogaltilmasinda kullanilan kati besiyeri, B&P minimal
besiyerine otoklavdan 6nce agar (% 1.5) eklenerek hazirlandi. Otoklavdan sonra eser
element, demir sulfat ve vitamin cozeltileri eklenereck karistirildi. Besiyeri petri

kaplarina dokdlerek katilasmasi beklendi.
3.1.1.2. Kaltur kosullar
Bakterileri aktiflestirmek amaciyla stoklanmis R.sphaeroides’den 6ncelikle kati

besiyerlerine ekim yapildr (Sekil 3.1). Besiyerlerinin kurumamasi igin petri kaplarinin

kenarlar1 parafilm ile sarildi.

Sekil 3.1. R.sphaeroides’in B&P kati besiyerindeki goriintiisii

Bakteriler kat1 besiyerlerinde, aerobik ve 1siksiz ortamda, 29°C sicakliktaki
inkubatorde (Binder BD 53) 3-4 gun inkiibasyonla ¢ogaltildiktan sonra sivi besiyerine
ekim yapildi. Siv1 besiyerleri aerobik kosullarda, 151k kaynagi altinda (75 watt Tungsten
lambasr) ve 29°C’de iki glin bekletildi (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. R.sphaeroides’in B&P siv1 besiyerindeki goriintiisii

Hidrojen ve ALA iiretiminde gerekli olan anaerobik kosullar, besiyerlerinin

iizerinden 3 dakika argon gazi gegirilerek saglandi.
3.2. Hidrojen ve ALA Uretiminde Kullanilan Substrat
Hidrojen ve ALA iretiminde Cumra Efes Pilsen Malt Uretim Fabrikasindan

alman ve malt tretiminde kullanilmayan elek alti, atik arpalar substrat olarak

degerlendirildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Efes Pilsen Malt Uretim Fabrikasindan elde edilen atik arpalar
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Atik arpalar oda sicakliginda c¢imlendirilerek ¢imlenme oranlarmin % 74
civarlarinda oldugu goézlemlendi. Atik arpalarin oncelikle ham yag, ham protein ve
nisasta tayinleri yapildi. Sonra atik arpalar asit hidroliz 6n isleminden gecirildi ve arpa
hidrolizatlarinin toplam seker miktari, ¢esitli elementlerin miktarlari, toplam fenol ve

amonyum miktarlar: belirlendi.

3.2.1. Atik arpalarda uygulanan analizler

3.2.1.1. Ham yag tayini

Atik arpalardaki ham yag miktar1 Goldfish yontemine gore belirlenmistir
(Wrolstad ve ark., 2005). Atik arpalar 1 mm elekten gececek sekilde ogiitiildii (Sekil
3.4).

Sekil 3.4. Ogiitiilen atik arpalar

Ogiitiilen arpalardan 1 gram tartilarak kurutma kagidinin {izerine konuldu ve
kurutma kagidi katlanarak yag kartusu icine yerlestirildi. Yag kartuslari, yag
ekstraksiyon cihazina (Velp SER 148) yerlestirildi. Krozelerin daras1 alindiktan sonra
icine 50 mL hekzan eklendi. Krozeler, yag ekstraksiyon cihazina yag kartuglarinin altina
gelecek sekilde yerlestirildi. Daha sonra yag ekstraksiyon cihazinin kolu g¢ekilerek
kartuglarin krozedeki hekzan igine gomiilmesi saglandi. 1 saat boyunca yaglarin
ekstraksiyon islemi gerceklestirildi. Ekstraksiyon isleminin son 15 dakikasinda kroze
icerisindeki hekzan ucuruldu. Boylelikle kroze icinde ekstrakte edilen yag kaldi.
Krozeler 105°C’de 3 saat kurutuldu. Krozelerin son agirliklar tartilarak % yag orami

hesaplandi.
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% Ham Yag = Son tartim — Ilk tartim x 100
Numune miktari

3.2.1.2. Ham protein tayini

Atik arpalarda ham protein tayini Kjeldahl yontemi ile gergeklestirildi (Wrolstad
ve ark., 2005). 1 mm elekten gegecek sekilde 6giitiilen atik arpalardan 0.5 gram tartildi
ve Kjeldahl tipiine konuldu. Uzerine katalizor olarak bir tablet Na;SO4 ve bir tablet
CuSO, atildi. Tiiplere 15 mL % 96’lik H,SO,4 eklendi. Tiipler Kjeldahl yas yakma
tinitesine  yerlestirildi. Yas yakma siiresince buharlasan H,SO,’0  ortamdan
uzaklastirmak icin vakum sistemi calistirildi. 420°C’de 45 dakika yakilarak yas yakma
basamagi tamamlandi. Boylece atik arpalar konsantre siilfiirik asit (H,SO4), katalizor ve
1s1 etkisiyle yakildi. Atik arpadaki azotun, siilfiirik asidin siilfat kokii ile baglanmasiyla
amonyum sulfat ((NH,4)2SO,) olustu:

Sicaklik + Katalizor

Azotlu Madde + H,SO, > (NH4)2804 + H,0+CO, + SO, (31)

Yas yakma isleminden sonra tiipler yas yakma iinitesinden alinarak sogumaya
birakildi.

Kjeldahl yontemi ile ham protein tayininde ikinci basamak distilasyon islemidir.
Distilasyonda amag yas yakma sonucu olusan amonyum siilfatin (NHg4),SO4 sodyum
hidroksitle (NaOH) muamele edilerek NH; (amonyak) olusturulmasi ve sonrasinda
borik asit tarafindan tutularak amonyum borata (NH4)BO3 doniistiiriilmesini saglamaktir

(Sekil 3.5) (Kutlu, 2008).
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(NH,),SO, + NaOH » NH; + Nay(SO,),

f
(_H

NH, + H,BO » (NH,)BO,

Sekil 3.5. Amonyum siilfatin [(NH,4),SO,] amonyum borata [(NH;)BO3] doéniisiim reaksiyonu (Kutlu,
2008)

Tiipler soguduktan sonra distilasyon cihazinin (Velp UDK 132) tiip kismina
yerlestirildi. Cihazin distile icerigi toplayicit kismima da icerisinde 50 mL borik asit
bulunan balon joje yerlestirildi. Cihazin distilasyon zaman diigmesi ayarlanarak
distilasyon islemi baslatildi. Distilasyon islemi bitiminde Kjeldahl tipi cihazdan alindi
ve igerigi cesme suyunun acik oldugu lavaboya yavagga dokiildii. Daha sonra balon joje
aliarak icerisine 6 mL indikatdr eklendi. Balon joje igerisine titrasyon islemi ile renk
dontisiimii gerceklesinceye kadar 0.1 N HCI eklendi. Renk doniisiimiiniin gergeklestigi
HCI miktar1 kaydedildi.

Ornekler iki tekrarli yapildi ve bununla beraber igerisinde 6rnek bulunmayan bir
de kor yapildi.

Orneklerdeki protein miktar: asagidaki formiile gore hesapland:

Toplam N = 1.4007 x (Titrasyonda harc. HCI — Kor icin Harc. HCI) x Faktor x 1.4
Ornek miktari

% Ham Protein = Toplam N x 6.25

3.2.1.3. Toplam nisasta miktarinin belirlenmesi

Toplam nisasta miktar1 polarimetrik yontemle belirlendi (Anonim, 2011). 1 mm
elekten gececek sekilde ogiitillen arpalardan 3 gram tartildi ve bir erlene konuldu.
Uzerine 50 mL % 1’lik HCI ¢ozeltisi eklendi. 90°C’deki su banyosunda ilk 3 dakika
calkalamak suretiyle 15 dakika bekletildi. Su banyosundan ¢ikarildiktan sonra iizerine

40 mL saf su eklendi. Sonra ¢esme altinda sogutuldu. Uzerine 10 mL % 4’liik Wolfram
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fosforik asit ¢ozeltisi eklendi. Filtre kagidi ile siiziildii. Polarimetrede (Kriiss P 3001)

okundu ve okunan degere gore % nigasta miktar1 hesaplandi:

% Nisasta miktar1 = Polarimetrede dlgiilen deger x Son hacim x 100
Arpa sabiti x Ornek miktari

3.2.2. Atik arpalarda asit hidroliz on islemi

R.sphaeroides karbon kaynagi olarak organik asitler ile monosakkarit ve
disakkaritleri kullanma kabiliyetine sahiptir (Koku ve ark., 2002). Atik arpalarda
bulunan nisastalarin monosakkaritlere ve disakkaritlere parcalanmasi amaciyla atik
arpalara asit hidroliz islemi uyguland1 (Kapdan ve ark., 2009). Atik arpalar 6ncelikle 2
mm agiklikli elekten gececek sekilde 6giitiildii. % 3, % 6 ve % 9 yogunluklarinda arpa
hidrolizatlar1 elde edilmek amaciyla, toz haline gelen arpalardan 3 gram, 6 gram ve 9
gram tartilarak ayr1 ayri siselere konuldu. Her birinin Gzerine 100 mL saf su eklenerek
karistirtldi. Daha sonra bu karigimlar derisik stlfirik asitle (H,SO4) pH:3’e ayarlandi.
Bu karisimlar otoklavda 121°C’de 30 dakika asit varliginda hidroliz edildi. Hidroliz
isleminden sonra kati kismi uzaklastirmak amaciyla hidrolizatlar 8500 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi. Stipernatant kisimlar1 alinarak filtre kagidindan gegirildi. Daha sonra
hidrolizatlar 10 M NaOH ile pH:7’ye ayarlandi. pH ayarlandiktan sonra hidrolizatlarin
renginin koyulastig1 ve bekletildigi takdirde ¢cokmelerin oldugu gbézlendi. Hidrolizatlarin
renginin daha saydam olmasi bakterilerin 1siktan daha fazla faydalanabilmeleri igin
6nemli oldugundan hidrolizatlar 8500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve supernatant
kisimlar1 alindi. Elde edilen hidrolizatlarda toplam seker, organik asit, toplam fenol ve
amonyum miktarlarinin belirlenebilmesi i¢in analizler yapildi. Daha sonra bu

hidrolizatlardan hidrojen ve ALA iiretimi i¢in besiyerleri hazirlandu.
3.2.2.1. Arpa hidrolizatlarinda gerceklestirilen analizler
3.2.2.1.1. Toplam seker miktarinin belirlenmesi
Arpa hidrolizatindaki toplam basit seker miktari, asit-fenol spektrofotometrik

yontem ile belirlenmistir (Dubois ve ark., 1956). Bu yontemde gerekli olan kimyasallar

ve bu kimyasallarin hazirlanis1 asagida verilmistir:
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10 mL % 4’luk fenol hazirlamisi: 0.4 gram fenol, 10 mL distile suda
cozduruldu.

40 mL % 96 sulfirik asit hazirlamisi: Derisimi % 98.51 olan H,SO,4’den 39.18
mL almarak distile su ile 40 mL’ye tamamlandi. Boylelikle 40 mL % 96’lik H,SO4
hazirlandi.

1 mg/mL seker standartlari: Standart egrinin ¢ikarilmasi i¢in seker standartlari
hazirlandi. 0.1 gram glukoz tartilarak 10 mL distile suda ¢ozduruldu. Elde edilen bu
¢ozelti 10 mg/mL oldu. Bu ¢ozeltinin 1 mg/mL yapilmasi i¢in, hazirlanan 10 mg/mL’lik
cozeltiden 100 pL alinarak tizerine 900 pL distile su eklendi.

Oncelikle standart egri olusturuldu. Bu amagla 1 adet kor ve 10 adet standart igin
toplam 11 adet temiz deney tiipii hazirlandi. Bu deney tiiplerine Cizelge 3.5’de verilen
miktarlarda distile su, 6nceden hazirlanmis olan 1 mg/mL seker standartlari, % 4’1ik
fenol ve % 96’lik HpSO4’den her tiipe sirayla eklendi. Daha sonra tlplerden 2 mL
alinarak kiivetlere konuldu ve spektrofotometre (Biochrom Libra S22) ile OD 490

nm’de dlgiimler yapildi. Olgiilen degerlerden seker standart egrisi ¢ikarildi.

