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Fotosentetik bakteri grubundan olan mor kiikiirtsiiz (PNS) bakteriler hidrojen (H.) tiretimi, azot
(N2) ve karbondioksit (CO,) fiksasyonu gibi zengin metabolik aktivitelere sahip olduklarindan farklt
fizyolojik kosullarda yasamlarini siirdiirebilmektedirler. Bu 6zelliklerinden dolayr PNS bakterileri
temel metabolik olaylarin arastirilmasinda model organizma olarak kullanilmistir. Fotosentetik ve mor
kiikiirtsiiz bakterilerden biri olan Rhodobacter sphaeroides O.U.001 de N fiksasyonu, H, ve
polihidroksibutirat (PHB) iiretimi gibi ¢ok yonlii metabolizmaya sahip olup tiim genom dizisinin
bilinmesi nedeniyle arastirmalarda sik¢a kullanilan model bir bakteridir. Bu ¢alismanin amaci,
diazotrofik (N2’nin sabitlendigi) kosullarda kiiltiire edilen R. sphaeroides ile hidrojen {iretimi
gerceklestirmektir. Bu kapsamda bakteriler karbon kaynagi olarak malat’in (15 mM) ve azot kaynagi
olarak N2’nin kullanildig1 besiyerinde ¢ogaltilmistir. Kontrol grubu olarak ise karbon kaynagi olarak
malat’in (15 mM) ve azot kaynagi olarak glutamat’in (2 mM) kullanildig1 besiyeri (non diazotrofik
ortam) kullanilmistir. Hidrojen {iretimlerine ek olarak azot fiksasyonu sonucu olusan amonyum
miktarlar1 da 6l¢iilmiistiir. Ayrica, bu iki kosul altinda ¢ogaltilan bakterilerde nifH geninin ekspresyon
seviyesi kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qPCR) ile tespit edilmistir. Ek olarak, bu iki farkli
fizyolojik kosulun bakteri morfolojisine etkisi alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FE-SEM)
ile incelenmistir. Sonuglara gore, diazotrofik kosullarda 13,95 mL hidrojen tiretilirken, non diazotrofik
kosullarda 11,05 mL hidrojen {iiretimi tespit edilmistir. Bu sonuca paralel olarak, diazotrofik
kosullardaki nifH gen ekspresyonu non diazotrofik kosullardaki gen ekspresyonunun 2,3 Kkatr olarak
hesaplanmigstir. Diazotrofik ve non diazotrofik kiiltiirlerde l¢iilen amonyum miktarlari da sirastyla 5,05
mg/L ve 3,38 mg/L olarak bulunmustur. Bu iki kosulda ¢ogaltilan bakterilerin FE-SEM gériintiileri
incelendiginde ise bakterilerin morfolojilerinde belirgin bir fark gézlemlenmemistir. Sonug olarak,
diazotrofik biiylime kosullarinda kiiltiire edilen R. sphaeroides ile daha yiiksek miktarlarda hidrojen,
nifH gen ifadesi ve sabitlenmis amonyum tespit edilmistir. Bu sonug, azotun hidrojen {iretiminden
sorumlu olan nitrojenaz enziminin aktivite veya miktarini stimiile ettigi seklinde yorumlanmustir.
Gelecekteki c¢alismalarda enzim miktar ve aktivite tayinleri ile bu bulgularin desteklenmesi
ongorilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Azot; Diazotrofik; Hidrojen; Rhodobacter sphaeroides
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Purple nonsulfur (PNS) bacteria from the photosynthetic bacteria group can survive in different
physiological conditions as they have rich metabolic activities such as hydrogen (Hz) production,
nitrogen (N2) and carbon dioxide (CO,) fixation. Because of these properties, PNS bacteria have been
used as a model organism in the investigation of basic metabolic events. Rhodobacter sphaeroides
0.U.001, one of the photosynthetic and purple nonsulphur bacteria, is frequently used in research as a
model bacterium because it has a versatile metabolism such as N; fixation, Hz and polyhydroxybutyrate
(PHB) production and its whole genome sequence is known. The aim of this study is to perform
hydrogen production with R. sphaeroides cultured under diazotrophic (N fixation) conditions. In this
context, bacteria were propagated in a medium using malate (15 mM) as a carbon source and N; as a
nitrogen source. As the control group, medium (non-diazotrophic medium) containing malate (15 mM)
as carbon source and glutamate (2 mM) as nitrogen source was used. In addition to hydrogen production,
ammonium amounts formed as a result of nitrogen fixation were also measured. In addition, the
expression level of the nifH gene in bacteria grown under these two conditions was determined by
guantitative Polymerase Chain Reaction (qQPCR). Finally, the effects of these two different physiological
conditions on bacterial morphology were investigated by field emission scanning electron microscopy
(FE-SEM). According to the results, 13.95 mL of hydrogen was produced under diazotrophic
conditions, while 11.05 mL of hydrogen was produced under non-diazotrophic conditions. In parallel
with this result, nifH gene expression in diazotrophic conditions was calculated as 2.3 times the gene
expression in non-diazotrophic conditions. Ammonium amounts measured in diazotrophic and non-
diazotrophic cultures were found to be 5.05 mg/L and 3.38 mg/L, respectively. When the FE-SEM
images of bacteria grown in these two conditions were examined, no significant difference was observed
in the morphology of the bacteria. As a conclusion, higher amounts of hydrogen, nifH gene expression
and fixed ammonium were detected in R. sphaeroides cultured under diazotrophic growth conditions.
This result was interpreted as nitrogen stimulating the activity or amount of nitrogenase enzyme, which



is responsible for hydrogen production. In future studies, it is projected that these findings will be
supported by enzyme amount and activity tests.

Keywords: Diazotrophic; Hydrogen; Nitrogen; Rhodobacter sphaeroides
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1. GIRIS

Enerji doga ve insan yasami i¢in gerekli bir unsurdur. Diinya niifusunun artisi,
ekonomik ve sosyal yasam standartlarinin yiikselmesiyle nedeniyle enerjiye olan talep
biiyiik 6l¢iide artmistir. Toplam enerji tiiketiminin 2040 yilina kadar %40 oraninda
artacagi tespit edilmistir (Cronshaw, 2015) Bu nedenle enerjinin hangi kaynaktan ve
nasil elde edildigi 6nem teskil etmektedir. Enerji kaynaklar1 dogada doniisiim
siireclerine gore birincil ve ikincil enerji kaynaklari, kullanimlarina gore yenilenebilir
ve yenilenemez olarak smiflandirilir (Sekil 1.1). Birincil enerji kaynaklar1 dogada
kendiliginden olusan kaynaklardir. Bu kaynaklara 6rnek olarak petrol, komiir, dogal
gaz, niikleer, hidrolik, biyokiitle, dalga-gelgit, giines ve rlizgar enerjileri verilebilir.
Birincil enerji kaynaklarinin doniisiimii ile ikincil enerji olusur. Elektrik, benzin,
mazot, motorin, hayvansal ve bitkisel artiklar, hava gazi ve sivilastirilmis petrol gazi
(LPG) ikincil enerji kaynaklaridir Yenilenemez enerji kaynaklart fosil kokenlidir,
yeniden iiretilmesi milyonlarca y1l alir. Sanayilesmis iilkelerin enerji ihtiyacinin biiyiik
cogunlugu komiir, dogal gaz gibi fosil kokenli kaynaklardan elde edilmektedir. Ancak
yapilan arastirmalar fosil yakitlarin gelecekte artan niifusa ve sanayilesmeye paralel

olarak yetersiz kalacagini gostermektedir (Stupar ve ark., 2021).

l ENERJi KAYNAKLARI

KULLANISLARINA DGNUSTURULEBILiRLiI(LERiNE
GORE GORE
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KAYNAKLARI ) :
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1.KGmir
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. r ) 2 Petraol
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L J L . 3. Glneg 4. Hidralik Mazot, Motorin
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gel-git .
W y, \_10. Dalga , gel-git_/ L. A

Sekil 1. 1. Enerji kaynaklarinin siiflandirilmasi (Kog ve ark., 2015).



Fosil yakitlarinin kullanimu ile birlikte atmosfere sera gazi salinimi gerceklesir.
Atmosferde, basta karbondioksit olmak iizere biriken sera gazlari kiiresel 1s1 artisina
neden olur. Bu durum yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ihtiyaci artirmistir.
Yenilenebilir enerji kaynaklarina yesil enerji veya siirdiirtilebilir enerji de denir. Bu
kaynaklara 6rnek olarak; hidrolik, Giines, biyokiitle, riizgar, jeotermal, dalga, gelgit ve
hidrojen verilebilir (Kog ve ark., 2015)

Atmosferin yaklasik % 0,07’si, toprak yiizeyinin ise yaklasik % 0.14’@ hidrojen
icerir. Hidrojenin enerji icerigi (149.1 kJ/g), yaygin fosil yakitlarin cogundan ¢cok daha
yiiksektir. Hidrojen, en hafif element olup yandiginda dogaya zarar vermez. Yanma
tirtinii olarak su buhari olusturur. Fosil yakitlardan olan dogal gaz ve komiire gére
alevlenme sicaklig1 (570°C) yiiksektir. Cevre dostu ve verimlidir. Yenilenebilir bir
kaynak olan hidrojen, gelecekte giivenilir bir enerji tasiyicisi olarak goriilmektedir
(Baykara, 2018). Hidrojen gazi iiretiminde atik sorununu en aza indirmek igin
biyolojik hidrojen {iretimi tercih edilir. Biyohidrojen, biyolojik yodntemlerin
kullanilmasiyla stirdiirtilebilir enerji kaynaklarindan elde edilir. Biyolojik hidrojen
tiretiminde katma degeri yliksek yan tirtinler de tiretilebilir. Bunlara 6rnek olarak B12
vitamini, karotenoidler, biyoplastik (poli-p-hidroksi biitirat, PHB), 5-Aminolevulinik
asit (5-ALA) verilebilir (Kars ve Giindiiz, 2010). Hidrojen, mikroorganizmalarda; bazi
algler, anaerobik bakteriler ve fotosentetik bakteriler ile iiretilebilmektedir (Adessi ve
De Philippis, 2014).

Fotosentetik bakteriler biyohidrojen iiretiminde diger bakterilere gore daha ¢cok
verim elde edilmektedir. Fotosentetik bakteri grubuna giren mor kiikiirtsiiz (PNS)
bakteriler degisen g¢evre sartlarina uyum saglayarak, c¢esitli metabolik aktiviteler
gostermektedirler (Das ve Veziroglu, 2008). Bu ozellikleri birgok ¢alismada model
organizma olarak kullanilmalarina sebep olmustur. Azot ve karbon fiksasyonu
oksijensiz fotosentez ve membran biyo enerjisi gibi metabolik olaylarin ¢alisilmasinda
model organizma olarak kullanilmistir. Elektron dondrii  olarak  kiikiirdii
kullanmadiklarindan kiikiirtsiiz bakteri olarak tanimlanirlar. PNS bakteri grubundan
olan R. sphaeroides biyohidrojen ve yiiksek katma degerli bir¢ok {irliniin iiretiminde
konak hiicre olarak kullanilmistir (Kars ve Giindiiz, 2010). Ayrica, R. sphaeroides’in



baz1 suslarinin (Ornegin, R. sphaeroides 2.4.1) tiim genom dizilerinin bilinmesi
bilimsel ¢alismalardaki genetik manipiilasyonlar1 kolaylastirmistir. Ayrica, E.coli ve
diger bir¢ok gram negatif bakteriye kiyasla sistemik immiin reaksiyonlara neden
olmayisi, bu bakterinin kullanilmasinda tercih sebebi olmustur. R. sphaeroides, mor
kiikiirtsiiz bir bakteri olup gram negatif ve proteobakterilerin a-altboliimii igerisinde
yer alir. Oksijenli ve oksijensiz ortamda biiyiiyebilir. Izole edilme yerleri derin gol ve
durgun sulardir. R. sphaeroides metabolik 6zellikleri agisindan farklilik gosterir.
Fotoototrof, fotoheterotrof, oksijenli ve oksijensiz solunum, fermantasyon gibi
mekanizmalarla enerjiyi elde edebilir. Onemli 6zellikleri arasinda molekiiler azotu
sabitleme, klorofil ve B12 vitaminini sentezleme Ornek gosterilebilir. Morfolojik
olarak genellikle kiiresel, oval sekillidirler. R. sphaeroides’in biiyiiyebilmesi i¢in
ortam pH’1 6-8.5 ve sicaklik 29-30 °C olmalidir (Kars ve Alparslan, 2013).