Cizelge 3.5. Arpa hidrolizatlarinda toplam seker miktarinin belirlenebilmesi i¢in seker standart egrisinin
¢ikarilmasi

Standartlar dH,O Glukoz Miktari ¥o 4tk 7o 967tk Son Hacim
Fenol H,SO,

Kor 50 uL - 500 uL 25mL 3.05 mL
1.Tap 45 uL 5uL 500 uL 2.5mL 3.05 mL
2.Tup 40 uL 10 uL 500 uL 2.5mL 3.05 mL
3.Tup 35uL 15uL 500 uL 2.5mL 3.05 mL
4.Tup 30 uL 20 uL 500 uL 2.5mL 3.05 mL
5.Tup 25 uL 25 uL 500 uL 2.5mL 3.05 mL
6.TlUp 20 uL 30 uL 500 uL 2.5mL 3.05 mL
7.TUp 15 uL 35 uL 500 uL 25 mL 3.05 mL
8.Tlp 10 uL 40 uL 500 uL 25mL 3.05 mL
9.TlUp 5uL 45 uL 500 uL 25mL 3.05 mL
10.Tup - 50 pL 500 uL 25 mL 3.05 mL
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Standart egri c¢ikarildiktan sonra, % 3, % 6 ve % 9’luk arpa ile yapilan
hidrolizatlarin seker miktarlar1 hesaplandi. Bunun igin her bir hidrolizattan iki 6rnek
alinarak tizerlerine ¢izelge 3.6’da verilen miktarlarda kimyasallar eklendi ve olusan renk
spektrofotometrede OD 490 nm’de 6lgiildii. Onceden ¢ikartilmis olan seker standart

egrisine gore hidrolizatlardaki seker miktarlar belirlendi.

Cizelge 3.6. % 3, % 6 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarindaki toplam seker miktarinin belirlenmesi igin
eklenen kimyasal ve miktarlar

) NUMUNE | % 4LUK | % 96’LIK | dH,O SON
TUPLER ] .
MIKTARI | FENOL H,SO, (mL) HACIM
% 3’LUK ARPA 1
. . 5ul 500 uL 2.5 mL 45 uL 3.05 mL
HIDROLIZATI 2
% 6’LIK ARPA 1
] ) 5ul 500 uL 2.5mL 45 uL 3.05 mL
HIDROLIZATI 2
% 9’LUK ARPA 1
. . 5ulL 500 uL 2.5mL 45 uL 3.05 mL
HIDROLIZATI 2

3.2.2.1.2. Arpa hidrolizatlarinda element analizi

% 3, % 6 ve % 9 yogunluklarindaki arpa hidrolizatlarinda bulunan cesitli
elementlerin (B, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo, Al, Ca, Mg, Na, K) miktarlar1 ICP-
MS (Perkin Elmer Elan DRC-e) ile belirlendi.

3.2.2.1.3. Toplam fenol miktarlarinin belirlenmesi

% 3 vyogunlugundaki arpa hidrolizatinin toplam fenol miktarlarinin
belirlenmesinde Folin-Ciocalteu yontemi kullanildi (Ragaee ve ark., 2006).
Hidrolizatlardaki fenol miktarlar: gallik asit es degerine (GAE) gore hesaplandigindan
oncelikle gallik asit standart egrisi ¢ikarildi.

Gallik asit stok ¢ozeltisi hazirlanmasi: 0.05 g kuru gallik asit tartild1 ve falkon
icinde 1 mL etanolde ¢ozdiiriildii. 9 mL deiyonize su ile 10 mL ye tamamland.

% 10’luk sodyum karbonat (NaCOs) cozeltisi hazirlanmasi: 60 mL
deiyonize su manyetik karistiricida kaynama noktasina gelinceye kadar 1sitildi. Isinan

suyun Uzerine 7.5 g sodyum karbonat eklenerek balik araciligiyla karistirildi ve
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¢oziinmesi saglandi. Cozelti oda sicakliginda sogutuldu. Soguduktan sonra birkag
sodyum karbonat kristali ¢cozeltiye eklendi. COzelti 24 saat oda sicakliginda bekletildi.
Ertesi glin toplam hacmi 75 mL yapmak i¢in 15 mL deiyonize su eklendi.

6 adet tiipe sira ile 0 — 0.1 — 0.2 — 0.3 - 0.5 - I mL 6nceden hazirlanmis gallik
asit stok cozeltisinden eklenerek steril saf su ile 10 mL’ye tamamlandi. Boylelikle
standartlar seyreltilmis oldu. Seyreltilen gallik asit ¢ozeltilerinden 100 puL alinarak 6
adet temiz deney tiipiine aktarildi. % 3’liik arpa hidrolizatindan ise 100 pL, 200 pL, 400
ML ve 800 pL olmak tizere dort farklt miktarda alinarak temiz deney tiiplerine eklendi.
Her bir tip ikiser kez tekrarlandi. Standartlarin ve orneklerin bulundugu deney
taplerinin her birine 6.5 mL deiyonize su eklendi. Tupler 10 saniye vortekslendi. Her
tipe 500 pL Folin’s Reagent eklenerek 10 saniye vortekslendi. Tlpler 8 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Tiiplere 3 mL % 10’luk NaCOj3 ¢ozeltisinden eklendi. 10 saniye
vortekslendi. Tupler 40°C’deki calkalamali inkiibatore yerlestirilerek 200 rpm’de 30
dakika calkalandi. Standartlar ve ornekler OD 765 nm’de spektrofotometrede
(Biochrom Libra S22) okundu (Sekil 3.6).

" ‘ THE N |

b

Sekil 3.6. Folin Ciocalteu yontemi uygulanmis % 3 arpa hidrolizatinda fenol miktarlarina gore renk
degisikligi

3.2.2.1.4. Toplam amonyum miktarmin belirlenmesi

Amonyum hidrojen iiretiminden sorumlu nitrojenaz enzimini baskilayan bir
bilesiktir (Kars ve Giindiiz, 2010). Dolayisiyla hidrojen iiretim besiyerindeki miktari

baskilayict miktarin altinda olmalidir. Bu nedenle, arpa hidrolizatlarinda bulunan
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toplam amonyum miktari, amonyum test kiti (Norateks, Turkiye) ile ol¢uldi. Arpa
hidrolizatlar1 koyu renkli oldugu ve sahip oldugu rengin sonucu etkilememesi i¢in % 3
arpa hidrolizat1 5 kat sulandirilarak 6l¢iim yapildi. 1 mL % 3’liik arpa hidrolizat1 temiz
bir deney tiipiine alind1. Uzerine 4 mL saf su eklendi ve karistirildi. 5 kat sulandirilmis
% 3 arpa hidrolizati lizerine Kit i¢erisinde bulunan NH4-1’den 2 damla, NH4-2’den de 4
damla damlatildi ve ¢alkalandi. Renk olusumu i¢in 5 dakika beklendi. Kit igerisinde

bulunan skala ile olusan renk karsilastirilarak toplam amonyum miktar1 belirlendi.

3.2.3. Arpa hidrolizatlarindan besiyeri hazirlanmasi

R. sphaeroides ile hidrojen ve ALA Uretiminde iki dnemli faktor; besiyerinin
151k gegirgenligi ve amonyum miktarinin bakteride bulunan nitrojenaz enzim aktivitesini
inhibe edecek diizeyde olmamasidir (Koku ve ark., 2002). % 3’liik arpa hidrolizatindan
hazirlanan besiyerleri amonyum miktar1 bakimindan uygundur fakat % 9’luk arpa
hidrolizat1 ile hazirlanan besiyerine gore daha az saydamdir. Bu nedenle arpa
hidrolizatlarindan besiyeri hazirlarken % 3 ve % 9’luk arpa hidrolizatlari kullanildu.

% 3 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarinin her birinden farkli seker yogunluguna
sahip 45 mL’lik besiyerleri hazirlandi ve besiyerlerine % 10’luk (v/v) ekim yapildi (45
mL Besiyeri + 5 mL inokulasyon=50 mL) (Sekil 3.7). Besiyerleri icin 50 mL hacimli

cam penisilin siseleri ve kauguk tipalar kullanildi.

Sekil 3.7. a. % 3 arpa hidrolizatindan hazirlanan besiyerleri; b. % 9 arpa hidrolizatindan hazirlanan
besiyerleri
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Cizelge 3.7° de % 3 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarindan hazirlanan farkli seker

yogunluklarina sahip besiyerleri verilmistir.

Cizelge 3.7. % 3 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarindan farkli seker miktarlarina gére hazirlanan besiyerleri

ARPA YOGUNLUGU SEKER MIKTARI
% 3 Arpa 5g/L 6 g/L 79/l 8g/L
% 9 Arpa 5g/L 7 g/L 9¢g/L 11g/L

Asit-fenol spektrofotometrik yontem ile belirlenen % 3’liik arpa hidrolizatinda
bulunan toplam seker miktar1 11.58 g glukoz/L; % 9’luk arpa hidrolizatinda bulunan
seker miktar1 ise 48.15 g glukoz/L olarak bulundu. Bu sonuclara gore farkli seker
yogunluguna sahip her bir besiyeri i¢in besiyerine eklenecek arpa hidrolizatt miktar
standardize amacli ayr1 ayr1 hesaplandi. Cizelge 3.8 ve 3.9°da 45 mL besiyerlerine

eklenecek % 3 ve % 9 arpa hidrolizatlart miktarlart verilmistir.

Cizelge 3.8. Farkli seker yogunluguna sahip 45 mL besiyerlerine % 3 arpa hidrolizatindan eklenen miktar

% 3 Arpa Hidrolizatindan Eklenen

Seker Yogunluklari Miktar
5 g/l 21.55 mL
6 g/l 25.86 mL
7L 30.17 mL
8 g/L 34.48 mL

Cizelge 3.9. Farkli seker yogunluguna sahip 45 mL besiyerlerine % 9 arpa hidrolizatindan eklenen miktar

% 9 Arpa Hidrolizatindan Eklenen

Seker Yogunluklar: Miktar
5 g/l 5.19 mL
7L 7.27 mL
9 gL 9.35 mL

11g/L 11.42 mL
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Daha 6nce yapilan ICP-MS analizi sonucuna gore arpa hidrolizatlarinda bulunan
Mg, Ca, Mo, Co, Fe, B gibi gerekli elementlerin R.sphaeroides’in Uremesi ve hidrojen
ile ALA iiretebilmesi i¢in yeterli olmadig1 belirlendi. Bu nedenle igerisinde ¢izelge
3.10°da verilen miktarlarda MgS0O,.7H,0, CaCl,.2H,O ve ayrica tampon olarak
K;HPO, bulunan 500 mL (2X) stok c¢ozeltisi ile aynm1 miktarlarda MgSQO4.7H,0,
CaCl,.2H,0, K;HPO,4 bulunan 200 mL (5X) stok ¢ozeltisi hazirlandi.

Cizelge 3.10. 2X ve 5X olarak hazirlanan stok ¢ozeltilerine eklenen MgSO,.7H,0, CaCl,.2H,0 ve
K,;HPO, miktarlar

Icerik 2X Cozelti (g) 5X Cozelti (g)
MgSQO,.7H,0 0.2 0.2
CaCl,.2H,0 0.025 0.025

K>HPO, 0.5 0.5

dH.0 500 mL 200 mL

% 3 arpa hidrolizatindan elde edilen besiyerlerine 5X stok ¢dzeltisinden 10 mL;
% 9 arpa hidrolizatlarindan elde edilen besiyerlere ise 2X stok ¢ozeltisinden 25 mL
eklendi. % 3’ liikk arpa hidrolizatindan hazirlanan besiyerlerine 2X stok ¢ozeltisinden 25
mL eklendiginde besiyeri hacminin 45 mL’yi gegcmesinden dolay1 iki ayr1 yogunlukta
stok ¢Ozeltisi hazirlandi.