R. sphaeroides’de, hidrojen iretimini katalizleyen temel enzim nitrojenaz
enzimidir (Kars ve Giindiiz, 2010). Bu enzimin birincil gorevi atmosferdeki serbest
azotun amonyaga doniistiiriilmesidir. Bu 06zelligi azotun canlilar tarafindan
kullanilabilir hale getirilmesinde ve aym1 zamanda dogadaki fiksasyon
mekanizmasinin islemesinde onemlidir. Dogada genetik olarak ii¢ farkli nitrojenaz
enzim sistemi (nif, vnf, anf) oldugu bilinmektedir. En yaygin olarak karakterize edilen
sistem, tiim diazotroflarda bulunan Mo igeren nitrojenazdir (nif). Ug nitrojenaz
sisteminin hepsi, iki ayrisabilir metalloprotein bilesen igerir; bilegsen 1 dinitrogenaz
(MoFe proteini, VFe proteini, FeFe proteini) ve bilesen 2 dinitrogenaz rediiktaz (Fe
proteini). Tek bir [Fe4S4] kiimesi tarafindan kopriilenen iki 6zdes alt birimin bir
dimeri olan bilegen 2, tiim nitrojenaz sistemlerinde 6zdes bir yapiya sahiptir. Alternatif
nitrojenazlarin bilesen 1'i (VFe proteini ve FeFe proteini), geleneksel tetramerik MoFe
proteininden farkli olarak o ve B alt birimlerine ek olarak igerdigil4 kDa vy alt birimi
ile heksamerik yapiya (a2p2y2) sahiptir Bu enzim iki oksijene duyarl
metalloproteinden olusur, tek bir [4Fe-4S] merkezi igeren ve MoFe proteinine spesifik
ATP'ye bagimli elektron dondrii gérevi goren ve nif H geni tarafindan kodlanan bir Fe
proteini ve nif DK genleri tarafindan kodlanan MoFe proteini. Nitrojenaz enzimlerinin

ana gorevi azot fiksasyonu ile molekiiler azotu amonyuma doniistiirmektir. Ancak, N2



gibi herhangi bir substratin yoklugunda nitrojenaz, ATP'ye bagimli hidrojenaz gibi
davranir ve tiim elektronlar, hidrojen iiretiminde kullanilir. Nitrojenaz enzimi siki
genetik kontrol altinda olup i¢ (intrinsic) ve dis (extrinsic) faktorlerden
etkilenmektedir. Nitrojenaz enzim aktivitesini etkileyen baslica dig/cevresel faktorler;
ortamdaki oksijen, sabitlenmis azot (NH4) varlig1 ve miktari, 151k, molekiiler nitrojen
varligi ve ortamda bulunan metal iyonlarinin (demir ve molibden) miktaridir. Ek
olarak, hiicrelerin redoks durumu, ig (intrinsic) bir faktor olarak nitrojenaz aktivitesini
etkiler. R. sphaeroides bir ¢esit nitrojenaz enzimi (Mo-Fe proteini igeren nitrojenaz)
bulunur. Azot fiksasyonunda ve hidrojen iiretiminde gorev alan enzim Mo-Nitrojenaz

enzimidir ve nifHDK operonu tarafindan kodlanmaktadir (Souza ve ark., 1999)

Nitrojenaz enzim aktivitesini etkileyen 6nemli bir faktér ortamda molekiiler
azot (N2) bulunmasidir. Molekiiler azot varliginda nitrojenaz enzimi azotu sabitler ve
bu nedenle bu islemde ¢ok fazla enerji ve elektron kullanilir. Molekiiler nitrojen
varliginda, elektronlarin yaklasik %75'1 nitrojen fiksasyonu i¢in ayrilir ve kalan %25'i
ise H2'nin olusumu i¢in kullanilir (Rey ve ark., 2007; Burris, 1991). Bu nedenle
hidrojen iretim ¢aligmalarinin  ¢ogu ortamda molekiiler azot olmadan
gerceklestirilmektedir. Ancak, N2 gazi birincil olarak nitrojenaz enziminin substrati
oldugu i¢in, N2’nin nitrojenaz enzimini stimiile ettigi diistiniilmektedir (Das ve

Veziroglu 2008).

Bu ¢aligmada, literatiirde pek rastlanmayan diazotrofik (N2 gazinin amonyaga
dontstirildiigii veya sabitlendigi sartlar) bliyiime kosullarinda R. sphaeroides ile
hidrojen iiretimi gerceklestirilmistir. Bunun i¢in bakteriler 6ncelikle azot kaynagi
olarak N2 gazinin ve karbon kaynagi olarak malatin (15 mM) kullanildig: diazotrofik
kosullarda ¢ogaltilarak nitrojenaz enzimi stimiile edilmistir. Daha sonra bakteriler
hidrojen iiretimi i¢cin non-diazotrofik ortama transfer edilerek hidrojen iretimi
gerceklestirilmistir. Kontrol grubu olarak ise karbon kaynagi olarak malatin (15 mM)
ve azot kaynagi olarak glutamatin (2 mM) kullanildig besiyeri (non diazotrofik ortam)
kullanilmistir (Kars ve Alparslan 2013). Bu tezin hipotezi su sekilde kurulmustur;



molekiiler azot (N2) substrati oldugu nitrojenaz enzimini stimiile ederek (pozitif
indiiksiyon) hiicre iginde yiiksek miktarlarda enzim {iretimini tetikler ve bu
indiiksiyondan sonra non diazotrofik ortama transfer edilen bakterilerin hidrojen
tiretim verimliligi artar. Hidrojen tiretimi verimliligi nitrojenaz enzim aktivitesinin bir
sonucu oldugu i¢in hiicre i¢i nitrojenaz enziminin stimiile edildigi kosullarda hidrojen
tretiminin de fazla olmasi beklenmektedir. Tez kapsaminda bu hipotezin
desteklenmesi saglayacak deney diizenekleri de kurulmustur. Bu dogrultuda, hidrojen
tiretiminin gergeklestirildigi diazotrofik ve non-diazotrofik kosullarinda nitrojenaz alt
birimi olan Fe-protenini kodlayan nifH gen ifade analizi yapilmistir. Boylece nifH
geninin hangi kosullarda daha aktif oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Buna ek olarak,
diazotrofik ve non-diazotrofik kosullarinda hiicre i¢i amonyum miktar analizi de
yapilarak nitrojenaz enzim aktivitesi test edilmistir. Son olarak, diazotrofik ve non-
diazotrofik kosullarin hiicre morfolojisine etkisi alan emisyonlu taramali elektron
mikroskobu (FE-SEM) ile ¢alisilmistir. Bu tez kapsaminda, diazotrofik sartlar altinda
hidrojen iretimi ve nifH gen ekspresyon seviyesinin kantitatif Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (gqPCR) ile belirlenmesi ile literatiire 6zgiin katki sunmustur. Ayrica,
diazotrofik kosullarin hiicre morfolojisine etkisi de ilk defa bu tez kapsaminda

caligilarak literatiire 6zgiin katki sunulmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Hidrojen

Glinlimiizde enerji, insan yasami i¢in vazgecilmez bir unsurdur. Niifusun artis,
teknolojinin ilerlemesi ile enerjiye olan gereksinim artmaktadir. Fosil kokenli
kaynaklarin tiikenebilir olmas1 ve kullanimi ile ortaya ¢ikan g¢evresel sorunlar ele
alindiginda, hidrojen bir enerji tasiyici olarak bu sorunlarin ¢6ziimii i¢in potansiyel
olusturmaktadir (Ren ve ark., 2017). Hidrojen, evrende en bol bulunan; kokusuz,
renksiz ve tatsiz bir elementtir. Periyodik cetvelde en basta yer alir. Hidrojen, en hafif
element olup, 1 litrelik (L) hacmi 0.09 grama (g) esittir. Diinya'da bulunan yergekimi
kuvveti etkisi, hidrojen molekiillerini tutamadigi icin atmosferde diisiik oranda
bulunur. Atmosfer yaklasik %0.07 hidrojen igerirken, diinya yiizeyi yaklasik %0.14
hidrojen igerir (Baykara, 2018). Atmosfer basincinda hidrojenin —253 °C’ye kadar
sogutulmasiyla sivi hale gelir. Difiizyon kat sayisinin yliksek olmasi ve diisiik
yogunlukta oldugundan, fazla yer kaplamas1 depolanabilirligini kisitlar. Hidrojen gaz
ve s1vi halde tanklarda, metal hidrit seklinde depolanabilir. Taginim boru hatlar1 veya
tankerler kullanilarak gergeklestirilir. Gelecekte ekonomi igin potansiyel olarak
uygun, maliyetli temiz yakit olarak kabul edilmektedir. Yiiksek enerji igerigine
sahiptir. Cekirdeginde bir proton bulundurur ve ¢evresinde yalniz bir elektronu vardir.
Toksik o6zelligi yoktur. Hidrojen; riizgar enerjisi, dalga enerjisi, giines enerjisi,
biyokiitle ve jeotermal enerji kaynaklar1 gibi yenilenebilir kaynaklardan iiretilebilir.
Ayrica komiir, dogal gaz ve niikleer enerji kaynaklar1 gibi yenilenemeyen
kaynaklardan da tiretilebilir. Yakit olarak depolanabilir ve ulasimda kullanilabilir.
Hidrojen yiiksek enerji depolama kapasitesine sahiptir (Jain, 2009). Hidrojenin yakit
ozellikleri Tablo 2.1°de gosterilmistir.



Tablo 2.1. Hidrojenin yakit 6zellikleri (Demirbag, 2009; Sahin, 2006).

Ozellik Birim Deger
Kaynama noktast Kelvin (K) 20.41
Donma noktas1 K 13.97
Yogunluk (s1v1) kg/m3 70.80
Yogunluk (gaz) kg/m3 1.34
Kritik nokta sicakligi (Tk) K 33
Kritik nokta basinci (Pk) Bar 12.9
Kritik sicakliktaki yogunluk(dk)  g/L 314
Hava ile tutusma bolgesi % 4.0-77.0
Tutugma sicaklikligt O 560
25°C ve 1 bardaki 1s1 iletkenligi Watt (W)/cmK 1.9
Difuzyon katsay1si cm?/s 0.61
Sabit basingta spesifik 1s1 Kilo Joule (kJ)/kg K 14.89
Havadaki patlama limiti % (vol.) 4-75
Havadaki atesleme enerjisi Mili Joule (mJ) 0.02
Atesleme sicakligl K 585
Havadaki alev alma sicakligi K 2318

Diinya iilkeleri enerji ihtiyacini karsilayabilmek i¢in hidrojeni kullanmaya
baslamistir. Su bir dongii igerisinde herhangi bir birincil enerji kaynagi kullanilarak
hidrojen ve oksijene ayristirilir, daha sonra elektrik tiretmek i¢in bir yakit hiicresinde
birlestirilir. Bu sekilde tiretilen temiz enerjiler ekonomiye katkida bulunmaktadir
(Rosen ve Koohi-Fayegh, 2016). Hidrojen yakit pil teknolojisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yakit pili teknolojisi, elektrigin dogrudan {iretildigi teknolojilerde,
ulasim araglarinda 1sitma amagli, tasitlarda ve savunma sanayinde tercih edilir. Yakat
pilinde anotta hidrojen bir polimer membrandan gecerken bir elektron verir ve katotta
oksijen ile reaksiyona girerek su olusturur. Hidrojen tanklarda veya malzemelerde
absorbsiyon ve adsorbsiyon yollariyla ve metal hidritler kullanilarak depolanabilir.
Metal hidrit yontemi, kimyasal baglanma yoluyla biiyiik miktarlarda hidrojeni
tutabilen ¢esitli metallerin kullanilmasiyla gerceklesir (Rusman ve Dahari, 2016).
Metal hidritler, belirli basing ve sicakliklarda hidrojene maruz kaldiklarinda, biiyiik
miktarlarda hidrojen gaz1 depolar. Igten yanmali motorun galistirilmasinda, yemek
pisirme, 1sitma, sogutma ve elektrik tiretimi gibi ev i¢i enerji tiretiminde kullanilabilir
(Abe ve ark., 2019). Hidrojen yenilenebilir ve temiz bir alternatif enerji kaynagi olarak

asagida maddeler halinde verilen degerlendirmeler yapilabilir.



e Yerli ve milli enerji kaynaklarinin gelistirilmesi enerjide disa
bagimlilig1 azaltabilir.

e Hidrojene dayali enerji tasinim sistemi ile kalici, bilimsel ve endiistriyel
is potansiyelleri olusabilir.

e Fosil yakitlarin artan niifusa ve enerji ihtiyacina kiyasla hizla
tiilkenmesiyle yenilenebilir enerji kaynaklarimin kullaniminin tesviki
yapilir.

e Motorlu tasitlarin hava kirliligine yol agmasi toksik olmayan ve ¢evreci
hidrojen yakitina yonelimi saglamistir.

e Petroliin kullaniminin ekosisteme zarar1 goéz Oniine alindiginda
hidrojenin yan {iriin olarak su olusturmasi ile besin zincirine zararli bir
etkisi olmadig1 anlasilmaktadir (Agrafiotis ve ark., 2015; Fontana ve
ark., 1996)

2.2. Hidrojen Uretimi

Hidrojen iiretiminde kullanilan kaynaklar ¢ok ¢esitlidir. Bunlar yenilenebilir
enerji kaynaklari, niikleer enerji ve fosil kokenli kaynaklardir. Bu kaynaklardan
biyolojik ve kimyasal (termokimyasal ve elektrokimyasal) yollarla hidrojen
tiretilebilir. Fosil kokenli kaynaklarin sinirli rezervi olmasi, kullanildiginda ¢evreye
zarar vermesi ve ¢ok daha fazla enerji gerektirmesi nedeniyle hidrojen iiretimi i¢in
farkli kaynaklar tercih edilir. Bununla birlikte giiniimiizde sanayide kullanilan hidrojen
biiylik miktarlarda, fosil kokenli kaynaklardan elde edilmektedir. Hidrojenin tiretildigi
yenilenebilir enerji kaynaklari ise biyokiitle, jeotermal giines ve riizgar enerjisidir
(Demirbas ve ark., 2009)

Hidrojenin termokimyasal yontemler kullanilarak elde edilmesi sirasinda sera
gazlart olusur. Uretim sirasinda yiiksek sicaklik (800-900 °C) ve basing gerekir.
Elektrokimyasal yontemler i¢in yiiksek seviyede enerji gerekir. Termokimyasal ve
elektrokimyasal yontemler ele alindiginda daha fazla maliyet gerektirir ve gevreye

zarar veren yontemlerdir. Elektrokimyasal yontemlerden biri olan suyun



elektrolizinde, dogru akim kullanilarak suyun hidrojen ve oksijenlerine ayrilmasi
islemi yapilir. Bu yontem ¢ok fazla enerji gerektirdiginden yenilenebilir enerji

kaynaklar1 kullanilarak yapilmadig siirece maliyetlidir (Rand ve Dell, 2009).

Cesitli fotosentetik mikroorganizmalar yenilenebilir enerji  kaynaklarini
(glines, su, biyokiitle) kullanarak, ¢evresel kosullar ve enzim aktiviteleri ile hidrojen
iiretirler. Uretilen hidrojene ise “biyohidrojen” denir. Biyohidrojen iiretimi yapan
fotosentetik mikroorganizmalara Ornek olarak; yesil algler, mavi-yesil algler
(Cyanobacteria), fermantatif bakteriler ve fotosentetik bakteriler verilebilir (Levin ve
Chahine, 2010). Asagida Dbiyohidrojen {iretiminde gbrev alan gesitli

mikroorganizmalar listelenmektedir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Biyohidrojen iireten mikroorganizma gesitleri ve tiirleri (Das ve Veziroglu, 2001).

Mikroorganizma Cesitleri Tiirleri

Chlamydomonas reinhardii
Yesil Algler C. moewusii
Scenedesmus obliquus

Anabaena azollae

Anabaena CA
Siyanobakteriler A var_labl_lls

A. cylindrica
Heterocystous Nostoc muscorum

N. spongiaeforme
Westiellopsis prolica

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
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Citrobacter intermedius
Clostridium butyricum
C. pasteurianum
Desulfovibrio vulgaris
Fermantatif Bakteriler Enterobacter aerogenes
E. cloacae
Escherichia coli
Megasphaera elsdenii

Her gegen giin artan enerji talebi tlkeleri alternatif enerji kaynaklarina
yoneltmistir. Hidrojen 6nemli ve gelecek vaat eden temiz enerji kaynaklar1 arasindadir
ancak, hidrojen, gelecegin enerji tasiyicist olarak siirdiiriilebilir enerji kaynaklarinin
kullanilmasinda iyilestirici bir se¢enek olabilir. Fosil kokenli yakitlar gibi bolgesel
capta iiretilmediginden tlkeler arasi rekabeti olusturmaz ve her iilkenin kendi 6zgiin

yaklasimu ile hidrojen tiretilebilir (Jager ve ark., 2016)

Biyolojik yontemlerle hidrojen iiretimi giiniimiizde halen endiistriyel iiretim
Olceginde degildir ancak c¢esitli prosesler kullanilarak gelistirme siirecleri

gerceklestirilmektedir (Kalinci ve ark., 2009). Bu prosesler asagidaki gibi siralanabilir:

1)Biyofotoliz

e Dogrudan biyofotoliz

e Dolayl biyofotoliz
2) Biyolojik yolla suyun gaza dontisiimii
3) Fermantasyon

e Karanlik fermantasyon

e [Fotofermantasyon

4) Iki Basamakli Hidrojen Uretimi

2.2.1. Biyofotoliz

Bu yontem suyun oksijen ve hidrojenlerine ayrisma siirecidir. Mavi-yesil
algler tarafindan gerceklestirilir. Dogrudan biyofotoliz ve dolayli biyofotoliz olarak iki
sekilde biyofotoliz yapilabilir (Levin ve Chahine, 2010).
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2.2.1.1. Dogrudan biyofotoliz

Dogrudan biyofotoliz giines enerjisinin fotosistem I (PSI) ve fotosistem II (PSII)
sistemlerinin kullanilarak su molekiillerindeki oksijen ve hidrojeni ayristirarak
hidrojenin tiretildigi sistemlerdir. Bu sistemde, giines enerjisi PSII” de absorbe edilir
ve kimyasal enerjiye dondstirilir. Bu kimyasal enerji ile suyun oksijen ve
hidrojenlerine ayrilmasi gerceklestirilir. Sonucta iki elektron meydana gelir. Bu
elektronlar ferrodoksine (Fd) iletilir (Kim ve ark., 2012). Bu islem sirasinda hidrojenaz
enzimi aktivitesiyle elektronlar hidrojen iyonlart ile birlesir ve hidrojen tretilir (Sekil
2.1).

Hz

Gunes Enerjisi

Y

2H.O0 O2 2H+

Sekil 2. 1 Dogrudan biyofotoliz ile biyohidrojen tiretimi (Sentiirk ve Biiyiikgiingor, 2010).

Hidrojenaz enzimi oksijene duyarli bir enzim olup, ferrodoksinden aktarilan
elektronlar hidrojen iyonlariyla birleserek hidrojen gazini olusturur. Hidrojen
tiretiminin gergeklesmesi i¢in anaerobik ortam veya oksijen miktart % 0.1’den az
oldugu ortamlar tercih edilmelidir (Wendt ve Bauer, 1988). Dogrudan biyofotoliz

yavas gergeklesir ve verimliligi diistiktiir.

2.2.1.2. Dolayh biyofotoliz

Dolayli biyofotoliz, siyanobakterilerin (mavi-yesil alglerin) fotosentez ile
biyokiitle iiretmesi, liretilen biyokiitleden de hidrojen elde ettigi sistemdir. Biyokiitle
tiretildikten sonra aerobik karanlik fermantasyon yolu ile 2 mol asetat/mol glukoz ve

4 mol hidrojen/mol glukoz olusur. Elde edilen 2 mol asetat/mol glukozdan
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fotofermantasyon ile hidrojen iiretilerek tiretim miktar1 yiikseltilir (Sekil 2.2). Bu islem
atmosferde bulunan CO2’nin kullanildigi bir sistem oldugundan ¢evre dostu bir
sistemdir. Fakat hidrojenaz enzimi oksijene duyarli oldugundan ve hidrojen iiretim

verimi diisiik oldugundan daha az tercih edilmektedir (Figen ve Baykara, 2018).

‘ Giines Enerjisi CO,

2e

—

Fd

2H,0 0,

1

2H"

Sekil 2. 2. Dolayli biyofotoliz ile biyohidrojen tiretimi (Sentiirk ve Biiyiikgiingor, 2010).
2.2.2. Biyolojik yolla suyun gaza doniisiimii

Baz1 fotoheterotrofik bakterilerin substrat kaynagi olarak karbonmonoksit
(CO) kullanmasiyla 151k kaynagi kullanilmadan H iiretimi gerceklesebilir.
Fotoheterotrofik bakteriler bu islem ile CO2 ve Hy liretimi gergeklestirirler. Anaerobik

ortamda CO, bazi proteinlerin (CO dehidrojenaz, Fe-S protein ve CO’e-toleransh
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hidrojenaz) sentezlenmesinde rol oynar. CO oksidasyonu ile elde edilen elektronlar
biyohidrojen {iiretiminde kullanilmak tizere Fe-S proteini araciligiyla hidrojenaza
iletilir (Ensign ve Ludden, 1991).

2.2.3. Fermantasyon

2.2.3.1. Karanhk fermantasyon

Karanlik fermantasyon anaerobik biiyliyen bakterilerin 151k enerjisine ihtiyag
duymadan zengin karbonhidrat i¢eren substratlari biyohidrojene doniistiirme islemidir.
Hidrojen tiretimi prosesi oksijensiz (anoksik, anaerobik kosullar, oksijenin elektron
alicis1 olarak kullanilmadigi durumlar) altinda gergeklesir (Zheng ve ark., 2022)
Substrat kaynag1 olarak basit sekerler kullanir. Basit seker kullanimi maliyetleri
yiikseltir. Yiiksek maliyetli ve insan gidasi olabilecek karbon kaynaklar1 yerine bu
substrat kaynaklarina alternatif olarak evsel atiklar Onerilebilir. Bu kaynaklar 6n
islemlere tabi tutularak basit sekerler elde edilir. Alternatif olarak sanayi ve ziraat
atiklar1 da substrat olarak kullanilabilir. Alternatif karbon kaynaklarindaki
polisakkaritler yapilan 6n islemler sonucu basit sekerlere parcalanir (Adessi ve De
Philippis, 2014). Bu sekerler daha sonra bakteriler tarafindan kolaylikla metabolize
edilir. Sicaklik karanlik fermantasyon i¢in Onemli etkenlerden birisidir. Hidrojen
tiretim performansini etkiler. Mikroorganizmalarin hidrojen iiretebildigi en verimli
sicaklik degeri mikroorganizma tiiriine goére degismektedir. Fermantasyon islemi
bakterinin biiyiiyebildigi sicakliga gore mezofilik (25-40°C), termofilik (40-65°C),
asirt  termofilik  (65-80°C) ve hiper termofilik (>80°C) sicakliklarinda
gergeklesebilmektedir. pH karanlik fermentasyonda 6nemli bir diger ¢evresel etkendir.
Mikroorganizmalarca hidrojen iiretimi enzimler araciligiyla gerceklesmektedir ve pH
ile sicaklik mikroorganizmalarda sorumlu enzimlerin aktivitesine etki eder ve boylece
hidrojen iiretim verimlilikleri etkilenmektedir (Fascetti ve ark., 1998). Fermentasyon
esnasinda organik asit olusur. Organik asit olusumu ile pH diiser ve hidrojen iiretimi
azalir. Hidrojen iiretim verimini artirmak i¢in pH kontrol edilmelidir. Hidrojen tiretim
veriminin en ¢ok elde edildigi pH araligi 5.2 ile 7 araligidir. Verimli hidrojen tiretimi

icin besiyerindeki besin maddelerinin oran1 dengeli olmalidir. Makro (N, C) ve mikro
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besi maddelerin (Fe, Zn, Ni, Mg vb.) bulunmasi gerekir. Makro besin maddeleri
mikroorganizmanin biiyiimesine etki ederken, mikro besin maddeleri enzim
sistemlerinin yapisinda yer alir. Karanlik fermentasyon ile hidrojen iiretiminde
kullanilan mikroorganizma tiirii de Onemlidir. Saf kiiltiir veya karigik kiiltiir

kullanilarak hidrojen iiretimi yapilabilir (Kars ve Alparslan, 2013).

Karanlik fermantasyonda H> saf olarak tiretilmez. H> ile beraber karbondioksit,
metan, hidrojen siilfit gazlar ile basit ugucu yag asitleri gibi farkli gazlar ile zengin
biyokiitle iretilir. Biyokiitle fermantatif islemlerde kullanilabilmesi igin biyolojik
olarak kolaylikla pargalanabilir yiiksek karbonhidrat ve enerji igerigine sahip,
erisilebilir ve ucuz olmahidir (Demirbas 2009). Glikolitik yol izinde glikoz piriivata
dontigtiiriillir.  Piruvat, asetilCoA’ya okside olur. Asetil-CoA, metabolik yol
kullanilarak asetil-fosfata doniisiir. Bu doniisiim sonucunda ATP elde edilir, yan iiriin
olarak asetat olusur. Ferrodoksinin (Fd) indirgenmesi piruvatin, asetil-CoA’ya
oksidasyonunda gereklidir. Hidrojenaz enzimi indirgenmis ferrrodoksini oksidasyona
ugratarak molekiiler hidrojen iiretimi gergeklestirir. Fermantatif hidrojen iiretiminde
karbon kaynag: olarak karbonhidratlar kullanilabilir. Uretim sirasinda yan iiriin olarak
asetat ve biitirat gibi yan {irlinler olusur (Das ve Veziroglu 2008). Reaksiyon kisaca

asagida 6zetlenmistir;

Piruvat + CoA + 2Fd (yiikseltgenmis) — Asetil-CoA + 2Fd (indirgenmis) + CO»

2.2.3.2. Fotofermantasyon

Fotofermantasyon, fotosentetik bakteriler tarafindan giines enerjisi veya bir
151k kaynagi kullanilarak hidrojen iiretim siirecidir (Sekil 3.2). Kaynak olarak organik
asitler veya biyokiitle kullanilir. Fotofermantasyon yapan bakterilerde fotosistem |1
olmadigindan su parcalanamaz ve oksijen agiga ¢ikmaz. Bu durum anaerobik ortamin
korunmasin1 saglar. Hidrojen iiretiminde fotosentetik bakterilerde hidrojenaz ve
nitrojenaz enzim sistemleri rol alir. Ancak, hidrojen iiretiminde kullanilan temel enzim
nitrojenaz enzimidir. Hidrojenaz enzimi ise tiretilen hidrojen molekiiliiniin elektron ve

protona pargalanmasini saglar (Adessi ve De Philippis, 2014).
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Sekil 2. 3. Fotofermantasyonla hidrojen tiretimi (Benemann ve Hallenbeck, 2002).