Arpa hidrolizatlarinda fazla miktarda sodyum bulundugundan ve sodyum
fazlaliginin neden oldugu osmotik basing bakterileri olumsuz etkileyeceginden NaCl
arpa besiyerlerine eklenmedi. Arpa hidrolizatlarinda yeteri kadar seker oldugu icin ve
maliyeti azaltmak amaciyla besiyerine digsaridan karbon kaynagi olarak malik asit de
eklenmedi. Ayrica arpa hidrolizatlarinda amonyum bulundugu icin ve fazla miktarda
amonyum bakterinin nitrojenaz enzimini inhibe edeceginden dolayr disaridan azot
kaynag1 olarak Na-glutamat eklenmedi. Glutamat eklenmesi maliyeti de arttiracagindan
istenilen bir durum degildir. Cizelge 3.11°de B&P minimal besiyeri igerigi ile arpa

besiyerleri icerikleri karsilastirilmistir.
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Cizelge 3.11. R. sphaeroides’in sentetik bllyime besiyeri olan B&P minimal besiyeri ile arpa
hidrolizatlarindan hazirlanan besiyerlerinin i¢eriklerinin karsilastirilmasi

Gereken Kimyasallar

B&P Minimal Besiyeri

Arpa Besiyerleri

(9/L) (g/L)
K;HPO, 0.5 0.5
MgSQO,.7H,0 0.2 0.2
DL-Malik Asit 2 -
L-Glutamik Asit (Na Glutamat.H,0) 0.37 -
NaCl 0.4 -
CaCl,.2H,0 0.05 0.025
Eser Element Cozeltisi (20X) 0.05 mL/L 0.05 mL/L
Demir Sulfat Cozeltisi (2X) 1 mL/L 1 mL/L
Vitamin Cozeltisi (20X) 0.05 mL/L 0.05 mL/L

Stok cozeltiler ile eser element, demir silfat ve vitamin c¢ozeltilerinden

besiyerlere eklenen miktarlar Cizelge 3.12 ve 3.13’de verilmistir.

Cizelge 3.12. % 3’lik arpa hidrolizatindan hazirlanan farkli seker miktarlarindaki 50 mL hacimli
besiyerlerine eklenen maddeler

HCl ilavesi ile pH:6,9-7.0’ye

Seker
5X Stok % 3 Arpa
Miktarina o
Cozeltisi Hidrolizati
Gore
. . (mL) (mL)
Besiyerleri
5g/L 10 21.55
6 g/L 10 25.86
79/l 10 30.17
8g/L 10 34.48

ayarlandi.

Eser Demir o
Element Sulfat ;
Cozeltisi Gozeltisi | &

(hL) (hL) S

<
25 50 z
25 50 3

(@)
25 50 _:gl
25 50

mL’ye tamamlandi.

Cizelge 3.13. % 9’luk arpa hidrolizatindan hazirlanan farkli seker miktarlarindaki 50 mL hacimli
besiyerlerine eklenen maddeler

Seker
2X Stok % 9 Arpa
Miktarina o
Cozeltisi Hidrolizati
Gore
_ _ (mL) (mL)
Besiyerleri
5g/L 25 5.19
79/l 25 7.27
9¢g/L 25 9.35
11g/L 25 11.42

HCl ilavesi ile pH:6,9-7.0°ye

ayarlandi.

Demir
Ln
Eser Element Sulfat ;
Cozeltisi (nL) | Cozeltisi | 'S
ey
(nL) S
wn
2.5 50 =
D
(5]
2.5 50 ‘_?5
2.5 50 Q,
T
2.5 50 °

mL’ye tamamlandi.
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50 mL hacimli penisilin siselerine stok c¢ozeltileri ve arpa hidrolizatlar
eklendikten sonra besiyerlerinin pH’s1 dl¢iildii ve yaklasik 7.9 oldugu belirlendi. HCI
ilavesi ile besiyerleri pH: 6.9-7’ye ayarlandi. Besiyerlerine eser element ve demir stlfat
cozeltilerinden eklendi. Daha sonra besiyerlerinin son hacimleri distile su ile 45 mL’ye
tamamland1 ve besiyerleri ile kauguk tipalar ayr1 ayri 121°C’de 20 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi.

Otoklavdan sonra besiyerlerinin yaklasik 30°C’ye kadar sogumasi beklendi.
Besiyerleri soguduktan sonra her siseye daha onceden 0.45 um go0zenekli filtreden
gecirilerek steril edilmis vitamin ¢ozeltisinden 2.5 pL eklendi. Besiyerlerine 2 gin B&P
besiyerinde inkiibe edilmis bakterilerden % 10’luk (v/v) ekim yapildi. Daha sonra
siselerin tipalar1 sikica kapatildi. Ilk olarak arpa besiyerlerinde R. sphaeroides’in Gireme
egrisi ¢ikarilmasi planlandigindan bakteriler 29°C’deki inkiibatérde ve 151k kaynag
olarak 75 watt ampul kullanilarak inkiibe edildi. Cesitli zaman araliklarinda optik

yogunluk o6l¢iilerek lireme egrileri olusturuldu.

3.2.3.1. Arpa besiyerlerinde R. sphaeroides’in iireme egrisi ve besiyerindeki pH

degisim egrisinin olusturulmasi

% 3 ve % 9 luk arpa hidrolizatlarindan hazirlanan besiyerlerine ekim
yapildiktan sonra besiyerlerinden her giin 1 mL 6rnek alindi ve 6rnek alinan saatler
kaydedildi. Alinan 6rneklerin 6ncelikle pH metre (WTW pH 330i) ile pH’lar1 6lgiildii
ve bu degerlerle besiyerlerinin pH degisim egrileri olusturuldu. Daha sonra
spektrofotometrede (Biochrom Libra S22) OD 660 nm’de Olglim yapilarak alinan
verilerden R.sphaeroides’in % 3 ve % 9 arpa hidrolizatlarindan elde edilen

besiyerlerindeki tireme egrileri ¢ikarildi.

3.2.4. Hidrojen diizeneginin kurulmasi

R.sphaeroides’in arpa besiyerlerindeki iireme egrisi ¢ikarildiktan sonra hidrojen
liretim asamasina gecildi. Farkli seker derisimlerine sahip besiyerleri 50 mL hacimli
penisilin siselerinde hazirlandi. Besiyerlerine ekim yapildiktan sonra steril tipalar sikica
kapatildi ve parafilmlendi. Anaerobik ortam saglamak i¢in her bir besiyerinin ilizerinden
3 dakika argon gazi gecirildi. Hidrojen iiretim diizenegi Uyar ve arkadaslarinin (2007)

gelistirdigi yontemle gerceklestirildi.
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Hidrojenin biriktigi 25-30 cm uzunlugundaki deney tiipleri hazirlandi (Sekil
3.8). Bu deney tiiplerinde, tiiplerin alt kismindan baslamak iizere cetvel araciligiyla her
cm isaretlendi. Isaretlenen kisimlardan rastgele 2 aralik belitlenerek bu iki aralik
arasinin ka¢ mL su aldig1 belirlendi. Her tiip i¢in 2 deger 6lgiildii ve bunlarin ortalamasi
alindi. Daha sonra deney tiipleri agzina kadar saf su ile dolduruldu ve agizlar1 kauguk
tipalarla kapatildi. Bu deney tiipleri agiz kisimlar1 asagi gelecek sekilde portiiplere

yerlestirildi.
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Sekil 3.8. Hidrojenin toplandigi dereceli deney tiipleri

Besiyerlerinde biriken gazin hazirlanan deney tiiplerine iletilebilmesi igin
kablolar hazirlandi. Yaklasik 1 cm capindaki elektrik kablolar1 50 cm boyunda kesildi
ve bu kablolarin igerisindeki teller ¢ikarildi; bdylelikle kablolarin yalitim kisimlari
kaldi. Yesil renkli enjeksiyon ignelerinin plastik kisimlar1 ¢ikarildi. Geriye kalan igne
kisimlari, hazirlanan kablolarin her iki ucunda bir igne olacak sekilde yapistirildi.
Ignenin ttkanmamasma dikkat edildi. Daha sonra igne ile kablonun birlestigi kisim

parafilmlendi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Hidrojen diizeneginde kullanilan kablolar

Deney diizenegi kurulmadan 6nce hazirlanan kablolarin igerisinden % 70 alkol
gecirilerek sterilizasyonu saglandi. Kablolarin igerisindeki alkol tamamen bosaltildi.

Kablolarin bir ucundaki igne, ters ¢evrilmis deney tliplerinin kauguk tipalarina
takildi. Deney tiiplerinin kauguk tipalarima bir de ucu bosta kalacak sekilde siringa
igneleri takildi. Kablolarin diger ucundaki igne ise besiyerlerinin bulundugu siselerin
kauguk tipalarina takildi. Besiyerleri 29°C’deki inkiibatdre yerlestirildi ve yaklasik10
cm Onlerine 75 watt ve 100 watt olmak tizere iki adet tungsten 151k kaynagi konuldu.

Boylelikle hidrojen lretim diizenegi tamamlanmis oldu (Sekil 3.10 ve 3.11).

Sekil 3.10. % 3 arpa hidrolizatindan hazirlanan besiyerlerinde hidrojen iiretim diizenegi
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Sekil 3.11. % 9 arpa hidrolizatindan hazirlanan besiyerlerinde hidrojen tiretim diizenegi

R. sphaeroides tarafindan tiretilen gaz miktar1 su yer degistirme prensibine gore
Olciildi. Bu ilkeye gore bakteri tarafindan iiretilen gaz, kurulan diizenekteki kablolardan
gecerek deney tiipiine gider ve deney tiipiiniin {ist kisminda birikir. Deney tiipiine gelen
gazin olusturdugu basing; iiretilen gaz kadar saf suyun acikta birakilan siringa

ignesinden disar1 akmasini saglar.

3.2.4.1. Gaz kromotografisi ile hidrojen miktarimin belirlenmesi

R. sphaeroides tarafindan iiretilen gazin hidrojen gazi miktar1 gaz kromotografisi
ile belirlendi. Deney tiiplerinde biriken gazdan, siringa (Hamilton, 22 GA 500 pL, gaz
sizdirmaz #1750) ile 100 pL 6rnek alindi ve gaz kromotografisine (Agilent, 6890N)
enjekte edildi. Supelco Carboxen 1010 kolonu ve termal iletkenlik dedektorti (TCD)
kullanildi. Gaz analizinde tasiyict gaz olarak 22.3 mL/dk akis hizinda argon gazi
kullanildi. Firin, enjektor ve dedektdr sicakliklart sirasiyla 140°, 160°C, 170°C olarak

ayarlandu.

3.2.5. ALA iiretimi icin besiyeri tasarimi

ALA dretimi igin % 9’ luk arpa hidrolizatiyla hazirlanan besiyerleri kullanildi
¢linkii bu besiyerlerinin saydamligi % 3 arpa hidrolizatindan hazirlanan besiyerlerine
oranla daha fazlaydi. ALA’nin 6nciil maddesi olan levulinik asit ile B12 vitamini varligi
ALA iretimini arttirmaktadir (Sasaki ve ark., 1990). Bu nedenle ALA (retim besiyerine

hidrojen ftretiminde kullanilan besiyerlerinden farkli olarak levulinik asit ve B12
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vitamini de eklendi. Besiyerlerine eklenmek U(zere B12 vitamini ve levulinik asit
¢Ozeltisi hazirlandi:

B12 vitamini ¢ozeltisi: 5 mg B12 vitamini 10 mL suda ¢ézduruldi ve 0.45 um
por aciklikli filtreden gegirilerek sterilize edildi. % 9’ luk arpa hidrolizatindan
hazirlanan her bir besiyerine otoklavdan sonra 20X vitamin ¢ozeltisi ile birlikte 250 pL
B12 vitamini ¢ozeltisinden eklendi.

3 M levulinik asit ¢ozeltisi (2X): 3.484 gram levulinik asit tartilarak 4 mL
distile suda ¢ozdiruldid. 10 M NaOH ilavesi ile pH:6.9-7’ye ayarlandi. Distile su ile 10
mL’ye tamamland1. 0.45 um gozenekli filtreden gecirilerek sterilize edildi.
Besiyerindeki levulinik asit varlig1 bakterilerin {iremesini azaltir. 50 mM tizerindeki
levulinik asit varlig1 bakterilerin hiicre iremesini tamamen durdurur (Tangprasittipap ve
Prasertsan, 2002). Bu nedenle her bir besiyerlerine 30 mM levulinik asit 34. saatte yani
bakterilerin log fazinin sonlarina dogru eklenmistir.

Cizelge 3.14°de ALA besiyerlerine eklenen ¢ozeltiler verilmistir.