Fotofermantasyonda organik asit kullanilarak hidrojen {iretiminde elde edilen
hidrojen miktarlart farklilik gosterir. Besiyerinde bulunan, karbon ve azot kaynagi,
metal iyonlar1 (Fe, Mg) ve amonyak varligi, nitrojenaz ve hidrojenaz enzimlerinin
aktivitesi ile 151k yogunlugu gibi faktorler fotofermantasyonla biyohidrojen tiretimini
etkiler. Besiyerinde bulunan amonyum miktar1 fototofermentatif bakterinin hidrojen
tiretim performansini etkiler (Lee ve ark., 2002). Hidrojen tiretiminden sorumlu temel
enzim nitrojenaz enzimidir. Molekiiler azottan amonyum sentezler. Ancak
amonyumun ortamda birikimi nitrojenaz enzimini baskilayarak hidrojen iiretim
performansini diisiiriir. Bu nedenle besiyerinde bulunan amonyum miktar1 baskilayici

miktarmn altinda bulunmalidir (Kim ve ark,. 2012).

2.2.4. Tki basamakh hidrojen iiretimi

Iki basamakl1 sistem, karanlik fermantasyon ve foto fotofermantasyon siireglerinin
birlikte yiiriitiilmesi ile gergeklestirilir. Fotosentetik ve fotosentetik olmayan
bakterilerin hidrojenaz ve nitrojenaz enzim sistemlerini kullanmasi hidrojen tiretimini
arttirir. Iki basamakli hidrojen iiretim siireclerinde kullanilan karbon kaynagi daha
verimli bir sekilde hidrojene doniismektedir. Anaerobik bakteriler metabolizmalari
geregi karbonhidratlar1 kullanarak enerji elde eder ve organik asitler olusur. Organik

asitler fotosentetik bakteriler 15181 kullanarak glikozu hidrojen ve karbondioksite kadar
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pargalar. Olusan bu kombinasyonla substrattan daha ¢ok faydalanilarak ve daha az 1s1k

enerjisi kullanilarak, hidrojen tiretimi arttirilmis olur (Cheng ve ark., 2022).

2.3. Fotosentetik Bakteride Hidrojen Uretimi

Fotofermantasyonda kullanilan fotosentetik bakteriler hidrojen {iretebilen
mezofilik bakterilerdir. Uremeleri i¢in gerekli sicaklik 30-35 °C olup pH ise 6.8-7.0
da maksimum biiyiime egrisi olustururlar. Fotosistem II’leri olmadigindan oksijen
aci8a ¢cikarmazlar. Aerobik ve anaerobik ortamlarda yasamlarini siirdiiriirler. Aerobik
ortamda oksijenin nitrojenaz enzimini inhibe etmesiyle hidrojen iretimi goriilmez.
Fotosentetik bakteriler hidrojen tiretimi ile birlikte yan iirtinler (PHB, 5-ALA) de
tiretebilirler. Atik biyokiitleden ve atik sulardan hidrojen tiretimi yaparak atiklarin

degerlendirilmesi saglanir (Kumar ve ark., 2000).

Hidrojen tiretimi asamalarinda gorevli yapilar; fotosentetik zar aygiti, karbon
akist (TCA dongiisii) ve enzim sistemleridir. Fotosentetik zar aygit1 giines enerjisinin
kimyasal enerjiye (ATP) doniistiigii ve bakterinin iiremesinde kullanildig: sistemdir
(Kim ve ark., 2006). Bu kimyasal enerji bakterinin tiremesine katki saglayarak,
nitrojenaz enzimi aktivitesinde biyohidrojen iretiminde kullanilir. Bakterinin
fotosentetik zar aygiti, 151k toplama kompleksi (LHC) veya antenler, reaksiyon
merkezi (RM) ve sitokrom bc: olarak {i¢ adet transmembran protein igerir (Jungas
ve ark., 1999). Isik toplama komplekslerinde bakteriyoklorofil ve karotenoid
molekiilleri bulunur. Anten sistemlerini tekli oksijenin zararl etkilerinden korurlar.
Karotenoidler, goriiniir dalga boyundaki 15181 absorbe eder. Mor bakterilerde 1sik
toplama kompleksleri LH1 ve LH2 yapilarindan olusur. Reaksiyon merkezi (RM)
ise ii¢ alt birimden olusur. Bunlar; L, M ve H polipeptitleridir. Yapisi incelendiginde
dort molekiil bakteriyoklorofil a, iki molekiil bakteriyofeofitin a, iki molekiil

ubikinon (Qa, Qg) ve iki molekiil karotenoid pigmenti goriiliir (Seifert, 2012).
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Isik toplama komplekslerinde 151k absorbe edildikten sonra fotonlardan
elde edilen enerji reaksiyon merkezine aktarilarak bakteriyofil uyarilir. Elektron
aktarimi bakteriyofeofitin a, ubikinon, Fe.Sz, sitokromlar ve reaksiyon merkezi
iizerinden gerceklesir. Olusan proton gradienti ile, ATPaz kullanimi ile ATP
retilir.  Trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde organik substrat CO2’ye
pargalanir ve bu pargalanma sonucu elektronlar olusur. Elektronlar NAD ve
ferrodoksin gibi elektron tasiyicilariyla nitrojenaz enzimine iletilir. Nitrojenaz
enzim aktivitesiyle molekiiler hidrojen fretilir (Seifert, 2012). Hidrojenaz
enziminin goérevi ise molekiiler hidrojeni protona ve elektronlara pargalamaktir.

Fotofermantasyon isleminde hidrojen iiretim semas1 Sekil 2.4°te verilmektedir.

H+, elektronlar

(D1 zar) l I
Fotosentetik
Zar aygit1
CO2

T ATP
2
N\ . K
+
Substrat TCA % | Hiteson | I HI‘
x. l diingiisi;/ " B
i ‘ Elektronlar T

Sekil 2. 4 Fotofermantasyon isleminde hidrojen tiretim semas1 (Kars ve Alparslan 2013).

Fotofermentatif hidrojen iiretiminde kullanilan model organizmalardan mor
kiikiirtsiiz bakteriler (PNS bakterileri) kullanilir. PNS bakteriler enerji kaynagi olarak
15181 kullanir. Genis dalga boyu (520-860 nm) araliginda 151k absorbe ederek elektron
transfer sistemiyle hidrojen tiretimi yapar. Hidrojen iiretiminde en ¢ok Kullanilan
bakteriler mor kiikiirtsiiz bakterilerdir (Kars ve Alparslan, 2013). Bitki ve alglerden

farkli olarak fotosistem II’leri yoktur. Renkleri kahverengidir. Oksijenle temasi sonucu
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renkleri pembe rengine doner. Mor kiikiirtsiiz (PNS) bakteriler farkli gevre sartlarinda
zengin  metabolik  aktiviteler gosterir. Elektron donorii  olarak  stlflirii
kullanmadiklarindan kiikiirtsiiz bakteri olarak tamimlanirlar.  Zengin metabolik
aktiviteleri azot ve karbon fiksasyonu, oksijensiz fotosentez ve membran biyo enerjisi
gibi bircok temel metabolik olayin arastirilmasinda kullanimini saglamistir. Karanlik
ve aydinlik ortamlarda biyiiyebilirler. o-proteobacteria ve [B-proteobacteria

smiflarinda bulunurlar (Demirbas, 2009).

2.4. Rhodobacter sphaeroides O.U.001

Onceleri Rhodopseudomonas sphaeroides olarak adlandirilan Rhodobacter
sphaeroides’in giincel adi1 Cereibacter sphaeroides olarak onerilmistir ve NCBI
taksonomi veri tabaninda de giincel ismi ile listelenmektedir (Hordt ve ark., 2020).
Mor kiikiirtsiiz bakterilerden olan Rhodobacter sphaeroides CO2’nin indirgenmesinde
elektron dondrii olarak siilfidi kullanmaz. Bazi mor-kiikiirtsiiz bakteriler ise
fermentatif veya anaerobik solunum metabolizmasini kullanarak karanlikta anaerobik
olarak biiyiiyebildikleri gibi bir¢ogu da karanlikta solunum yaparak aerobik olarak
bliyliyebilmektedirler. Cizelge 2.3 te bakteri sistematigi verilmistir.

Tablo 2.3. Rhodobacters sphaeroides’in sistematik siniflandirilmasi.

Alem Bacteria

Sube Proteobacteria

Simf Alphaproteobactera
Takim Rhodobacterales

Aile Rhodobacteraceae

Cins Rhodobacter

Tiir Rhodobacter sphaeoides

Rhodobacter sphaeroides gram negatif ve proteobakterilerin a-altboliimii
icerisinde yer alir. Enerjiyi elde etme agisindan cesitlilik gosterir. Fotoototrof,
fotoheterotrof, oksijenli ve oksijensiz solunum, fermantasyon gibi mekanizmalarla
enerjiyi elde edebilir. Oksijenli ve oksijensiz ortamda biiyiiyebilir (Dubbs ve Tabita
2004). Derin gol ve durgun sularda bulunur. R. sphaeroides metabolik 6zellikleri

agisindan da farklilik gdsterir. Onemli 6zellikleri arasinda molekiiler azotu baglama,
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Klorofil ve BI12 vitaminini sentezleme Ornek gosterilebilir. Morfolojik olarak
genellikle kiiresel, oval sekillidirler (Sekil 2.5). Flagellalari ile aktif hareket edebilirler.
Bu ozellikleri sayesinde sivi besiyerinde karistirmaya gerek duymadan sivida asili
olarak, dibe ¢okmeden kalabilmektedirler. Biyoteknolojik proseslerde karistirmaya
gerek duymadigr i¢in karigtirma maliyeti ortadan kalkmaktadir. Bu nedenle R.
sphaeroides ile gergeklestirilen biyoteknolojik proseslerin maliyeti daha diisiik olmasi
nedeniyle tercih edilen bir model bakteri olarak degerlendirilmektedir. R.
sphaeroides’in optimum biiyiime ortami pH: 6.8 ve 28-30 °C araligindaki sicaklikta
gerceklesmektedir (Kars ve Alparslan, 2013).

Sekil 2. 5. R. sphaeroides (Igarashi ve ark., 2003).

R. sphaeroides biinyesinde yaklasik 0,9 Mbg ve 3 Mbg biiyiikliigiinde iki adet
kromozom ve bes adet ekstra kromozomal plazmit bulundurur (Suwanto and Kaplan,
1989). Oksijenli ve oksijensiz ortamda biiyiiyen bakteriler sahip olduklari renk
pigmentlerine gore oksijenli ve oksijensiz ortamda farkli renkte goriiniirler. Oksijenli
ortamda pembe renk alirken oksijensiz ortamda biiylimesiyle rengi kahverengi olur. R.
sphaeroides yenilenebilir enerji kaynaklarini (giines, biyokiitle) kullanilarak hidrojen

iiretimini gergeklestirilir. Uretim 151k kaynagi ile cesitli organik bilesenler kullanilarak
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gerceklestirilir. Hidrojen iiretim metabolizmasi fotosentetik zar aygiti, karbon akisi

(TCA dongiisii) ve enzim sistemlerine bakilarak arastirilabilir (Koku ve ark., 2002).

2.5. Hidrojen Uretim Mekanizmasi

Gliniimlizde kullanilan enerji kaynaklarinin fosil kokenli olmasi sera
gazlarinin birikmesine ve kiiresel 1sinmaya yol agmaktadir. Bu ylizden alternatif enerji
kaynaklarina yonelim artmistir. Yenilenebilir enerji kaynaklart hem ¢evre dostu hem
de kolay elde edilebilir oldugundan tercih sebebidir. R. sphaeroides c¢esitli
yenilenebilir karbon kaynaklarin1 kullanarak hidrojen iiretir. Uretim 151k altinda ve
anaerobik ortamda gerceklesir. Hidrojen iiretim prosesleri fotosentetik zar aygiti,
karbon akis1 (TCA dongiisii) ve enzim sistemleri olarak 3 grupta incelenebilir. Enzim
sistemlerinde nitrojenaz ve hidrojenaz enzim aktiviteleriyle hidrojen iiretimi
gerceklesir. Enzim aktivitesini karbon ve azot kaynagi, 151k yogunlugu, metal iyonlari
(Fe, Mg), amonyak gibi etkenler etki eder (Kim ve ark., 2012). Bu faktorler dikkate
alinarak hidrojen liretim siireglerinde optimum kosullar tespit edilerek bu kosullar
altinda verimli hidrojen {iretimi gergeklestirilebilir. Hidrojen iiretiminde gorev alan
baslica iki ¢esit enzim bulunmaktadir. Bunlar hidrojenaz ve nitrojenaz enzimleridir
(Srivastava ve ark., 2021). Mor kiikiirtsiiz bakterilerde hidrojen tiretiminden sorumlu
enzim nitrojenaz enzimidir. Hidrojenaz enziminin bir ¢gesidi olan gerialim hidrojenazi
(uptake hydrogenase) ise bu bakterilerde iiretilen hidrojeni proton ve elektrona
cevirerek hidrojen {iretim verimini diisiiriicii yonde caligmaktadir. Bu iki enzim

asagida daha detayli olarak incelenmektedir.