Cizelge 3.14. % 9’ luk arpa hidrolizatindan hazirlanan ALA Uretim besiyerlerine eklenen ¢ozeltiler ve
miktarlari

Hazirlanan Cozeltiler 50 mL ?45 -mL ]-Sesiyer-i +5 mL inokl-llsayon)
Hacimli Besiyerlerine Eklenen Miktar
K;HPO,, MgS0O,.7H,0, CaCl,.2H,0 iceren _—
Stok Cozeltisi (2X)
Demir Sulfat Cozeltisi (2X) 50 uL
Eser Element Cozeltisi (20X) 2.5 uL
Vitamin Cozeltisi (20X) 2.5 uL
B12 Vitamini Cozeltisi 250 uL
3 M Levulinik asit Cozeltisi (2X) 500 pL

% 9’ luk arpa hidrolizatindan hazirlanan besiyerleri ve kauguk tipalar 121°C’de
20 dakika otoklavlandi. Otoklavdan sonra besiyerlerinin sogumasi beklendi ve daha
sonra her bir besiyerine Cizelge 3.14’deki miktarlarda vitamin ¢ozeltisi ile birlikte B12
vitamini cozeltisi eklendi. Besiyerlerine % 10’luk (v/v) ekim yapildi. Besiyerleri 3
dakika argondan gegirilerek anaerobik ortam olusturuldu. Hazirlanan ALA
besiyerlerinde bakterilerin ALA {iretimleri ile birlikte hidrojen iiretimleri de arastirildi.
Hidrojen diizenegi kurularak bakteriler 29°C’deki inkiibatrde 75 watt ve 100 watt 151k

kaynaklar1 altinda inkiibe edildi. 34. saatte diizenek bozuldu ve hazirlanan 3 mM
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levulinik asit ¢Ozeltisinden her bir besiyerine 500 pL eklendi. Besiyerleri tekrardan
argon gazindan gecirilerek anaerobik ortam olusturuldu. Hidrojen diizenegi kuruldu.
29°C’de 75 watt ve 100 watt 151k kaynaklar1 altinda bakterilerin inkiibasyonuna devam
edildi.

3.2.5.1. Hiicre dis1 ALA miktarimin spektrofotometrik yolla belirlenmesi

5-Aminolevulinik asit R. sphaeroides tarafindan hiicre disina salgilandig igin,
ALA’nm besiyerindeki miktar: spektrofotometrik yontemle belirlendi (Chaikritsadakarn
ve ark., 2004). Hidrojen iiretiminde kullanilan % 3 ve % 9’ luk arpa hidrolizatlarindan
hazirlanan besiyerleriyle ALA iiretimi i¢in hazirlanan besiyerlerinin hiicre dis1t ALA
miktarina bakildi. Bu yontem igin gerekli olan kimyasallar ve hazirlanislar asagida
verilmistir:

% 1 Asetilaseton iceren 1 M asetat tamponu (50 mL): 1 M asetat
tamponundaki glasiyal asetik asit (C,H40,) miktari:

Glasiyal asetik asidin molekiiler agirligi: 60.05 g/mol; yogunlugu: 1.049 g/cm3

50 mL hacimli 1 M asetat tamponuna:

n

1M=—m78—
50 x 1073

n=0.05 mol Glasiyal asetik asit
m= 3.0025 gram Glasiyal asetik asit olmalidir.
d=1.049 g/cm® ise ve cm®*=mL oldugundan;

1 mL 1.049g Glasiyal asetik asit x=2.862 mL glasiyal asetik asit eklenmelidir.
xmL 3.0025 g Glasiyal asetik asit



57

50 mL, 1 M asetik asit tamponu hazirlandi. 20 mL distile su {izerine 2.862 mL
glasiyal asetik asit eklendi. Cozelti 25 mL’ye tamamlandi. NaOH ilavesiyle pH:4.7’ye
ayarlandi. Tampon ¢ozeltisi distile suyla 50 mL’ye tamamlandi.

Ehrlich reaktifi (50 mL): Ehrlich reaktifi % 2 (w/v) p-dimetil
aminobenzaldehit ve 8 mL % 70 perklorik asit iceren 50 mL asetik asit ¢ozeltisidir. 1
gram p-dimetil aminobenzaldehit tartilarak bir flaska konuldu. Uzerine 8 mL % 70
perklorik asit eklendi. Cozelti glasiyal asetik asit ile 50 mL’ye tamamlandi.

ALA standartlan i¢in hazirlanan 500 mM stok c¢o6zelti (1 mL): 8 farkli
derisimde ALA standardi hazirlamak i¢in oncelikle 1 mL 500 mM ALA stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Bunun i¢in 0.0838 g ALA, 1 mL steril saf suda ¢ozdiiriildii.

Oncelikle ALA standart egrisi ¢ikarildi. Bunun igin 8 adet temiz deney tiipii
hazirlandi ve bu deney tiiplerine Cizelge 3.15’de belirtilen miktarlarda ALA stok
cozeltisinden eklendi. Her tupin hacmi saf su ile 100 plL’ye tamamlandi, tupler
vortekslendi. Tiiplere 2 mL hazirlanan asetat tamponundan eklendi. Tiipler vortekslendi
ve 15 dakika 100°C’deki suda bekletildi. 15 dakika sonra tiipler buz icerisinde hizlica
sogutuldu ve tiiplere 3.5 mL Ehrlich reaktifinden eklendi, tiipler vortekslendi. Renk
olusumu i¢in 15 dakika beklendi. Daha sonra kiivetlere ¢ozeltilerden 2 mL alinarak

spektrofotometrede OD 533 nm de dl¢lim yapildi ve ALA standart egrisi ¢ikarildi.

Cizelge 3.15. Besiyerlerinde hiicre disgi ALA miktarinin belirlenmesi i¢in ALA standart egrisinin
¢ikarilmasi

o E Asetat . N
S = ALA Stok dH,O Ehrlich Reaktifi :
= 5 Tamponu = =)
S g | Cozeltisi (uL) (nL) =2 (mL) =
h = (mL) D =
Z =~ 5 O
S s -
1 0.781 99.219 2 @ B 3.5 g
3 =) =
2 1.563 98.437 2 2 S 35 S
x o]
(5] < —
3 3.125 96.875 2 s 2 35 =
(& N 5
4 6.25 93.75 2 S & 35 Z
= e S
5 125 87.5 2 ks E 35 Z
6 25 75 2 g 35 °
% 5
7 50 50 2 35 2

8 100 2 3.5

% 3 ve % 9’ luk arpa hidrolizatindan hazirlanan besiyerleri ile ALA iiretimi i¢in

hazirlanan besiyerlerinde hiicre dist ALA nin tespiti i¢in dncelikle 151k kaynagi altinda
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ve anaerobik kosullarda inkiibe edilen besiyerleri 15 giin inkiibasyondan sonra 8500
rpm de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant kisim filtre kagidi ile siiziildii. Daha
sonra bu besiyerlerinden 200 puL alinarak ALA standartlarina uygulanan islemler
uygulandi (Cizelge 3.16). Orneklerin analizinde kor tiipiine drnegin renkli olmasindan
dolayr 200 pL oOrnek de eklendi, renk olusmamasi i¢in asetat tamponu yerine su
kullanildi; 3.5 mL Ehrlich reaktifi eklendi.

Eklenen 200 uL 6rnek spektrofotometrenin 6lgebilecegi kadar renk olusturmadi.
Bu nedenle besiyerlerindeki toplam ALA miktarinin belirlenebilmesi igin besiyerleri
-110°C’de liyofilizasyon islemi ile yogunlastirildi. Liyofilizasyon iiriinleri 2 mL suda

¢cozduruldu ve bu 6rneklerden 500 uL alinarak ALA miktarlari hesaplandi

Cizelge 3.16. % 3 ve % 9’ luk arpa hidrolizatindan hazirlanan besiyerleri ile ALA {iretimi i¢in hazirlanan
besiyerlerinde hiicre dist ALA miktarinin belirlenmesi

£ . Asetat . .
X = Ornek Ehrlich Reaktifi
c X Tamponu
o E (nL) (mL)
2 (mL) 3
= 5
= <
g = 1 200 2 kS _ 35 E
< S E 5 g
= 5 2
°& | 2 200 2 g El 35 3
o 7] )!
8- 1 200 2 3 8 35 g
_ <
<z s | £ 2
o @ 2 200 2 =] < 3.5 =
> S S 2
= M =
XX 723
=
=g 1 200 2 S 35 S
E = 3 ' =
25 2
2= &
J=% 2 200 2 3.5
<z




4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Atik Arpadaki Ham Yag, Toplam Protein ve Nisasta Miktarlari

Atik arpalarda bulunan ham yag, protein ve nisasta miktarlar1 Cizelge 4.1’deki

gibi hesaplandi.

Cizelge 4.1. Atik arpalarda bulunan ham yag, protein ve nisasta miktarlari

59

U Toplam Protein Toplam Nisasta
Arnek Ham Yg,g ;“‘kta“ Miktar: Miktar:
° (%) (%)
Atik Arpa 2.45 +0.035 11.19 + 0.46 37.5+0.49

Czuchajowska ve ark. (1998)’nin ¢aligmalarinda biitiin bir arpa tanesinde % 65-
68 nisasta, % 10-17 protein ve % 2-3 yag oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
atik arpalarin nigasta miktarlarinin ise daha az oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni

kullanilan arpalarin atik (kalitesiz, kirik, elek alt1 arpalar) olmasidir.

4.2. Arpa Hidrolizatlarina Uygulanan Analizler

Atik arpalarin Ggiitiilmesinden sonra arpada bulunan polisakkaritlerin basit
sekerlere parcalanmasini saglamak amaciyla uygulanan asit hidroliz 6n islemi
sonucunda arpa hidrolizatlar elde edildi. Arpanin biyohidrojen iiretimi i¢in uygun olup
olmadigini anlamak amaciyla elde edilen arpa hidrolizatlarinda toplam seker, element,

fenol ve amonyum miktar1 analizleri yapilmistir ve sonuglar1 agagida verilmistir.

4.2.1. Arpa hidrolizatlarinda bulunan toplam seker miktari

Glukoz, siikroz ve laktoz gibi sekerler kolayca parcgalanabildiklerinden hidrojen
iiretiminde tercih edilen substratlardir (Kapdan ve Kargi, 2006). Ayrica Shah ve ark.
(2001)’nin galigmalarinda substrat olarak basit sekerlerin kullaniminin hidrojen
tiretimini arttirdig1 belirtilmistir. Bu nedenle arpa hidrolizatinda bulunan basit seker

miktar1 biyohidrojen tiretimini dogrudan etkiler.



60

Asit fenol spektrofotometrik yontemi ile % 3, % 6 ve % 9’luk arpa
hidrolizatlarinda, asit hidroliz islemi uygulanmadan 6nce arpada bulunan basit sekerler
ile asit hidroliz isleminden sonra nisastanin ve diger polisakkaritlerin hidrolizi sonucu
olusan basit sekerlerin toplam miktarlar1 belirlenmistir. Sekil 4.1°de asit fenol
spektrofotometrik yontem kullanilarak hesaplanan glukoz standart egrisi verilmistir. Bu

egri arpa hidrolizatlarindaki toplam seker miktarinin hesaplanmasi igin gereklidir.

y=0,0856x+0,0178 &

R*=0.9919

OD 490nm
o o o
Y

=
3]

0 5 10 15 20
Glukozmeg/L

o
o

Sekil 4.1. Glukoz standart egrisi

% 3, % 6 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarinin spektrofotometrede ODagonm
Olctimleri aliarak, elde edilen glukoz standart egrisi lizerinden seker miktarlar

hesaplanmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli yogunluklardaki arpa hidrolizatlarinda bulunan toplam seker miktarlari

VArpa ODug0nm Kons(;:]utllfg;yonu S“land..lr{na g Glukoz/L
Yogunluklari (mg/L) Faktoru
% 3 1.643 18.986 610 11.582
% 6 3.136 36.428 610 22.221
%9 6.774 78.928 610 48.146
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Gubatz ve Shewry (2011)’nin ¢aligmasinda olgun arpa tanesinde bulunan sukroz
ve diger seker miktarlarinin % 2-35 oldugu belirtilmistir. Cizelge 4.3.’de arpa

tanelerinin karbonhidrat bilesenleri verilmistir (Henry, 1988).