2.5.1 Hidrojenaz

Hidrojenazlar hidrojen iireten ve ayni zamanda tiiketebilen enzimlerdir.
Molekiiler oksijen tarafindan aktivasyonu engellenebilir. Ayni zamanda hidrojen
tilketen bir enzim oldugundan “uptake” enzim de denir. Biinyesinde bulunan metal

icerigine gore smiflandirilir. Bunlar; [NiFe]-hidrojenazlar, [FeFe]-hidrojenazlar ve
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metal icermeyen hidrojenazlardir. “Uptake hydrogenase” olarak bilinen hidrojenaz
¢esidi [NiFe]-hidrojenazlar1 grubundan olup Rhodobacter sphaeroides’de de bulunur
ve bakteride nitrojenaz enzimi tarafindan {iiretilen hidrojeni pargalayarak yeniden
proton ve elektrona doniistiir. Boylece bakteride bulunan aktif bir enzin olan “uptake”
hidrojenazi hidrojen iiretim verimliligini diisiirmektedir (Ayhan ve Demirbas, 2009).
Hidrojenazlar aerobik ve anaerobik mikroorganizmalarda bulunur. Saf kiiltiirlerde
veya anaerobik kiiltiirlerin bulundugu karisik kiiltiirlerde karanlik fermantasyon
asamalarinda hidrojenaz enzimleri araciligiyla hidrojen tretilebilir. Bu proseslerde
kompleks polisakkaritlerden hidrojen iiretimi ve organik asit tiretimi gergeklesir (Kars
ve Alparslan 2013). [NiFe]-hidrojenazlar hidrojen iiretiminde etkili bir enzim
cesididir. Hidrojenden elektronlar1 aldiktan sonra nikotinamid adenin diniikleotid
fosfati (NADP) indirger. [NiFe] hidrojenazlar, heterodimer proteindir. Kiigiik (S) ve
biiyiikk (L) alt birimlerinden olusur. Kiigiik alt birim ti¢ demir- kiikiirt kompleksi
igerirken biiyiik alt birim, bir nikel-demir aktif kompleksini igerir. Molekiiler hidrojen
tiretiminde [NiFe] hidrojenazlarla karsilastirildiginda hidrojen iiretim performansi
daha iyidir. [Fe] hidrojenazlar yalnizca bazi metanojenik arkelerde bulunur (Das ve
Veziroglu, 2001).

2.5.2. Nitrojenaz

Nitrojenaz enzimi 1960 yilinda Clostridium pasterianum kullanilarak izole
edilmistir (Das ve Veziroglu, 2008). Azot, bir¢ok biyomolekiilde bulunan, yasamin
devamlilig1 i¢in gerekli bir elementtir. Bu element atmosferde 2 atomlu halde bulunur.
Ama ¢ogu organizma inert yapida oldugu icin N2’yi metabolizma edemez. Bazi
bakteriler molekiiler azotu amonyaga ¢evirirler. Yasami siirdiirmek i¢in gerekli olan
bu durum N fiksasyonu olarak bilinir. N2 fiksasyonu jeokimyasal siireglerle ve
biyolojik siireclerde nitrojenaz enzimi ile gergeklestirilebilir. Biyolojik azot
fiksasyonu azot fikse eden bir¢ok farkli cins bakteri tarafindan gergeklestirilir. Bu
bakteriler ¢ok ¢esitli metabolik stratejiler kullanirken hepsinde ortak bulunan enzim
nitrojenazdir. Azotu amonyaga bakterilerde bulunan nitrojenaz enzimi doniistiiriir ve

bu enzim nif genleri tarafindan kodlanmaktadir. nif genlerini de iceren gen bdlgeleri
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yaklagik olarak 20 protein kodlar ve 7 operon igerir. Yaklasik 20-24 kb biiyiikligiinde
bir grupta bulunur (Nandi ve Sengupta, 1998).

Nitrojenazlarin islevi temel olarak molekiiler nitrojeni amonyaga doniistiirerek
yeryiiziindeki nitrojen dongiisiine katkida bulunmaktir, bu dongii diger canlilar i¢in de
gereklidir. Genetik olarak farkl: ii¢ tip nitrojenaz sistemi vardir. Bunlar: nif, vnf, anf
sistemleridir. Ug nitrojenaz sistemi, iki ayrisabilir bilesen metal bilesen 1, dinitrogenaz
(MoFe proteini, VFe proteini, FeFe proteini) ve bilesen 2, dinitrogenaz rediiktazdan
(Fe proteini) olusur. En yaygin bulunan Mo igeren nitrojenazdir. Yapilan ¢alismalar
tim diazotroflarin nifHDK genleri tarafindan kodlanan Mo-nitrogenaz'a sahip
oldugunu gostermektedir. Genom dizisinden R. sphaeroides'in sadece molibden
nitrojenazina (Mo-nitrogenaz) sahip oldugu bilinmektedir (Das ve Veziroglu, 2008).
Mo-nitrojenaz enzim yapist Sekil 2.6’da verilmektedir.
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Sekil 2. 6. Mo-nitrojenaz enzim yapist (lgarashi and Seefeldt, 2003).



23

2.6. Nitrojenazin Transkripsiyonel Regiilasyonu

Biyolojik azot fiksasyonunu Kkatalizleyen enzim olan nitrojenaz, oksijene
duyarli bir enzim olup, azot fiksasyon asamalar1 i¢in gerekli enerjiyi karbon ve azot
kaynaklarindan elde eder. Azot fiksasyon mekanizmasinda gorevli genler
transkripsiyon diizeyinde regiilasyon mekanizmalara sahiptir. Nitrojenaz enzimi
yapisal genlerinin (nifHDK) ifadesi alternatif sigma faktorii olan 654 tarafindan
kontrol edilip aktivasyonu nifA geni tarafindan gergeklestirilir. NifA proteinleri en az
ti¢ farkli alandan olusur; diizenleyici bir N terminal alani, merkezi bir ATP baglayici
aktivator alani, bir DNA baglayici C Substrat indirgeme boélgesi, terminal alani
(Paschen ve arkadaslari, 2001). Dinitrojenaz olarak da bilinen nitrojenaz enzim alt

birimi molibden-demir (MoFe) proteinidir (Dixon ve Kahn, 2004).

MoFe proteini, nifD ve nifK genleri tarafindan kodlanan iki farkli polipeptitten
olusur; Fe proteini, nifH geni tarafindan kodlanir. MoFe proteininin zorunlu elektron
vericisi, dinitrogenaz rediiktaz olarak da bilinen nitrojenaz demir (Fe) proteinidir.
Sabitlenmis azotun (Ornegin; amonyum) yoklugu veya varhigi, nitrojenazin
kontroliinde rol oynayan faktorlerden biridir (Einsle ve ark., 2002). nif genlerinin
transkripsiyonu NtrBC iki bilesenli regiilatér sistemiyle de kontrol edilir.
Transkripsiyonel diizeyde, NtrB/NtrC iki bilesenli sistem nifA transkripsiyonunu
kontrol eder. Buna karsilik NifA proteini, Mo-nitrogenaz yapisal genleri dahil olmak

tizere diger nif genlerinin ekspresyonunu indiikler (Wang ve ark., 2014).

2.7. Gen Ekspresyon Analizleri

Genin ifadesi, genlerden protein olusumu siirecidir. Genler iglii niikleotit
igeren kodonlarda iglevsel proteinlerin bilgilerini bulundurur. Her bir tiglii kodon bir
amino asiti belirler. Bir aminoasit birden fazla kodon tarafindan kodlanabilir. Fakat
okaryotlarda bir genin proteine doniisiimii birden ¢ok basamakta gergeklesir. Bunun
sebebi DNA’nin ¢ekirdekte olmasidir. RNA ¢ekirdekte sentezlendikten sonra protein

sentezi i¢in ribozoma tasinir. Sentezlenen RNA miktart protein miktari ile orantilidir.
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Bu bilgiler 1s181nda gen iki basamakta proteine doniisiir: transkripsiyon ve translasyon
(Brazma ve Vilo, 2000). Sekil 2.7°de gen ifade siiregleri gosterilmistir. Transkripsiyon
(okuma), genetik sifrenin DNA’dan RNA’ya doniistiiriildiigii basamaktir. Kalip zincir
kullanilarak proteindeki bilgi RNA’ya aktarilir. Sonucta tiretilen RNA molekiilii
biinyesinde barindirdigi bilgiyi ribozoma tasidig icin mesajct RNA (mRNA) olarak
adlandirilir (Jeong ve ark., 2020). Translasyon, mRNA’daki genetik sifreden polipeptit
sentezlenmesidir. mRNA ribozoma baglanir ve kodonlar aminoasitler halinde anlam
kazanir. Translasyon sirasinda tRNA molekiilleri kullanir. Bu molekiiliin bir ucundaki
antikodon mRNA iizerindeki kodona hidrojen baglariyla baglanir. Boylece tRNA
tagidig1 amino asiti polipeptit zincirine ekler. Son {iriin olan proteinler ii¢ boyutlu

konformasyon kazanir (Tichopad ve ark., 2003).

— - Gen 2

DNA tek zinciri 3 5
(tamamlayict) ABCECEBABABABCHEC BGEARGHET
TRANSKRIPSIYON

A R m =

I Kodon

| | |
- B0 A

Amino asit

Sekil 2. 7. Gen ifade basamaklar1 (Reece ve ark., 2011).

Stirekli ilerleyen teknoloji, arastirmacilarin binlerce gen igin ekspresyon
seviyelerini ayn1 anda, farkli zaman ve farkli kosullarda 6lgmelerine olanak tanir. Gen
ekspresyonu niceleme yontemleri, insan hastaliklarinin altinda yatan molekiiler
olaylarin anlasilmasinda ve teshis ve tedavi hedeflerinin belirlenmesinde 6nemli
araclardir. Gen anlatimi analiz yoOntemleri genel olarak; dizileme temelli,

hibridizasyon temelli, kombine temelli ve PCR temelli yontemleridir. Bu analiz
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yontemleri, gen fonksiyonu diizenleyici mekanizmalar ve genlerin biyolojik olaylara

verdigi potansiyel bilgileri i¢erir (Lekanne Deprez ve ark., 2002).

2.7.1 Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu

Gergek zamanli PCR, geleneksel PCR’1n ¢alistig1 alanlar1 genisletirken, PCR
ile ilgili sorunlara da ¢6ziim bulmustur. Bu yontem ile niikleik asit 6rnekleri kalitatif
ve kantitatif olarak zaman tasarruf saglayarak analiz edilmekte ve kontaminasyon
riskini daha aza indirmektedir. Bu reaksiyon esnasinda olusan {irinleri goriiniir kilan
ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve boyalar kullanilir. Ortaya cikan
floresan, niikleik asit miktarina bagli olarak artar. Reaksiyon sirasinda sonuglar izlenir.
Bu islemler tek bir tiip igerisinde gozlenebilmektedir (Dixon ve ark., 2000). Gergek
zamanli qPCR teknolojisi, PCR boyunca spesifik niikleik asit dizilerinin eszamanl
amplifikasyonu ve nicellestirilmesini kolaylagtirarak qRT-PCR {izerine gelismistir
(Wang ve Brown, 1999). qRT-PCR’m en 6nemli yararlarindan birisi de az miktarda
niikleik asit miktarlarindan gen ekspresyon seviyesinin belirlenmesini saglar. Gergek
zamanli (Real time) PCR gen ifade metotlar1 arasinda kiiglik ifade farkliliklarinin
analizini yapabildiginden glinlimiizde daha ¢ok tercih edilen yontemdir (Jahn ve ark.,
2008). Amplifikasyon ve analiz es zamanli oldugu igin ismini bu dzelliginden alir.
Yiiksek verimli ve hassas bir yontemdir. Floresan isaretli boyalarin gozlemlenmesi ile
genin ifade olmast dogru orantilidir. Hedef bdlgenin saptanmasi ayni tiip iginde
sicaklik dongiilerinin ve floresan okumasi ile gergeklesir. Saptama kisa siire i¢inde ve
elektroforeze gerek kalmadan yapilmis olunur. Ayn1 anda hem iiriin meydana gelir
hem de islem anlik izlenebilir. Bu durum yontemin tercih edilmesini saglar (Heid ve

ark., 1996).