Cizelge 4.3. Arpa tanelerinin karbonhidrat bilesenleri (Henry, 1988)

Karbonhidrat Alt Birimi Miktar (%)
Monosakkaritler Glukoz 0.03-0.6
) ) Fruktoz 0.03-0.16
Disakkaritler
Suikroz 0.34-2.0
) ) Maltoz 0.006-0.14
Oligosakkaritler
Fruktanlar 0.019-0.97
Polisakkartiler Rafinoz 0.14-0.83
Nisasta 51.5-72.1
Pentozan (arabinoksilan) 4.4-7.8
B -D Glukanlar
B-Glukanlar 3.64-6.11
Seluloz 1.44-5.0
Toplam Karbonhidrat 78.0-83.9

Arpa taneleri ile atik arpa hidrolizatlarinda bulunan basit seker miktarlar
karsilastirildiginda; Henry (1988) ile Gubatz ve Shewry (2011)’nin c¢alismalarinda
belirtildigi {lizere arpa tanesinde bulunan toplam basit seker miktar1 diisiikken; asit
hidroliz islemi uygulanmis arpa hidrolizatlarinda ise toplam basit seker miktar1 % 11-48
oranlarina kadar yiikselmistir. Bu sonu¢ asit hidroliz isleminin basariyla

gergeklestirildigini gostermektedir.

4.2.2. Arpa hidrolizatlarinda bulunan bazi elementlerin miktarlari

Tum bir arpa tanesinde bulunan toplam mineral miktar1 % 1.5-2.5tir (Quinde ve
ark.,2004). Farkli yogunluklardaki arpa hidrolizatlarinda bulunan B, Cr, Mn, Fe, Co, Ni,
Cu, Zn, Mo, Al, Ca, Mg, Na, K clementlerinin miktarlart ICP-MS ile belirlenmis ve
sonuclar Cizelge 4.3’de verilmistir. Miktar1 belirlenen elementler R.sphaeroides’in

uremesi ve hidrojen tretebilmesi igin gerekli olan elementlerdir.
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Cizelge 4.4. Farkli yogunluklardaki arpa hidrolizatlarinda bulunan ve R.sphaeroides’in tremesi igin
gerekli olan elementler ile miktarlar

Arpa Hidrolizatlar
YogunluKlar: % 3 Arpa % 6 Arpa % 9 Arpa
Elementler Hidrolizati Hidrolizat1 Hidrolizat1
B (mg/L) 0.449 0.407 0.425
Cr (mg/L) 0.052 0.1 0.174
Mn (mg/L) 0.4 0.619 1.078
Fe (mg/L) 0.153 0.302 0.443
Co (mg/L) - 0.002 0.003
Ni (mg/L) - 0.002 0.015
Cu (mg/L) 0.05 0.146 0.084
Zn (mg/L) 0.227 0.224 0.437
Mo (mg/L) 0.003 0.002 0.002
Al (mg/L) 0.041 0.078 0.205
Ca (mg/L) 13.405 25.32 41.542
Mg (mg/L) 33.7 68.341 122.477
Na (mg/L) >800 >800 >800
K (mg/L) >400 >400 >400

Arpa hidrolizatlar1 kullanilarak tasarlanan besiyerlerine eklenecek elementlerin
miktarlar1 ICP-MS sonucuna goére materyal yontem boliimiinde verildigi gibi
belirlenmistir. Analiz sonucuna gore Na ve K miktarlari ICP-MS cihazinin 6lgebilecegi
en lst sinirdan fazladir. Bu nedenle materyal ve yontem kisminda da belirtildigi gibi
disaridan herhangi bir Na ve K besiyerlerine eklenmemistir. Arpa hidrolizatlarinda
analizi yapilan diger elementler ise R.sphaeroides’in Uremesi igin yeterli miktarda
olmadigindan materyal ve yontem bdlimiinde verildigi gibi bu elementlerden
besiyerlerine eklenmistir.

Holland ve ark. (1988)’nin ¢alismalarinda belirtilen arpa tanelerindeki mineral
bilesenleri miktar1 ile bu mineral bilesenlerin % 9’luk arpa hidrolizatlarindaki

miktarlarinin karsilastirilmasi Cizelge 4.5°de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Holand ve ark. (1988)’min ¢aligmalarinda belirtilen arpa tanesinin mineral
bilesenleri ile % 9’luk arpa hidrolizatindaki mineral bilesenlerin miktarlarinin karsilastiriimasi

mg/kg
Ornek K Mg Ca Fe Zn Mn Cu
Arpa Tanesi 5600 910 500 60 33 17 4.0
% 9’luk
Arpa >400 1360.86 | 461.58 4.92 4.86 11.98 0.93
Hidrolizati

Bu cizelgeye gore % 9’luk arpa hidrolizatlarinda bulunan Mg miktar1 arpa

tanelerindeki miktara gére fazladir. Ca, Fe, Zn, Mn, Cu miktarlar1 ise arpa tanelerinde

bulunan miktarlara oranla diisiiktiir. Bu farklilik; kullanilan arpalarin farkli tiirlere ait

olmasi veya farkli miktarlarda mineral igeren topraklarda yetistirilmis olmast gibi

sebeplerden kaynaklaniyor olabilir.

4.2.3. Arpa hidrolizatlarimin toplam fenol miktarlar:

Folin Ciocalteu yontemi ile % 3’liikk arpa hidrolizatlarindaki toplam fenol

miktar1 gallik asit es degeri (GAE) cinsinden bulundu. Hesaplamalarin yapilabilmesi

icin gerekli gallik asit standart egrisi sekil 4.2°deki gibidir.
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Sekil 4.2. Gallik asit standart egrisi
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OI(;UIen ODy7gsnm degerinin, gallik asit standart egrisi icerisinde yer almasi
istendigi i¢in materyal ve yontem kisminda belirtildigi gibi farkli miktarlarda % 3’luk
arpa hidrolizatindan deney tiiplerine eklenmisti. Yalnizca % 3’liik arpa hidrolizatindan
100 pL eklenen tipteki OD7gsnm degeri (0.1795 nm), olusturulan gallik asit standart
egrisi icinde yer aldigindan 100 puL’deki toplam fenol miktar1 hesaplandi (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Farkli yogunluklardaki % 3’liik arpa hidrolizatlarinin OD+gs,m degerleri

% 3 Arpa Hidrolizatindan Eklenen Miktar Yogunluk OD 765 nm
100 pL 0.003 0.1795
200 pL 0.006 0.321
400 pL 0.012 0.584
800 pL 0.024 1.0225

Yapilan oOl¢iimlere gore 0.003 yogunlugundaki arpa hidrolizatinda bulunan
toplam fenol miktar1 1012.67 ng GAE/g arpa olarak hesaplandi.

Dvorakova ve ark. (2008)’nin c¢alismalarina gore kuru arpada bulunan toplam
fenol miktar1 211.4-572.8 g GAE/Qka olarak belirtilmistir. Buna gore kullanilan atik

arpanin toplam fenol igeriginin yiliksek oldugu goriilmektedir.

4.2.4. Arpa hidrolizatlarinin amonyum miktari

Akkose (2008)’nin calismasinda besiyerlerine amonyum kaynagi olarak 2
mM’dan fazla amonyum klorid (NH4Cl) eklendiginde, amonyumun nitrojenaz enzimini
baskiladigi ve hidrojen dretimi olmadigi belirtilmistir. Bu nedenle arpa
hidrolizatlarindan hazirlanan besiyerlerinin amonyum miktarlar1 hidrojen iiretiminin
gergeklesebilmesi icin 2mM’dan az olmalidir.

Arpa hidrolizatlarinin amonyum miktar1 agisindan hidrojen {iretimi i¢in uygun
olup olmadigini belirlemek amaciyla % 3’liik arpa hidrolizatindaki amonyum miktar1
amonyum kiti kullanilarak (Norateks, Tiirkiye) dl¢iildii. 5 kat sulandirilmis % 3’liik arpa
hidrolizatindaki amonyum miktar1 2.5 ppm (0.139 mM) olarak bulundu. Buna gore
sulandirilmamis % 3 arpa hidrolizatinda bulunan amonyum miktar1 12.5 ppm (0.693
mM) olacaktir. Akkose (2008)’nin calismasina gore % 3’liikk arpa hidrolizatinda

bulunan amonyum miktar1 hidrojen tiretimini baskilayacak diizeyde degildir.
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% 9’luk arpa besiyerindeki amonyum miktar1 ise % 3’likk arpa hidrolizatinda
hesaplanan amonyum miktarinin 3 kat1 olacaktir. Buna gore % 9’luk arpa hidrolizatinda
bulunan amonyum miktart 37.5 ppm (2.079 mM)’dir. Seker yogunluguna gore
besiyerleri hazirlandig1 icin arpa hidrolizatlar1 sulandirilmistir. Boylelikle her bir
besiyerinde ¢ok daha az miktarda amonyum bulunmaktadir. Bu nedenle % 9 ‘luk arpa
hidrolizatindan hazirlanan besiyerlerindeki amonyum miktarlar1 da hidrojen Gretimini
baskilayacak diizeyde degildir.

Cizelge 4.7°de % 3’luk arpa besiyerinde ve cizelge 4.8’de ise % 9’luk arpa

besiyerlerinde bulunan amonyum miktarlar1 verilmistir.

Cizelge 4.7. % 3’luk arpa besiyerlerinin amonyum miktarlari

Seker Yogunluklarina Gore

Besiyerleri 59/L 6 g/L 749/L 8¢g/L

50 mL Besiyerindeki Amonyum

Miktar1 (mM) 0.299 0.359 0.418 0.478

Cizelge 4.8. % 9’luk arpa besiyerlerinin amonyum miktarlari

Seker Yogunluklarina Gore

Besiyerleri 59/L 79/l 9¢g/L 11 g/L

50 mL Besiyerindeki Amonyum

Miktar1 (mM) 0.215 0.302 0.389 0.475

4.3. R.sphaeroides’in Arpa Besiyerlerindeki Ureme Egrisi ve Besiyerlerinin pH

Degisim Egrisi

Arpa besiyerlerine % 10’luk ekim yapildiktan sonra % 3’lik arpa
hidrolizatindan elde edilen besiyerlerinde pH degisim egrisi ile R.sphaeroides’in bu
besiyerlerindeki reme egrisi sekil 4.3’de; % 9’luk arpa hidrolizatindan elde edilen
besiyerlerinde pH degisim egrisi ile R.sphaeroides’in bu besiyerlerindeki Greme egrisi

ise sekil 4.4°de verilmistir.
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Sekil 4.3. Ekim yapildiktan sonra % 3’liik arpa hidrolizatindan elde edilen besiyerindeki pH degisim
egrisi (a) ve R.sphaeroides’in bu besiyerindeki tireme egrisi (b); Ol¢limler farkli zamanlarda alinmak
iizere 2 tekrarli olarak yapilmustir.
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Sekil 4.4. Ekim yapildiktan sonra % 9’luk arpa hidrolizatindan elde edilen besiyerindeki pH degisim
egrisi (a) ve R.sphaeroides’in bu besiyerindeki tireme egrisi (b); Olglimler farkli zamanlarda alinmak
iizere 2 tekrarli olarak yapilmustir.
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% 3 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarindan elde edilen besiyerlerindeki pH degisim
egrilerinde, 6nceden pH: 7’ ye ayarlanan besiyerlerinin ilk 24 saat icerisinde pH: 6.8’e
kadar distiigii goriilmektedir. Daha sonra besiyerlerinin pH’s1 yeniden ytikselerek pH:
7.1’e kadar ¢ikmaktadir.

R.sphaeroides’in % 3 ve % 9’luk arpa besiyerlerindeki tireme egrilerinde ise

bakterileri iiremesinin yaklasik 78. saate kadar devam ettigi goriilmektedir.