Normal PCR yontemine gore en biiyiik avantaji son iiriine bakilmaksizin
reaksiyon sirasinda amplifikasyon dongli oraninin artigina gore {irlin miktarinin
izlenmesidir. Islem tiip acilmadan tamamlandigindan kontaminasyon olusumu
engellenir. Genel kullanim alanlar1 patojenlerin tespiti, gen ifade analizleri, tek

niikleotit polimorfizm analizi, kromozom anomalilerinin saptanmas1 ve protein tespiti
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ornek olarak verilebilir. Kinetik PCR, homojen PCR, kantitatif Real-time PCR gibi
isimlerle adlandirilir. Az miktarda numune ile analiz yapilabilir. Yontem baslangictaki
niikleik asit miktarin1 hassas bir sekilde tespit edebildiginden tercih sebebi bir

yontemdir (Dixon ve Kahn, 2004).

2.7.2. RNA izolasyonu

Saflastirilmis RNA nin biitlinliigii gen ekspresyon analizleri i¢in biiyiik dneme
sahiptir. Diisiik kaliteli RNA ¢aligmanin uzun siirmesine ve ayni zamanda pahali
deneysel uygulamalarin tehlikeye atilmasina neden olabilir. Gen ekspresyonu
calismalarinda basarili olmak icin izlenecek ilk adim DNA’dan arindirilmis saf RNA
elde etmektir. Gen ifade analizlerinde kullanilacak RNA genomik DNA ve protein
icermemelidir. Saflastirilmis RNA kararsiz yapidadir (Wang ve Brown, 1999).
Ozellikle 10 kb'ye kadar olan uzun mRNA fragmentleri bozulmaya kars1 gok
duyarlidir (Nault ve ark., 2015). RNA’nin biitiin olarak elde edildigini anlamak i¢in
cesitli yontemler kullanilir. Bu yontemler klasik jel elektroforezi, absorbans 6l¢iimii,
NanoDrop™ ve benzeri cihazlar ile modern absorbans olgiimii, eski bir teknik olan
denatiire edici agaroz jel elektroforezi gibi yontemler 6rnek olarak gosterilebilir. UV
spektrofotometrede absorbans olgtimleri 240 nm, 260 nm, 280 nm ve 320 nm’de
yapilmalidir. Olast kontaminasyona karsi OD 260 esas alinarak, OD 260/280'in optik
yogunlugunun (OD) miktar1 ve kalitesi, OD 260/240 veya OD 260/320 ol¢iimleri ile
ekstraksiyon performansi dogrulanabilir. 1.8'den biiylik bir OD 260/280 oram
genellikle iy1t RNA kalitesinin kabul edilebilir bir gostergesi olarak kabul edilir. Doku
ya da hiicrelerle ¢alisirken kontaminasyon riskini engellemek i¢in DNaz ile isleme tabi
tutulur. Bu islemden sonra RNA’nin biitlinliigii acisindan DNaz uzaklastirilir. Aym

islem ticari kitler sayesinde de yapilabilir (Tichopad ve ark., 2003).
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2.7.3. Revers Transkripsiyon ve gRT-PCR iliskisi

Revers transkripsiyon yoluyla RNA’dan tamamlayic1 (komplementer) kopya
olarak cDNA elde edilir. RT-PCR ¢alisma prensibinde baslangi¢c olarak mRNA'dan
tamamlayict DNA (cDNA) olusturulur. Bu doniistim i¢in kimyasal bir faktor
gereklidir. Bu faktor revers transkriptaz enzimidir. Revers transkriptaz DNA
polimerazina benzer, sadece tek sarmalli bir DNA tamamlayiciy1 sentezlemek i¢in
RNA'y1 kalip olarak kullanir. RNaz H, RNA'y1 cDNA seridinden ¢ikarmak i¢in ilave
edilmesi gereken bir endoniikleazdir. Bu noktadan sonra, DNA polimeraz ilavesiyle

cDNA'y1 tamamlayici bir bagka DNA zinciri olusturulur (Dheda ve ark., 2004).

Gergek zamanli PCR ile mRNA ifade analizinde revers transkripsiyon ve PCR
amplifikasyonu olarak iki ayri tiipte gerceklesebilir. Tek asamada gerceklesen PCR’da
enzimatik reaksiyonlar tek tiip i¢inde gerceklestigi icin deneysel varyasyonun en aza
indirildigi diisiiniilmektedir. Dezavantaji bozunmaya meyilli olmasidir. Iki asamali
PCR’a gore daha hassastir. Iki agamali gergek zamanli PCR tek asamali yontemle
karsilastirildiginda tekrarlanabilir olusu bir avantaj saglar. Dikkat edilmesi gereken
nokta DNA kontaminasyonudur. iki asamali gercek zamanli PCR, revers
transkripsiyon reaksiyonunu, gercek zamanli PCR testinden ayirir ve tek bir cDNA'nin
seyreltileri tizerinde birkag farkli gergek zamanli PCR testine izin verir (Wong ve
Medrano, 2005).

2.7.4. PCR amplifikasyonu

Real time PCR’deki PCR asamasi ¢alisilan niikleik asitin ¢gogalmasi prensibine
dayanir. Diziye 6zgii kullanilan primerler sayesinde belirli bir DNA veya RNA’nin
sekansa bagli kopya sayisi1 ol¢iiliir. PCR dongiisii sirasinda amplifiye olan iiriiniin
gozlemlenebilmesi icin floresana ihtiya¢ duyulur. DNA baglayici boyalar ve problar
kullanilir. PCR 1{i¢ adimda yapilir. Denatiirasyon asamasinda yiiksek sicaklikla c¢ift

zincirli DNA’nin erimesi gergeklesir. Sicakligin distiriilmesiyle primer eslesmesi
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meydana gelir. Ardindan sicakligin polimeraz ¢alisma sicakligina yiikseltilmesi ile
primerlerin uzamasi gercgeklesir (Nolan ve ark., 2006). Primerler oligo (dT) primeri,
rastgele dizi primerleri ve gene spesifik primerler olabilir. PCR islemi yapilirken
ornekte reaksiyonu inhibe edici madde varligi, ¢evre kaynakli kontaminasyon,
kullanilan bilesenlerin miktarinin yanlighg: da PCR isleyisini etkiler. Taq polimeraz
enziminin c¢aligabildigi optimum sicaklik yaklasik 72 °C'dir; bu, ¢ogu {i¢ asamali PCR
protokoliinde kullanilan uzama sicakligidir. Ancak ve bazi protokollerde, 6zellikle de
Tagman problariyla yapilan ¢alismalarda 60 °C optimum sicaklik olabilir (Heid ve
ark., 1996). PCR sicakliklarinin ayarlanmasinda ikincil yapilarin olusumunun
engellenmesi goz oniinde bulundurulur. Real time PCR da amplikonlar genelde
kisadir. Ayn1 diziler, primerlerde de bulunuyorsa primerlerin 6zellikle 3'uglarinda,
primer-dimer ad1 verilen anormal PCR {irlinleri olusturmasina neden olur. Bu durum
hedef PCR ve primer-dimer iriinlerinin rekabetini arttirir. Klasik PCR’da yapilan
islemlerden sonra iiretilen amplikon miktar1 gézlenir ancak real time PCR’da bilinen

bir sekansin mutlak ve nispi miktar1 belirlenir (Jahn ve ark., 2008).

PCR dort ana asamaya ayrilabilir. Bunlar dogrusal zemin fazi, erken iistel faz,
log-dogrusal (iistel olarak da bilinir) faz ve plato fazlaridir. Dogrusal zemin fazi
genellikle ilk 10-15 dongiiden olusur. Bu agamada PCR yeni baslamaktadir ve her
dongiideki floresan emisyonu arka planin gerisinde kalmistir. Erken {istel fazda,
floresans miktari, arka plan seviyesinden daha yiiksek oldugu bir esige ulasir. Bu oran
genellikle taban ¢izgisinin standart sapmasmin 10 kati kadardir. Bunun meydana
geldigi dongti Ct olarak bilinir. Bu deger baslangi¢ kopya sayist olup deneyin
sonuclarini hesaplamada kullanilir. Log-lineer faz sirasinda, her dongiiden sonra PCR
tirtinii iki katina ¢ikarak optimum amplifikasyon siiresine ulasir. Son olarak, reaksiyon
bilesenleri sinirli hale geldiginde ve floresans yogunlugu artik veri hesaplamasi igin

yararli olmadiginda plato asamasina ulasilir (Tichopad ve ark., 2003).
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2.7.5. PCR’1n gercek zamanh izlenmesi

Real time (ger¢ek zamanli) PCR’de olusan iiriinlerin arasina giren, varhigini
belli eden veya iirlinii isaretleyen faktorlerle PCR’nin izlenmesi gerceklesebilir. Bu
faktorler floresan isaretlerdir. Cift zincirli yapinin arasina giren boyalar ve yerinin
belirlenmesini saglayan problar PCR reaksiyonunun ger¢ek zamanli izlenmesini saglar
(Nolan ve ark., 2006). Ger¢ek zamanli PCR tespiti i¢in dort kategoriye ayrilabilen
cesitli floresan bazli kimyasallar mevcut olup bunlar; TagMan kimyasi gibi hidroliz
problari, molekiiler isaretler gibi sa¢ tokasi problari, floresan etiketli hibridizasyon
problart ve DNA’ya entegre olan boyalardir (Stdhlberg ve ark., 2004). Cift zincirli
PCR f{iriiniine baglanan boyalar floresan 151k yayar. Bu boyalar, ¢ozelti icinde DNA’ya
baglanmadan Once sistemdeki elektronik uyarma enerjisi nedeniyle titresim
halindedirler ve serbest halde hareket ederler. Bu sekilde sistem i¢inde 1s1ma goriillmez.
Boyalar DNA’ya baglandiginda parlak floresana doniisiirler. Baglanmayla sistemde
serbestge hareketi siirlanmis olur. Uriin olusumu ve veri toplama, floresan 1s1manin
yogunlugu ve PCR iriin bollugu arasinda gii¢lii bir uyum saglayan floresan
kimyasallar1 kullanilarak gozlemlenebilir. Yontemde kullanilan floresan boya sadece
cift sarmalli DNA’ya baglandigindan iirlin biriktiginde “real-time” PCR cihazinda
okunan floresanin yogunlugu da ayn1 zamanda artar (Wang ve ark., 2006). Genellikle
“SYBR Green I” en ¢ok tercih edilen boyalardandir. 497 nm dalga boyunda uyarilir
ve 520 nm dalga boyunda emisyon yapar. Niikleik asit primerlerle baglanmaya
basladiginda boya ¢ift zincirli DNA’ya baglanir ve floresan 1s1ma goriiliir. Dongii
miktar1 arttik¢a floresan miktar1 artar. Yontemin dezavantaji ortamda hedef DNA
dizisi bulunmadiginda primerlerin birbirine baglanmasiyla primer-dimerlerin olusumu
ve floresan 1simanin goriilmesidir. Coziimii ise primerlerin 1yi tasarlanmasidir.
Cogaltilan iiriinlin istenilen bolge olup olmadigini anlamak icin DNA’larin erime
egrilerine bakilir. Her DNA’nin kendine 6zgii erime sicakligi vardir. Erime sicakligi
iceriginde bulunan GC/AT oranina ve uzunluguna baghdir. Analizi i¢in PCR cihaz1
tiiplerin  sicakligin1 arttirir. Bu sirada birbirinden ayrilan ¢ift zincirli DNA’lar
arasindaki boya agiga c¢ikar. Her DNA’nin erime sicakligi birbirinden farkh

oldugundan bilinmeyen iki DNA dizisi karsilastirilmis olunur. Cogunlukla bu
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yontemle dizisi bilinmeyen iki DNA dizisi karsilastirilmak istendiginde yontemin

kullanilmas: tercih sebebidir (Shively ve ark., 2003).

Prob bazli kimyalar PCR primerleri tarafindan saglanan sekans spesifikligini
saglarken, genellikle tasarlanmasi ve optimize edilmesi daha zordur ve toplam
maliyetlere dnemli dlgiide katkida bulunurlar. Uriin miktar1 arttik¢a katlanan sinyal
olusur. Baslangic dongiileri sirasinda sinyal zayiftir ve arka plandan ayirt
edilemez. Uriin miktar1 biriktikce baslangicta katlanarak artan bir sinyal gelisir. Daha
sonra sinyal doyurulur. Sinyal doygunlugu, bazi kritik bilesenlerden kaynaklanan
reaksiyondan kaynaklanir. Bu primerler, raportér veya dNTP'ler olabilir. Ayrica
polimeraz molekiillerinin sayis1 siirlayict olabilir, bu durumda iistel amplifikasyon

dogrusal amplifikasyona geger (Faria ve ark., 2006).