4.4. Arpa Besiyerlerinde Uretilen Hidrojen Miktar

% 3’k arpa besiyerlerinde dretilen toplam hidrojen tiretim egrisi sekil 4.5°de,

% 9’luk arpa besiyerindeki toplam hidrojen iiretim egrisi ise 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.5. % 3’luk arpa besiyerinde toplam hidrojen miktar1 egrisi

Sekil 4.5’de gorildigi gibi farkli seker yogunluguna sahip % 3’luk arpa
besiyerlerinde hidrojen {iretimi birbirine ok yakindir. Istatistiksel olarak belirgin bir
fark olmamakla birlikte 5 g/L seker yogunluguna sahip besiyerinde iiretilen hidrojen
miktari biraz daha fazladir (0.31 | Hy/I kiltar). 0.29 | Hu/I kiltur hidrojen tiretim miktari

ile en az hidrojen iiretimi ise 8 g/ seker yogunlugundaki besiyerinde gerceklesmistir.
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Bunun sebebi, 8 g/L seker yogunluguna sahip besiyerinin, daha fazla hidrolizat icermesi

ve buna bagl olarak besiyerinin 15181 daha az gegirmesi olabilir.
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Sekil 4.6. % 9’luk arpa besiyerinde toplam hidrojen miktar1 egrisi

Sekil 4.6’da goriildiigi gibi % 9’luk arpa besiyerlerinden 0.38 1 Hy/l kultlr
degerle en az iiretim 5 g/L seker yogunlugundaki besiyerinde; 0.41 1 Hy/1 kiiltiir degerle
en fazla tretim ise 11 g/L seker yogunlugundaki besiyerinde gergeklesmistir. 11 g/L
seker yogunluguna sahip besiyerinde gergceklesen hidrojen iiretiminin daha fazla
olmasinin sebebi, bu besiyerinin 15181n gegisini engellemeyecek yogunluga sahip olmasi
ve seker miktarinin fazla olmasindandir.

Arpa besiyerlerindeki hidrojen Uretimi ile sentetik malat/glutamat (15/2 mM)
besiyerindeki hidrojen iiretimi karsilagtirildiginda; Kars (2008)’mn  calismasinda
malat/glutamat (15/2 mM) besiyerinde yaban tip R.sphaeroides O.U. 001 ile Gretilen
hidrojen miktarinin 2.36 1 Hy/l kiiltiir oldugu belirtilmistir. Ayrica Kars (2008) yaptig
calismada R. sphaeroides O.U. 001’in hup genlerini tahrip edilerek hup mutant R.
sphaeroides O.U. 001 elde etmistir. Boylelikle hidrojen verimini genetik manipulasyon
yoluyla arttirmigtir. Kars (2008) ¢alismasinda hup mutant R. sphaeroides O.U. 001’deki
hidrojen Uretiminin 2.85 | Hy/1 kiiltiir oldugunu belirtmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Yaban tip ( ¢) ve hup mutant (m) R.sphaeroides O.U 001’in malat/glutamat (15/2 mM)
besiyerinde iirettigi toplam hidrojen miktar1 (Kars, 2008)

Kars (2008)’1n calismasina gore sentetik malat/glutamat (15/2 mM) besiyerinde
iretilen hidrojen miktarinin, arpa besiyerlerinde tiretilen hidrojen miktarindan ¢ok daha
fazla oldugu goriilmektedir. Daha 6nceki ¢alismalarda R.sphaeroides’in malat/glutamat
(15/2 mM) besiyerinde diger besiyerlerine gore ¢ok daha iyi tiredigi ve hidrojen tirettigi
tespit edilmistir (Kars ve ark., 2009). Bunun nedeni malat ve glutamatin dogrudan sitrik
asit dongiistine katilmasi ve bdylece daha ¢abuk ve kolay metabolize olmas1 olabilir.
Ayrica bakteriler daha oOnce arpa hidrolizatlarindan hazirlanan besiyerinde
tiretilmediginden, bu yeni besiyerlerine uyum saglama siireci de gecirmektedirler. Bu
nedenlerden dolayr malat/glutamat (15/2 mM) sentetik besiyerinde arpa besiyerine
oranla daha fazla miktarda hidrojen tiretimi ger¢eklesmis olabilir.

% 3 arpa besiyerlerinde {iretilen toplam gazin biyohidrojen miktarlar1 ¢izelge
4.9°da; % 9 arpa besiyerlerinde {iretilen gazin biyohidrojen miktarlar1 ise ¢izelge
4.10°de verilmistir. % 3 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarindan hazirlanan besiyerlerindeki

hidrojen iiretimine ait gaz kromotografisi sonuglar1 ise ekler kisminda verilmistir.
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Cizelge 4.9. % 3’lik farkli seker yogunlugundaki besiyerlerinde iiretilen toplam gazin biyohidrojen
miktarlar

%
Gaz Cesidi
H, Hava CO,
Seker Yogunlugu
59/L 81.51 18.03 0.465
6 g/L 87.25 12.26 0.49
™
S
7g/L 89.16 10.13 0.71
8 g/L 80.38 19.01 0.61

Cizelge 4.10. % 9’luk farkli seker yogunlugundaki besiyerlerinde iiretilen toplam gazin biyohidrojen

miktarlart
%
Gaz Cesidi
H, Hava CO,
Seker Yogunlugu
59/L 94.07 5.42 0.51
79/l 95.23 4.25 0.52
o
=N
9¢g/L 94.20 5.12 0.68
11g/L 94.50 4.87 0.63

Cizelge 4.7 ve 4.8’de verilen % 3 ve % 9 arpa besiyerlerinde Uretilen toplam

gazin biyohidrojen oranlar1 karsilastirildiginda % 9 arpa besiyerlerinde biyohidrojen

oraninin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

R.sphaeroides giines 1sinlarindan aldig1 enerjiyi kimyasal enerjiye yani ATP’ye

cevirerek bu ATP’yi Uremesinde ve hidrojen Uretiminde kullanir (Koku ve ark., 2002).

Bu nedenle besiyerinin 15181 gecirebilmesi bakterinin {iremesi ve hidrojen tliretebilmesi

acisindan ¢ok dnemlidir. % 9’luk arpa besiyerleri, % 3’liik arpa besiyerlerinden daha

saydam oldugu i¢in bu besiyerlerinde hidrojen iiretimi daha avantajlidir. Ayrica % 9’luk

arpa besiyerleri hazirlanirken daha az miktarda arpa hidrolizat1 kullanilarak daha ytiksek

seker yogunluguna sahip besiyerleri hazirlamak da miimkiin olmustur.
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4.5. Arpa Hidrolizatlarindan 5-Aminolevulinik asit Uretimi

Besiyerlerinde bulunan hiicre disi 5-ALA miktarinin 6lcimu igin gerekli olan

ALA standart egrisi sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. ALA standart egrisi

% 3 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarindan hazirlanan hidrojen tiretim besiyerleri ile
% 9’luk arpa hidrolizatindan B12 vitamini ve levulinik asit eklenmesiyle hazirlanan
ALA besiyerlerinin hiicre dist ALA miktarlar1 spektrofotometrik bir ydntemle
belirlendi. % 3 ve % 9’luk arpa hidrolizatindan hazirlanan hidrojen tretim
besiyerlerinde ALA tespit edilemedi. % 9’luk ALA besiyerinden ise 9 g/L ve 11 g/L
seker yogunlugundaki besiyerlerinin ALA miktar1 arastirildi. Secgilen bu besiyerleri
bakterilerin iiremesi ve hidrojen iiretimleri agisindan daha uygun oldugundan, ALA
tiretimi icin de bu besiyerleri se¢ilmistir. Hidrojen iiretim diizenegi bozulduktan ve
besiyerleri 8500 rpm’de santrifuj edildikten sonra stipernatantdan 200 puL 6rnek alinarak
hiicre dist ALA miktar1 belirlendi. Ancak ALA miktariyla orantili olarak ¢ok az
miktarda renk degisimi oldugu i¢in spektrofotometrede ODs33ym’de 6lglim yapilamadi.
Bu nedenle 50 ml hacimli besiyerlerindeki toplam ALA miktarini belirleyebilmek
amaciyla besiyerleri liyofilize edilerek yogunlastirildi. Daha sonra liyofilize iirtinleri 2
mL saf suda ¢Ozdurildi ve bu ¢ozeltilerden 500 uL alinarak yeniden ALA miktarlari
hesapland1 (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Farkli yogunluklardaki arpa besiyerlerinde 5-ALA miktarlar

Besiyeri Cesidi ALA Miktari (uM)
67.424

% 9 -9 g/L (B12 vitamini ve levulinik asit eklenmis)

20.448

% 9 — 11 g/L (B12 vitamini ve levulinik asit eklenmis)

Choorit ve ark. (2011)’nin c¢alismalarinda mikroaerobik 1s1kli ortamda
Rhodopseudomonas palustris KG31’in ugucu yag asitleriyle hazirlanan besiyerinde
urettigi hiicre dist ALA miktarinin 11.70-13.06 puM oldugu belirtilmistir. Cizelge 4.9’a
gore arpa besiyerinde R. sphaeroides tarafindan iiretilen ALA miktarinin daha fazla
oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi, iki calismada farkli karbon kaynaklari
kullanilmistir. Ayrica daha Once yapilan c¢alismalarda en iyi ALA (retiminin R.

sphaeroides tarafindan gergeklestigi belirtilmistir (Sasaki ve ark., 2002).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuglar

Yiiksek katma degerli birden fazla iiriiniin ayn1 anda ve ayn1 yontemle tiretilmesi
maliyet etkin bir slire¢ gelisimini saglar ve bu silire¢ son zamanlarda biyorafineri
anlayis1 olarak kabul edilmektedir. Bu c¢alismada da biyorafineri anlayis1 ile
biyohidrojenle birlikte tarim, tip, biyoteknoloji gibi ¢esitli alanlarda kullanilan ve
yuksek katma degere sahip bir iiriin olan 5-Aminolevulinik asidin (5-ALA) Uretimi
gerceklestirilmistir.

Yapilan ¢alismada 6ncelikle Cumra Efes Pilsen Malt Uretim Fabrikasi’ndan elde
edilen ve yalmzca hayvan yemi olarak kullanilan atik arpalarin Rhodobacter
sphaeroides’ in iiremesine ve biyohidrojen iiretimine uygun olup olmadig: arastirilmas.
Bu amagla arpalarda bircok analiz yapilmistir. Analiz sonuglarina gore
karbonhidratlarca zengin ve amonyum diizeyi uygun olan arpa, ¢alismada kullanilan
Rhodobacter sphaeroides’in remesi ve biyohidrojen (retebilmesi icin yeterli bir
substrattir. Daha sonra elde edilen bu sonuca gore R.sphaeroides atik arpalardan elde
edilen besiyerlerinde iiretilmistir. BOylece atik arpa kullanilarak Uretilen baslica Uriin
Rhodobacter sphaeroides’in biyokdtlesidir. R. sphaeroides, ¢ok ¢esitli metabolizmalara
sahip olup hem iyi bir hidrojen hem de ALA iireticisi oldugundan bu c¢aligmada tercih
edilmistir. Farkli ¢aligmalarla atik arpa besiyerinde farkli mikroorganizma turleri de
uretilebilir. Boylelikle atiklar kullanilarak sentetik besiyerlerinden daha uygun maliyetle
mikroorganizmalarin Uretimi saglanabilir.

Bu ¢alismada R. sphaeroides kullanilarak atik arpadan elde edilen diger tirtinler
biyohidrojen ve 5-ALA’dir. Atik arpalar biyohidrojen ve 5-ALA gibi yiksek katma
degerli {riinlerin {iretiminde substrat olarak degerlendirilmis ve ¢ok daha diisiik
maliyetle iiretim saglanmistir. Ozellikle 5-ALA ticari olarak kimyasal yollarla
iiretildiginden ve bu yollarin yiiksek maliyete sebep olmasindan dolayi, ALA’nin atik
kullanilarak biyosentezinin gerceklestirilmesi ve buna ek olarak hidrojenin de tiretilmesi
maliyet a¢isindan ¢ok énemlidir.

R. sphaeroides’in Uremesi ve biyohidrojen ile ALA Uretebilmesi i¢in uygun arpa
besiyeri tasarlandiktan sonra iiretim gergeklestirilmistir. Bdylelikle bilim insanlarinca

gelecegin enerjisi olarak kabul edilen biyohidrojen ile ¢esitli alanlarda yaygin kullanimi1
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olan ALA; atik arpalarin substrat olarak degerlendirilmesiyle, uygun maliyette, ayni

anda tretilmistir.

5.2 Oneriler

Yapilan bu ¢aligma 6ncii bir ¢alismadir ve bu caligmada iiretilen biyohidrojen ile
ALA miktarlar1 laboratuar olgeklidir. Bu calisma ile atik arpa gibi cesitli fabrika
atiklarinin, maliyet etkin bir siiregle biyohidrojen ve ALA gibi yiiksek katma degerli
tirtinler iretiminde degerlendirilebilecegi belirlenmistir. Bununla birlikte biyokiitle
yoniinden zengin bir¢ok atigin (fabrika atiklari, bitki, hayvan atiklari, evsel atiklar)
yiiksek katma degerli iirlinler iiretiminde degerlendirilebilecegi iizerine caligsmalar
devam etmektedir. Bu yontem gelistirildigi ve ticari {iiretime gecildigi takdirde
atiklardan iretilen biyohidrojenle diinyanin enerji ihtiyact karsilanabilecektir.
Boylelikle fosil yakitlarin kullanimi sonucu ortaya ¢ikan ve kiiresel 1sinmaya sebep olan
sera gazlarmin salinimi biiyiik 6l¢lide azalacaktir. Bununla birlikte hidrojen, biyolojik
yollarla tiretildiginde, biyohidrojenle birlikle B12 vitamini, biitirik ve asetik asit gibi
organik asitler, biyoplastik Polihidroksi bdtirat (PHB), ALA vb. gibi yiksek katma
degerli yan iiriinlerin liretimi de saglanacaktir.

Bu ¢alismada tiretilen ALA kanser tan1 ve tedavisinde kullanildigi gibi; herbisit,
pestisit, bitkilerin blylmesini tesvik edici bir madde vb. olarak da ¢ok g¢esitli alanlarda
kullanilmaktadir. Bu calisma gelistirildigi takdirde {iretilen ALA miktar1 da ticari
boyuta ulagabilecektir. Boylece ALA, biyosentez yoluyla ¢ok daha uygun maliyetle
iretilebilecek ve fiyat1 distiriilerek elde edilmesi kolay bir madde olacaktir. Ayrica
uygun maliyetle ALA elde edilmesi sayesinde, ALA {lizerinde daha fazla arastirma