2.7.6. Ger¢ek zamanh PCR’de relatif gen ekspresyon verilerinin analizinde

kullanilan 2-22<t metodu

2°44Ctysntemi olarak da bilinen delta-delta Ct yontemi (Livak ve Schmittgen,
2001), gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilirken numunelerin
rolatif kat gen ekspresyonunu hesaplamak i¢in kullanilan basit bir formiildiir. En
yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Hedef gen ile referans geninin Ct degerlerinin
hesaplanmasiyla islem baglar. Ct, numunenin dongii esigini temsil eder (Jahn ve ark.,
2008). Bu deger gPCR reaksiyonundan sonra ortaya ¢ikar. Basitge, her bir PCR {irtinii
tarafindan iretilen floresansin arka plan giiriiltiisiinden ayirt edilebildigi dongi
sayisidir. Esik dongiisii (Ct) floresan seviyesinin belli bir miktarda oldugu dongii olup
gen ekspresyonunun hesaplanmas i¢in esik dongiisii verilerini kullanir. A sembolii
deltay1 ifade eder. Delta, iki sayr arasindaki farki tanimlamak i¢in kullanilan
matematiksel bir terimdir. 22 degerini hesaplamak igin oncelikle AACt degeri

asagida verilen formiil ile hesaplanir.

AACt = ACt (deney grubu) — ACt (kontrol grubu)
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AACt, deney grubunun ACt’si ile kontrol grubunun ACt’si arasindaki fark olarak
tamimlanabilir. ACt ise belirli bir 6rnek i¢in c¢alisilan genin ve referans genin Ct

degerlerindeki farktir. Bu islem bir normalizasyon islemidir.

ACt = Ct (galisilan gen) — Ct (referans geni)
ACt degeri deney ve kontrol grubu i¢in ayr1 ayri hesaplanmalidir. qPCR iiriiniiniin
boyu genellikle 150 bp'den kiigiik tutulmaktadir. Reaksiyonun optimizasyonu

onemlidir. Bu yontem standart egri gerektirmez (Wong ve Medrano, 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Rhodobacter sphaeroides O.U.001

Bu c¢alismada biyolojik hidrojen iiretimi igin yabanil tip Rhodobacter
sphaeroides O.U.001 (DSMS5864) kullanilmistir. Rhodobacter sphaeroides, mor
kiikiirtstiz bir bakteridir. Gram negatif ve proteobakterilerin a-altboliimii igerisinde yer
alir. Oksijenli ve oksijensiz ortamda biiyiiyebilir. Cesitli suslar1 derin gollerden,
durgun sulardan izole edilmislerdir. R. sphaeroides metabolik 6zellikleri agisindan
zenginlik gosterir. Fotoototrof, fotoheterotrof, oksijenli ve oksijensiz solunum,
fermantasyon gibi mekanizmalar farkli oranlarda enerjiyi elde edebilir. Onemli
ozellikleri arasinda molekiiler azotu baglama, krolofil ve B12 vitaminini sentezleme
ornek gosterilebilir. Morfolojik olarak genellikle kiiresel, oval sekillidirler. R.
sphaeroides’in optimum biiyiime ortami pH: 6-8.5 ve 28-30 °C araligindaki
sicakliklarda olmalidir (Kars ve Alparslan, 2013).

R. sphaeroides O.U. 001, bakterisinde hidrojen iiretimini katalizleyen temel
enzim Mo-nitrojenaz enzimidir. Bu enzimin esas gorevi atmosferdeki serbest azotu
amonyaga doniistiirerek azotu kullanilabilir hale getirmektir. Bu 6zelligi azotun
canlilar tarafindan kullanilabilir hale getirilmesinde ve ayni zamanda dogadaki
fiksasyon mekanizmasinin igslemesinde onemlidir. Rhodobacter sphaeroides’te bir
¢esit nitrojenaz enzimi (Mo — Fe proteini iceren nitrojenaz) bulunur (Uyar ve ark.,
2009)

3.2. Rhodobacter sphaeroides 0.U.001’in Kiiltiir Kosullar

3.2.1. Non diazotrofik kiiltiir ortami

Bu ¢alismada, literatiirde pek rastlanmayan diazotrofik (N2 gazinin amonyaga

dontistirildiigii veya sabitlendigi sartlar) biiylime kosullarinda Rhodobacter
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sphaeroides O.U.001 ile hidrojen tiretimi, nifH gen ifade analizi, N> fiksasyon miktar1
ve Fe-SEM ile bakteri morfoloji analizi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalarin
yapilabilmesi i¢in bakteriler oncelikle azot kaynagi olarak N2 gazimnin ve karbon
kaynag1 olarak malatin (15 mM) kullanildig: diazotrofik kosullarda kiiltive edilmistir.
Tez ¢alismasinda kontrol grubu olarak non-diazotrofik ortam segilmistir ve yukarida
bahsedilen g¢alismalar non-diazotrofik ortamda da tekrar edilmistir. Kontrol grubu
olan non-diazotrofik ortamda karbon kaynagi olarak malat (15 mM) ve azot kaynagi
olarak glutamat (2 mM) kullamilmistir. Bu dogrultuda tez kapsaminda non-
diazotrofik ve diazotrofik kosullarin saglandigr iki farkli besiyeri tasarlanmigtir.
Calisilan bakterinin aktiflestirilmesi i¢in Biebl ve Pfenning (B&P) minimal besiyeri
kullanilmistir (Biebl ve Pfenning, 1981). Besiyeri karbon kaynagi olarak malat ve
azot kaynagi olarak glutamat (15mM/2mM) igerir. Besiyerinin genel icerigi Tablo
3.1’de verilmistir. Tablo 3.1°de verilen igerik hazirlandiktan sonra ortam
sterilizasyonu 15 dakika boyunca 121 °C’de otoklavlama ile gergeklestirilmistir.
Yiiksek sicaklik ortaminda vitaminlerin yapis1 zarar goreceginden, sterilizasyonu
sterilizasyonu 0.22 um gozenekli filtreden gegirilerek saglanmistir. Otoklavdan
isleminin ardindan B&P besiyerine eser element ve demir siilfat ¢ozeltisi ilave
edilmistir. B&P besiyerinin 30 °C’ye kadar sogumasindan sonra ise vitamin ¢ozeltisi

eklenmistir (Kars ve Alparslan, 2013).

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

icerik g/L
K2HPO4 0,5
MgS04.7H20 0,2
L- Malik Asit 2

Na Glutamat.H,0O 0,37
NaCl 0,4
CaCl,.2H,0 0,05
Vitamin ¢ozeltisi 1mL
Eser element ¢ozeltisi 1mL
Demir sitrat 5mL

Eser element ¢ozeltisi (20X): Tablo 3.2.”de besiyeri i¢in gerekli kimyasallar verilen

miktarda tartilarak 50 mL distile suda ¢6zdiiriilmiis ve boylece 20X eser element ¢ozeltisi
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hazirlanmistir. Bu eser element ¢ozeltisinden Tablo 3.1°de verilen miktarlar kullanilarak

besiyerleri hazirlanmistir.

Tablo 3.2. Eser element ¢ozeltisi.

Igerik mg/L
ZnCl; 70
MnCl.4H,0 100
H3BOs3 60
CoCl,.6H.0 200
CuCl,.2H.0 20
NiCl,.6H.0 20
Na,Mo004.2H,0 40

HCI (% 37 [v/v]) 0,675 mL

B&P minimal besiyerinin hazirlanmasi i¢in gerekli olan bir diger ¢ozelti

vitamin ¢ozeltisidir. Tablo 3.3’te vitamin ¢ozeltisinin igerigi gosterilmektedir. Bu

¢ozelti hazirlandiktan sonra Tablo 3.1°de belirtilen miktarlar kullanilarak besiyerleri

hazirlanmustir.
Tablo 3.3. Vitamin ¢ozeltisi.
Vitaminler mg/L
Thiamin 500
Nikotinik asit (Niasin) 500
Biotin 15

Bir¢ok enzimin yapisinda bulunan ve 6zellikle nitrojenaz enziminin yapisinda

da bulunan demir besiyerlerinin en 6nemli bilesenlerinden biridir. Besiyerlerinde

kullanilmak tizere hazirlanan demir ¢6zeltisi 0,5 gram Fe (111) Citrate.Hydrate’in 100

mL suda ¢ozdiiriiliip otoklav ile steril edilmesiyle hazirlanmistir.

R. sphaeroides’in g¢ogaltilmasinda kullanilan kati besiyeri, B&P minimal

besiyerine otoklavdan once agar (%]1,5) eklenerek hazirlanmistir. Kat1 besiyerlerinin
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hazirlanmasinda otoklavdan sonra eser element, demir ve vitamin ¢ozeltileri eklenerek
karistirilarak homojen bir ¢ozelti hazirlanmigtir. Sonrasinda, bu besiyeri petri
kaplarina dokiilerek katilasmas1 beklenmistir. Tez ¢alismalarinda, bakterileri
aktiflestirmek amaciyla stoklanmig R. sphaeroides’den oncelikle kati besiyerlerine
ekim yapilmistir (Sekil 3.1). Sonrasinda kat1 besiyerlerinden tek koloni alinarak sivi
besiyerleri hazirlanmistir. Hazirlanan kati besiyerlerinin kuru kalmamasi i¢in petri
kaplarinin kenarlar1 parafilm ile sarilmistir. Kati1 besiyerlerine stoktan ekilen bakteriler
3-4 giin sonra goriilmeye baslanmis ve buradan alinan tek koloniler siv1 besiyerlerine

ekim yapilmistir.

Sekil 3. 1. R.sphaeroides’in non dizotrofik ortamda biiylime agamalari.

Bakteriler kat1 besiyerlerinde, aerobik ve 1s1ksiz veya 1sikli ortamda, 29°C’de
inkiibatorde (Niive 055/120) 3-4 giin ¢ogaltildiktan sonra sivi besiyerine ekim
yapilmistir. Sivi besiyerleri aerobik kosullarda, 1s1k kaynagi altinda (60-100 watt
Tungsten lambasi) ve 29°C’de iki giin bekletilerek kiiltive edilmistir.

3.2.2. Diazotrofik kiiltiir ortam

Diazotrofik biiyiime veya ¢ogalma kosullar1 bakterinin azot gazin1 amonyuma
dontstiirebildigi kiiltiir sartlaridir. Diazotrofik kiiltivasyonun iki sart1 vardir. Birincisi
besiyeri kompozisyonudur. Ikinci sart ise bakteri iireme ortaminin saglanmasidir.
Birinci sartta bahsedilen besiyeri olarak modifiye edilmis B&P minimal besiyeri

kullanilacak olup azot kaynagi olarak glutamat yerine N2 gazi kullanilmistir (Tablo
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3.4). Diger tiim icerik ayni kalmistir. Kiiltiir ortam1 3 dakika boyunca N2 gazi ile
muamele edilerek gerek besiyeri sivisi gerekse kiiltiir atmosferi N2 gazi ile
doygunluga ulagmustir (Sekil 3.2). Boylece bakteriler karbon kaynagi olarak malat
kullanirken azot kaynagimi da Nz gazini amonyuma (NHg) ¢evirmek suretiyle
saglamistir. Makro ve mikro elementler B&P besiyeri igerigindeki gibi kullanilmistir.
Karbon kaynagi, azot kaynagi ve elementler saglanarak diazotrofik biiylime ortaminin
besiyeri sart1 saglanmustir. Tez ¢alismasinda kiiltiir kab1 olarak 100 mL’lik penisilin

siseleri kullanilmustir.

Tablo 3.4. Modifiye edilmis B&P besiyeri bilesimi.

Icerik g/L

KoHPO4 0,5
MgS04.7H.0 0,2

L- Malik Asit 2

N2 (3 dk boyunca)
NaCl 0,4
CaCl,.2H,0 0,05

Vitamin ¢ozeltisi 1mL

Eser element ¢ozeltisi 1mL

Demir sitrat 5mL

Diazotrofik biiylimenin kiiltiir ortamu sart1 ise bakterileri anaerobik kosullarda
ve 151k altinda inkiibe ederek saglanmustir (Sekil 3.2). N2 gazi bakterilere hem azot
kaynagi olarak gorev yapacak hem de anaerobik kosullarin saglanmasinda rol
alacaktir. Bakteriler N2’yi amonyuma (NHs) gevirmek suretiyle kullanmaktadir. Isik
kaynagi olarak 100 Watt veya 60 Watt tungsten filamentli akkor lambalarla
saglanacaktir. Boylece biiylimenin 151k altinda gergeklesmesi saglanacaktir. Kiiltiirler
kullanilan bakteri i¢in optimum sicaklik olan 29 °C de inkiibatorde (Niive EN 055/120)
bekletilmistir. Istatiksel olarak anlamli bir sonu¢ elde edebilmek i¢in deneyler iki

tekrarli (n=2) olarak yapilmistir.
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Sekil 3. 2. R. sphaeroides’in modifiye sivi besiyerindeki goriintiisii.