yapilacak ve boylece ALA’nin daha fazla kullanim alani1 da ortaya ¢ikacaktir.
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	Bakterileri aktifleştirmek amacıyla stoklanmış R.sphaeroides’den öncelikle katı besiyerlerine ekim yapıldı (Şekil 3.1). Besiyerlerinin kurumaması için petri kaplarının kenarları parafilm ile sarıldı.
	Şekil 3.1. R.sphaeroides’in B&P katı besiyerindeki görüntüsü
	Bakteriler katı besiyerlerinde, aerobik ve ışıksız ortamda, 29oC sıcaklıktaki inkübatörde (Binder BD 53) 3-4 gün inkübasyonla çoğaltıldıktan sonra sıvı besiyerine ekim yapıldı. Sıvı besiyerleri aerobik koşullarda, ışık kaynağı altında (75 watt Tungste...
	Şekil 3.2. R.sphaeroides’in B&P sıvı besiyerindeki görüntüsü
	Hidrojen ve ALA üretiminde gerekli olan anaerobik koşullar, besiyerlerinin üzerinden 3 dakika argon gazı geçirilerek sağlandı.
	3.2. Hidrojen ve ALA Üretiminde Kullanılan Substrat
	Hidrojen ve ALA üretiminde Çumra Efes Pilsen Malt Üretim Fabrikasından alınan ve malt üretiminde kullanılmayan elek altı, atık arpalar substrat olarak değerlendirildi (Şekil 3.3).
	Şekil 3.3. Efes Pilsen Malt Üretim Fabrikasından elde edilen atık arpalar
	Atık arpalar oda sıcaklığında çimlendirilerek çimlenme oranlarının % 74 civarlarında olduğu gözlemlendi. Atık arpaların öncelikle ham yağ, ham protein ve nişasta tayinleri yapıldı. Sonra atık arpalar asit hidroliz ön işleminden geçirildi ve arpa hidro...
	3.2.1. Atık arpalarda uygulanan analizler
	3.2.1.1. Ham yağ tayini
	Atık arpalardaki ham yağ miktarı Goldfish yöntemine göre belirlenmiştir (Wrolstad ve ark., 2005). Atık arpalar 1 mm elekten geçecek şekilde öğütüldü (Şekil 3.4).
	Şekil 3.4. Öğütülen atık arpalar
	Öğütülen arpalardan 1 gram tartılarak kurutma kağıdının üzerine konuldu ve kurutma kağıdı katlanarak yağ kartuşu içine yerleştirildi. Yağ kartuşları, yağ ekstraksiyon cihazına (Velp SER 148) yerleştirildi. Krozelerin darası alındıktan sonra içine 50 m...
	% Ham Yağ = Son tartım – İlk tartım x 100
	Numune miktarı
	3.2.1.2. Ham protein tayini
	Atık arpalarda ham protein tayini Kjeldahl yöntemi ile gerçekleştirildi (Wrolstad ve ark., 2005). 1 mm elekten geçecek şekilde öğütülen atık arpalardan 0.5 gram tartıldı ve Kjeldahl tüpüne konuldu. Üzerine katalizör olarak bir tablet Na2SO4 ve bir tab...
	Sıcaklık + Katalizör
	Azotlu Madde + H2SO4                                (NH4)2SO4 + H2O+CO2 + SO2               (3.1)
	Yaş yakma işleminden sonra tüpler yaş yakma ünitesinden alınarak soğumaya bırakıldı.
	Kjeldahl yöntemi ile ham protein tayininde ikinci basamak distilasyon işlemidir. Distilasyonda amaç yaş yakma sonucu oluşan amonyum sülfatın (NH4)2SO4 sodyum hidroksitle (NaOH) muamele edilerek NH3 (amonyak) oluşturulması ve sonrasında borik asit tara...
	Şekil 3.5. Amonyum sülfatın [(NH4)2SO4] amonyum borata [(NH4)BO3] dönüşüm reaksiyonu (Kutlu, 2008)
	Tüpler soğuduktan sonra distilasyon cihazının (Velp UDK 132) tüp kısmına yerleştirildi. Cihazın distile içeriği toplayıcı kısmına da içerisinde 50 mL borik asit bulunan balon joje yerleştirildi. Cihazın distilasyon zaman düğmesi ayarlanarak distilasyo...
	Örnekler iki tekrarlı yapıldı ve bununla beraber içerisinde örnek bulunmayan bir de kör yapıldı.
	Örneklerdeki protein miktarı aşağıdaki formüle göre hesaplandı:
	Toplam N = 1.4007 x (Titrasyonda harc. HCl – Kör için Harc. HCl) x Faktör x 1.4
	Örnek miktarı
	% Ham Protein = Toplam N x 6.25
	3.2.1.3. Toplam nişasta miktarının belirlenmesi
	Toplam nişasta miktarı polarimetrik yöntemle belirlendi (Anonim, 2011). 1 mm elekten geçecek şekilde öğütülen arpalardan 3 gram tartıldı ve bir erlene konuldu. Üzerine 50 mL % 1’lik HCl çözeltisi eklendi. 90oC’deki su banyosunda ilk 3 dakika çalkalama...
	% Nişasta miktarı = Polarimetrede ölçülen değer x Son hacim x 100
	Arpa sabiti x Örnek miktarı
	3.2.2. Atık arpalarda asit hidroliz ön işlemi
	R.sphaeroides karbon kaynağı olarak organik asitler ile monosakkarit ve disakkaritleri kullanma kabiliyetine sahiptir (Koku ve ark., 2002). Atık arpalarda bulunan nişastaların monosakkaritlere ve disakkaritlere parçalanması amacıyla atık arpalara asit...
	3.2.2.1. Arpa hidrolizatlarında gerçekleştirilen analizler
	3.2.2.1.1. Toplam şeker miktarının belirlenmesi
	Arpa hidrolizatındaki toplam basit şeker miktarı, asit-fenol spektrofotometrik yöntem ile belirlenmiştir (Dubois ve ark., 1956). Bu yöntemde gerekli olan kimyasallar ve bu kimyasalların hazırlanışı aşağıda verilmiştir:
	10 mL % 4’lük fenol hazırlanışı: 0.4 gram fenol, 10 mL distile suda çözdürüldü.
	40 mL % 96 sülfirik asit hazırlanışı: Derişimi % 98.51 olan H2SO4’den 39.18 mL alınarak distile su ile 40 mL’ye tamamlandı. Böylelikle 40 mL % 96’lık H2SO4 hazırlandı.
	1 mg/mL şeker standartları: Standart eğrinin çıkarılması için şeker standartları hazırlandı. 0.1 gram glukoz tartılarak 10 mL distile suda çözdürüldü. Elde edilen bu çözelti 10 mg/mL oldu. Bu çözeltinin 1 mg/mL yapılması için, hazırlanan 10 mg/mL’lik ...
	Öncelikle standart eğri oluşturuldu. Bu amaçla 1 adet kör ve 10 adet standart için toplam 11 adet temiz deney tüpü hazırlandı. Bu deney tüplerine Çizelge 3.5’de verilen miktarlarda distile su, önceden hazırlanmış olan 1 mg/mL şeker standartları, % 4’l...
	Çizelge 3.5. Arpa hidrolizatlarında toplam şeker miktarının belirlenebilmesi için şeker standart eğrisinin çıkarılması
	Standart eğri çıkarıldıktan sonra, % 3, % 6 ve % 9’luk arpa ile yapılan hidrolizatların şeker miktarları hesaplandı. Bunun için her bir hidrolizattan iki örnek alınarak üzerlerine çizelge 3.6’da verilen miktarlarda kimyasallar eklendi ve oluşan renk s...
	Çizelge 3.6. % 3, % 6 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarındaki toplam şeker miktarının belirlenmesi için eklenen kimyasal ve miktarları
	3.2.2.1.2. Arpa hidrolizatlarında element analizi
	% 3, % 6 ve % 9 yoğunluklarındaki arpa hidrolizatlarında bulunan çeşitli elementlerin (B, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo, Al, Ca, Mg, Na, K) miktarları ICP-MS (Perkin Elmer Elan DRC-e) ile belirlendi.
	3.2.2.1.3. Toplam fenol miktarlarının belirlenmesi
	% 3 yoğunluğundaki arpa hidrolizatının toplam fenol miktarlarının belirlenmesinde Folin-Ciocalteu yöntemi kullanıldı (Ragaee ve ark., 2006). Hidrolizatlardaki fenol miktarları gallik asit eş değerine (GAE) göre hesaplandığından öncelikle gallik asit s...
	Gallik asit stok çözeltisi hazırlanması: 0.05 g kuru gallik asit tartıldı ve falkon içinde 1 mL etanolde çözdürüldü. 9 mL deiyonize su ile 10 mL ye tamamlandı.
	% 10’luk sodyum karbonat (NaCO3) çözeltisi hazırlanması: 60 mL deiyonize su manyetik karıştırıcıda kaynama noktasına gelinceye kadar ısıtıldı. Isınan suyun üzerine 7.5 g sodyum karbonat eklenerek balık aracılığıyla karıştırıldı ve çözünmesi sağlandı. ...
	6 adet tüpe sıra ile 0 – 0.1 – 0.2 – 0.3 – 0.5 - 1 mL önceden hazırlanmış gallik asit stok çözeltisinden eklenerek steril saf su ile 10 mL’ye tamamlandı. Böylelikle standartlar seyreltilmiş oldu. Seyreltilen gallik asit çözeltilerinden 100 µL alınarak...
	Şekil 3.6. Folin Ciocalteu yöntemi uygulanmış % 3 arpa hidrolizatında fenol miktarlarına göre renk değişikliği
	3.2.2.1.4. Toplam amonyum miktarının belirlenmesi
	Amonyum hidrojen üretiminden sorumlu nitrojenaz enzimini baskılayan bir bileşiktir (Kars ve Gündüz, 2010). Dolayısıyla hidrojen üretim besiyerindeki miktarı baskılayıcı miktarın altında olmalıdır. Bu nedenle, arpa hidrolizatlarında bulunan toplam amon...
	3.2.3. Arpa hidrolizatlarından besiyeri hazırlanması
	R. sphaeroides ile hidrojen ve ALA üretiminde iki önemli faktör; besiyerinin ışık geçirgenliği ve amonyum miktarının bakteride bulunan nitrojenaz enzim aktivitesini inhibe edecek düzeyde olmamasıdır (Koku ve ark., 2002). % 3’lük arpa hidrolizatından h...
	% 3 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarının her birinden farklı şeker yoğunluğuna sahip 45 mL’lik besiyerleri hazırlandı ve besiyerlerine % 10’luk (v/v) ekim yapıldı (45 mL Besiyeri + 5 mL inokulasyon=50 mL) (Şekil 3.7). Besiyerleri için 50 mL hacimli cam p...
	a                                                                                   b
	Şekil 3.7. a. % 3 arpa hidrolizatından hazırlanan besiyerleri; b. % 9 arpa hidrolizatından hazırlanan besiyerleri
	Çizelge 3.7’ de % 3 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarından hazırlanan farklı şeker yoğunluklarına sahip besiyerleri verilmiştir.
	Çizelge 3.7. % 3 ve % 9’luk arpa hidrolizatlarından farklı şeker miktarlarına göre hazırlanan besiyerleri
	Asit-fenol spektrofotometrik yöntem ile belirlenen % 3’lük arpa hidrolizatında bulunan toplam şeker miktarı 11.58 g glukoz/L; % 9’luk arpa hidrolizatında bulunan şeker miktarı ise 48.15 g glukoz/L olarak bulundu. Bu sonuçlara göre farklı şeker yoğunlu...
	Çizelge 3.8. Farklı şeker yoğunluğuna sahip 45 mL besiyerlerine % 3 arpa hidrolizatından eklenen miktar
	Çizelge 3.9. Farklı şeker yoğunluğuna sahip 45 mL besiyerlerine % 9 arpa hidrolizatından eklenen miktar
	Daha önce yapılan ICP-MS analizi sonucuna göre arpa hidrolizatlarında bulunan Mg, Ca, Mo, Co, Fe, B gibi gerekli elementlerin R.sphaeroides’in üremesi ve hidrojen ile ALA üretebilmesi için yeterli olmadığı belirlendi. Bu nedenle içerisinde çizelge 3.1...
	Çizelge 3.10. 2X ve 5X olarak hazırlanan stok çözeltilerine eklenen MgSO4.7H2O, CaCl2.2H2O ve K2HPO4 miktarları
	% 3 arpa hidrolizatından elde edilen besiyerlerine 5X stok çözeltisinden 10 mL; % 9 arpa hidrolizatlarından elde edilen besiyerlere ise 2X stok çözeltisinden 25 mL eklendi. % 3’ lük arpa hidrolizatından hazırlanan besiyerlerine 2X stok çözeltisinden 2...
	Arpa hidrolizatlarında fazla miktarda sodyum bulunduğundan ve sodyum fazlalığının neden olduğu osmotik basınç bakterileri olumsuz etkileyeceğinden NaCl arpa besiyerlerine eklenmedi. Arpa hidrolizatlarında yeteri kadar şeker olduğu için ve maliyeti aza...
	Çizelge 3.11. R. sphaeroides’in sentetik büyüme besiyeri olan B&P minimal besiyeri ile arpa hidrolizatlarından hazırlanan besiyerlerinin içeriklerinin karşılaştırılması
	Stok çözeltiler ile eser element, demir sülfat ve vitamin çözeltilerinden besiyerlere eklenen miktarlar Çizelge 3.12 ve 3.13’de verilmiştir.
	Çizelge 3.12. % 3’lük arpa hidrolizatından hazırlanan farklı şeker miktarlarındaki 50 mL hacimli besiyerlerine eklenen maddeler
	Çizelge 3.13. % 9’luk arpa hidrolizatından hazırlanan farklı şeker miktarlarındaki 50 mL hacimli besiyerlerine eklenen maddeler
	50 mL hacimli penisilin şişelerine stok çözeltileri ve arpa hidrolizatları eklendikten sonra besiyerlerinin pH’sı ölçüldü ve yaklaşık 7.9 olduğu belirlendi. HCl ilavesi ile besiyerleri pH: 6.9-7’ye ayarlandı. Besiyerlerine eser element ve demir sülfat...
	Otoklavdan sonra besiyerlerinin yaklaşık 30oC’ye kadar soğuması beklendi. Besiyerleri soğuduktan sonra her şişeye daha önceden 0.45 μm gözenekli filtreden geçirilerek steril edilmiş vitamin çözeltisinden 2.5 μL eklendi. Besiyerlerine 2 gün B&P besiyer...
	3.2.3.1. Arpa besiyerlerinde R. sphaeroides’in üreme eğrisi ve besiyerindeki pH değişim eğrisinin oluşturulması
	% 3 ve % 9’ luk arpa hidrolizatlarından hazırlanan besiyerlerine ekim yapıldıktan sonra besiyerlerinden her gün 1 mL örnek alındı ve örnek alınan saatler kaydedildi. Alınan örneklerin öncelikle pH metre (WTW pH 330i) ile pH’ları ölçüldü ve bu değerler...
	3.2.4. Hidrojen düzeneğinin kurulması
	R.sphaeroides’in arpa besiyerlerindeki üreme eğrisi çıkarıldıktan sonra hidrojen üretim aşamasına geçildi. Farklı şeker derişimlerine sahip besiyerleri 50 mL hacimli penisilin şişelerinde hazırlandı. Besiyerlerine ekim yapıldıktan sonra steril tıpalar...
	Hidrojenin biriktiği 25-30 cm uzunluğundaki deney tüpleri hazırlandı (Şekil 3.8). Bu deney tüplerinde, tüplerin alt kısmından başlamak üzere cetvel aracılığıyla her cm işaretlendi. İşaretlenen kısımlardan rastgele 2 aralık belirlenerek bu iki aralık a...
	Şekil 3.8. Hidrojenin toplandığı dereceli deney tüpleri
	Besiyerlerinde biriken gazın hazırlanan deney tüplerine iletilebilmesi için kablolar hazırlandı. Yaklaşık 1 cm çapındaki elektrik kabloları 50 cm boyunda kesildi ve bu kabloların içerisindeki teller çıkarıldı; böylelikle kabloların yalıtım kısımları k...
	Şekil 3.9. Hidrojen düzeneğinde kullanılan kablolar
	Deney düzeneği kurulmadan önce hazırlanan kabloların içerisinden % 70 alkol geçirilerek sterilizasyonu sağlandı. Kabloların içerisindeki alkol tamamen boşaltıldı.
	Kabloların bir ucundaki iğne, ters çevrilmiş deney tüplerinin kauçuk tıpalarına takıldı. Deney tüplerinin kauçuk tıpalarına bir de ucu boşta kalacak şekilde şırınga iğneleri takıldı. Kabloların diğer ucundaki iğne ise besiyerlerinin bulunduğu şişeleri...
	Şekil 3.10. % 3 arpa hidrolizatından hazırlanan besiyerlerinde hidrojen üretim düzeneği
	Şekil 3.11. % 9 arpa hidrolizatından hazırlanan besiyerlerinde hidrojen üretim düzeneği
	R. sphaeroides tarafından üretilen gaz miktarı su yer değiştirme prensibine göre ölçüldü. Bu ilkeye göre bakteri tarafından üretilen gaz, kurulan düzenekteki kablolardan geçerek deney tüpüne gider ve deney tüpünün üst kısmında birikir. Deney tüpüne ge...
	3.2.4.1. Gaz kromotografisi ile hidrojen miktarının belirlenmesi
	R. sphaeroides tarafından üretilen gazın hidrojen gazı miktarı gaz kromotografisi ile belirlendi. Deney tüplerinde biriken gazdan, şırınga (Hamilton, 22 GA 500 μL, gaz sızdırmaz #1750) ile 100 μL örnek alındı ve gaz kromotografisine (Agilent, 6890N) e...
	3.2.5. ALA üretimi için besiyeri tasarımı
	ALA üretimi için % 9’ luk arpa hidrolizatıyla hazırlanan besiyerleri kullanıldı çünkü bu besiyerlerinin saydamlığı % 3 arpa hidrolizatından hazırlanan besiyerlerine oranla daha fazlaydı. ALA’nın öncül maddesi olan levulinik asit ile B12 vitamini varlı...
	B12 vitamini çözeltisi: 5 mg B12 vitamini 10 mL suda çözdürüldü ve 0.45 μm por açıklıklı filtreden geçirilerek sterilize edildi. % 9’ luk arpa hidrolizatından hazırlanan her bir besiyerine otoklavdan sonra 20X vitamin çözeltisi ile birlikte 250 μL B12...
	3 M levulinik asit çözeltisi (2X): 3.484 gram levulinik asit tartılarak 4 mL distile suda çözdürüldü. 10 M NaOH ilavesi ile pH:6.9-7’ye ayarlandı. Distile su ile 10 mL’ye tamamlandı. 0.45 μm gözenekli filtreden geçirilerek sterilize edildi.
	Çizelge 3.14’de ALA besiyerlerine eklenen çözeltiler verilmiştir.
	Çizelge 3.14. % 9’ luk arpa hidrolizatından hazırlanan ALA üretim besiyerlerine eklenen çözeltiler ve miktarları
	% 9’ luk arpa hidrolizatından hazırlanan besiyerleri ve kauçuk tıpalar 121oC’de 20 dakika otoklavlandı. Otoklavdan sonra besiyerlerinin soğuması beklendi ve daha sonra her bir besiyerine Çizelge 3.14’deki miktarlarda vitamin çözeltisi ile birlikte B12...
	3.2.5.1. Hücre dışı ALA miktarının spektrofotometrik yolla belirlenmesi
	5-Aminolevulinik asit R. sphaeroides tarafından hücre dışına salgılandığı için, ALA’nın besiyerindeki miktarı spektrofotometrik yöntemle belirlendi (Chaikritsadakarn ve ark., 2004). Hidrojen üretiminde kullanılan % 3 ve % 9’ luk arpa hidrolizatlarında...
	% 1 Asetilaseton içeren 1 M asetat tamponu (50 mL): 1 M asetat tamponundaki glasiyal asetik asit (C2H4O2) miktarı:
	Glasiyal asetik asidin moleküler ağırlığı: 60.05 g/mol; yoğunluğu: 1.049 g/cm3
	50 mL hacimli 1 M asetat tamponuna:
	n=0.05 mol Glasiyal asetik asit
	m= 3.0025 gram Glasiyal asetik asit olmalıdır.
	d=1.049 g/cm3 ise ve cm3=mL olduğundan;
	1 mL     1.049g Glasiyal asetik asit            x= 2.862 mL glasiyal asetik asit eklenmelidir.
	x mL    3.0025 g Glasiyal asetik asit
	50 mL, 1 M asetik asit tamponu hazırlandı. 20 mL distile su üzerine 2.862 mL glasiyal asetik asit eklendi. Çözelti 25 mL’ye tamamlandı. NaOH ilavesiyle pH:4.7’ye ayarlandı. Tampon çözeltisi distile suyla 50 mL’ye tamamlandı.
	Ehrlich reaktifi (50 mL): Ehrlich reaktifi % 2 (w/v) p-dimetil aminobenzaldehit ve 8 mL % 70 perklorik asit içeren 50 mL asetik asit çözeltisidir. 1 gram p-dimetil aminobenzaldehit tartılarak bir flaska konuldu. Üzerine 8 mL % 70 perklorik asit eklend...
	ALA standartları için hazırlanan 500 mM stok çözelti (1 mL): 8 farklı derişimde ALA standardı hazırlamak için öncelikle 1 mL 500 mM ALA stok çözeltisi hazırlandı. Bunun için 0.0838 g ALA, 1 mL steril saf suda çözdürüldü.
	Öncelikle ALA standart eğrisi çıkarıldı. Bunun için 8 adet temiz deney tüpü hazırlandı ve bu deney tüplerine Çizelge 3.15’de belirtilen miktarlarda ALA stok çözeltisinden eklendi. Her tüpün hacmi saf su ile 100 μL’ye tamamlandı, tüpler vortekslendi. T...
	Çizelge 3.15. Besiyerlerinde hücre dışı ALA miktarının belirlenmesi için ALA standart eğrisinin çıkarılması
	% 3 ve % 9’ luk arpa hidrolizatından hazırlanan besiyerleri ile ALA üretimi için hazırlanan besiyerlerinde hücre dışı ALA’nın tespiti için öncelikle ışık kaynağı altında ve anaerobik koşullarda inkübe edilen besiyerleri 15 gün inkübasyondan sonra 8500...
	Eklenen 200 μL örnek spektrofotometrenin ölçebileceği kadar renk oluşturmadı. Bu nedenle besiyerlerindeki toplam ALA miktarının belirlenebilmesi için besiyerleri     -110oC’de liyofilizasyon işlemi ile yoğunlaştırıldı. Liyofilizasyon ürünleri 2 mL sud...
	Çizelge 3.16. % 3 ve % 9’ luk arpa hidrolizatından hazırlanan besiyerleri ile ALA üretimi için hazırlanan besiyerlerinde hücre dışı ALA miktarının belirlenmesi
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