3.3. Biiyiime Egrileri ve pH Analizleri

Tez kapsaminda oncelikle R. sphaeroides’in diazotrofik ve non diazotrofik
kosullarda ve kesikli (batch) sistemde biiyiime ve pH degisim egrileri ¢ikarilmigtir.
Diazotrofik ve non diazotrofik kiiltiir ortamlar1 hazirlandiktan sonra % 1° lik ekim
yapilarak bakteri tireme ve pH degisimleri takip edilmistir. Bunun igin kiiltiir
ortamlarindan her giin ayni saatte 2 mL 0rnek alinmigtir. Alinan 6rneklerin 6ncelikle
pH metre (Apera pH 850) ile pH degerleri olgiilmiistiir. Bu degerlerle kiiltiirlerin
pH degisim egrileri olusturulmustur. Daha sonra spektrofotometrede (Agilent, Cary
60 UV-Vis) 660 nm’de 6l¢iim yapilarak alinan verilerden R. sphaeroides’in biiyiime
egrileri ¢ikarilmistir. Burada da istatiksel olarak anlamli bir sonug¢ elde edebilmek

icin deneyler iki tekrarli olarak yapilmistir.

3.4. Toplam Amonyum Miktarinin Belirlenmesi

Tezin bu asamasinda bakterilerin diazotrofik kosullar altinda N2’yi amonyuma
cevirme aktivitesinin Ol¢lilmesi amaglanmistir. Bu aktivite aslinda bakteride bulunan
ve hidrojen iiretiminden de sorumlu olan Mo-nitrojenaz enzim aktivitesinin bir
sonucudur. Dolayisiyla bakterilerde tespit edilen amonyum miktarlar1 aslinda enzim

aktiveleriyle dogru orantili olmasi beklenmektedir. Bakterilerde bulunan Mo-
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nitrojenaz enzimi liretilen amonyum ve hidrojenden sorumlu oldugu i¢in amonyum ve
hidrojen tiretim miktarlarinin paralel olmasi da beklenmektedir. Ayrica, amonyumun
ortamda birikmesi halinde nitrojenaz enzimini baskilayici1 6zelligi de bulunmaktadir
(Kars ve Giindiiz, 2010). Dolayisiyla besiyerindeki miktar1 ve bakteri biinyesinde
biriken amonyum miktarinin Mo-nitrojenaz enzimini baskilayici miktarin altinda
olmasit gerekir. Aksi halde iretilen hidrojen miktar1 azalacaktir. Bakterinin
blinyesindeki amonyum miktarinin belirlenebilmesi i¢in hiicrelerin parcalanmasi
gerekir. Parcalama islemlerinde kimyasal lizis protein yapilarimi degistirebilirken
enzimatik lizis uzun inkiibasyon siireleri gerektirebilir. Tercih edilen ultrasonik
pargalama yontemi, hizli bir hiicre parcalama yontemidir. Kimyasal madde eklemeye
gerek kalmadan bakteri hiicre duvarin1 mekanik kuvvetle pargalar (Gu ve ark., 2008).

Bu nedenle tez kapsaminda bu yontem tercih edilmistir.

Ultrasonik prob tipi homojenizatorler yaklasik saniyede 20.000 devir (20
kHz'de) ve sivilarda veya siispansiyonlarda kavitasyona neden olur. Cihaz biinyesinde
kavitasyon basing ve yiiksek sicaklikla gergeklesir. Kavitasyon hacminin kiictikliigii
stireci yiiksek sicakliktan korur. Sicaklik kontrolii numuneyi énceden sogutarak ve
sonikasyon sirasinda numuneyi buz iizerinde tutarak gercgeklestirilir. Numunenin 1s1l
bozunmasi 6nlenir. Siispansiyonun buz iizerinde tutulmasi ve 5-10 saniyelik birkag
kisa ultrasonik darbe ve 5-10 saniyelik duraklamalarla sonikasyon yapilmasi onerilir
(Abo-Hashesh ve ark., 2011). Bu dogrultuda bu calismada da sonikasyon islemi

bakteriler buz tizerinde tutularak gerceklestirilmistir.

Analiz sirasinda besiyerinde ve bakteri biinyesindeki amonyum miktar1 ayri
ayr1 Olglilmiistiir. Amag biriken amonyumun en verimli sekilde tespit edilmesidir.
Besiyerindeki amonyum miktarini 6lgmek i¢in 100 mL’lik penisilin siselerde 72 saat
biiyiitiilen bakteriler 50 mL’lik falkonlara alinmustir. Iki defa 14000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edilip filtreden gegirilmistir. Boylece bakteriden arinmis bir besiyeri elde
edilmistir. Bakteri biinyesindeki amonyum miktarini 6lgmek i¢in ise homojenizasyon
(Bandelin Sonoplus UW 3200) islemi gergeklestirilmistir. Bunun i¢in 100 mL’lik
siselerde biiyiitiilen bakteriler 50 mL’lik falkonlarda iki kez 14000 rpm’de santrifiij

edildikten sonra bakteri peleti 2 mL’lik ependorf tiipe alinmistir. Homojenizatoriin
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MS72 probu ile 10 dakika boyunca bakterinin homojenizasyonu yapilmistir.
Homojenizasyon, probun fazla i1smnmasmi Onlemek amaciyla 5 saniye
homojenizasyon, 5 saniye duraksama seklinde yapilarak buzda gergeklestirilmistir.
Amonyum miktarinin 6l¢iimii igin HACH LCK303 (2,0-47,0 mg/L) test Kiti
kullanilmistir. Kit igerigindeki 6l¢iim kiivetlerine 200 pL 6rnek ilave edilmistir.
Olgiim kit talimatlarma uygun olarak 15 dakika beklendikten sonra yapilmistir. Ol¢iim
yontemi indofenol mavisi yontemi olup, spektrofotometre (DR 5000™ UV-Vis
Laboratory Spectrophotometer, HACH) ile 690 nm dalga boyunda absorbanslar
dl¢iilmiistiir. Derisim degerleri mg/L cinsinden sunulmustur. Olgiimler 2 tekrarl

olarak gergeklestirilmistir.

3.5. Diazotrofik ve Non-diazotrofik Biiyiime Sartlarinda Hidrojen Uretimi

Tez calismasinin bu bolimiinde R. sphaeroides’in diazotrofik ve non
diazotrofik kiiltiir ortamlarindaki hidrojen iiretim performanslart arastirilmistir.
Diazotrofik kosullarda hidrojen firetimi igin bakteriler Oncelikle hazirlanan
diazotrofik besiyerinde 72 saat boyunca biiylitiilmiistiir. Sonrasinda, bakteri kiiltiirii
5000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilerek olusan bakteri peleti taze
olarak hazirlanan non-diazotrofik besiyerine aktarilmistir (Sekil 3.3). Anaerobik
ortam saglamak i¢in her bir besiyerinin i¢inden 3 dakika boyunca argon gazi
gecirilmis ve sonrasinda hidrojen iiretim diizenegi kurulmustur (Sekil 3.3).
Bakterilerin diazotrofik kiiltiir ortaminda 72 saat biiyiitiilmesinin amaci bakterilerde
bulunan Mo-nitrojenaz enziminin hidrojen iiretimi baglamadan 6nce N2 gazi ile
stimiile edilmesi ve sonrasinda hidrojen iiretimi ortamina transfer edilmesidir.
Bakteriyel bliyiime diazotrofik sartlarda gerceklestirilip sonrasinda non-diazotrofik
kosullardaki hidrojen iiretim diizenegine gegirilmesi saglanmistir. Onceki
calismalardan elde edilen bilgilere gore R. sphaeroides OU001’in yaklasik 72 saat
sonra biyohidrojen tiretimine basladig1 tespit edilmistir. Bu nedenle transfer iglemi
72. saati gecirmeden yapilmistir. Tez hipotezinde de belirtildigi gibi diazotrofik
kosullarda kiiltiire edilen bakterilerdeki Mo-nitrojenaz enzimi N2 ile indiiklendikten

sonra hidrojen iiretim performansinin daha yliksek olmasi1 beklenmektedir.
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Calismalarda 100 mL hacimdeki penisillin siseleri kullanilmistir. Hidrojen iiretimi
60-100 Watt tungsten filamentli akkor lambalar ile saglanan 151k kaynag ile ve
anaerobik kosullar altinda 29 °C’de gerceklestirilmistir. Uretilen hidrojen gaz1 ince
borular araciligiyla i¢i su dolu cam tiiplerde toplanmistir. Zamana bagli hidrojen
tiretim miktarlar1 kayit altina alinip hidrojen iiretim egrileri olusturulmustur.

Hidrojen iiretim diizenegi Sekil 3.3°te verilmektedir.

T —————

Sekil 3. 3. Santrifiijlenen bakteri peletleri ve hidrojen iiretim diizenegi.

Hidrojenin retiminde 30 cm uzunlugundaki deney tiipleri kullanilmistir
(Sekil 3.3). Bu deney tiiplerinin tizerine, cetvel kullanilarak her cm isaretlenmistir.
Sonrasinda isaretlenen kisimlardan herhangi 2 aralik belirlenerek bu iki aralik
arasinda ka¢g mL su bulundugu belirlenmistir. Her tiip i¢in 2 deger 6lgiiliip bunlarin
ortalamas1 alinmigtir. Daha sonra deney tiiplerinin tamanu saf su ile doldurularak
agizlan plastik tipalarla kapatilmigtir. Bu deney tiipleri agiz kisimlari asag1 gelecek
sekilde sporlara yerlestirilmistir. Daha sonra iiretilen hidrojenin ince borular
yardimiyla cam tiiplerde toplanmasi saglanmistir. Hidrojen gazi iiretim miktar1 24
saat araliklarla 10 giin boyunca takip edilerek sonuglart mL hidrojen tiretimi olarak

verilmistir.
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3.6. Gaz Kromatografisiyle Hidrojen Saflik Analizi

R. sphaeroides tarafindan tiretilen gazin hidrojen gazin saflig1 ve miktar1 gaz
kromotografisi ile belirlenmistir (Shimadzu-GC 2010). Deney tiiplerinde biriken
gazdan, siringa ile 100 pulL 6rnek alinarak gaz kromotografisine enjekte edilmistir.
Analiz sirasinda, termal iletkenlik dedektorii (TCD) kullanilip, tasiyici gaz olarak
22.3 mL/dk akis hizinda argon gazi kullanilmistir. Enjeksiyon blogu, kolon ve
dedektor sicakliklart sirastyla 200 °C, 50 °C ve 250 °C olarak ayarlanmustir.

3.7. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu nifH gen ifade analizi i¢in tasarlanan primerlerin
test edilmesi ve PCR programinin optimizasyonunu gergeklestirmek i¢in yapilmistir.
Toplam DNA i¢in non-diazotrofik ortamda biiyiitiilen bakteri kiiltiirii kullanilmistir.
Hidrojen iiretiminden sorumlu Mo-nitrojenaz enziminin alt birimini (Fe-protein)
kodlayan gen olan nifH geninin ifade analizi i¢in nifH ve 16S rRNA'ya spesifik
primerler tasarlanmistir. DNA izolasyonu ‘ZymoBIOMICS DNA Miniprep’ Kiti

kullanilarak asagida verilen protokole gore gerceklestirilmistir.

Bakteri 6rneklerinden 1500 ul alinarak 1,5 mL’ lik tiiplere aktarilir. 7000 rpm’de

5 dakika santrifiijlenerek hiicre pelleti olusturulur ve stipernatant kisim atilir.

e Bakteri peletlerinin bulundugu tiipe 750 pL ZymoBiomics Lizis soliisyonu
eklenir. Pipetaj yapildiktan sonra ornekler ZymoBiomics Bashing Bead Lizis
tiiptine aktarilir. Maksimum hizda 20 dakika vortekslenir.

e Toplama tiipii iizerine Zymo - Spin II-F filtresi yerlestirilir. Onceki basamakta
santrifiij sonunda olusan siipernatanttan yaklagik 400 pl alinarak hazirlanan filtre
tizerine aktarilir ve 1 dakika boyunca 8000 rpm'de santrifiij edilir.

e Santrifiijiin ardindan Zymo Spin III-F filtresi atilir (Toplama tiipii ve igerigini

atmaymiz). 1200 pl ZymoBiomics DNA Binding Buffer eklenir ve pipetaj yapilir.

e Toplama tiipii tizerine Zymo-Spin II-CR kolonu yerlestirilir ve bir 6nceki
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basamakta elde edilen karigtmin 800 pl’si bu kolona aktarilir. 10,000 rpm’del
dakika santrifiijlenir.

e Santrifiij sonunda toplama tiipiinde biriken sivi dokiiliir ve bir 6nceki basamak
tekrar edilir.

e Yeni bir toplama tiipiine ayn1 Zymo Spin II-CR kolonu yerlestirilir ve kolon
tizerine 400 ul Zymo BIOMICS DNA Wash Buffer-1 eklenir.

e Ardindan 1 dakika boyunca 10,000 rpm'de santrifiij edilir. Santrifiij sonunda
toplama tiiptinde biriken s1v1 atilir.

e Toplama tiipiindeki Zymo Spin IICR kolonu iizerine 700 pl BIOMICS DNA
Wash Buffer-2 eklenir ve 10,000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilir. Santrifiij
sonunda toplama tiipiinde biriken siv1 atilir.

e Toplama tiiplindeki Zymo Spin IICR kolonu iizerine 200 pl BIOMICS DNA
Wash Buffer-2 eklenir ve 10,000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilir. Santrifiij
sonunda toplama tiipiinde biriken siv1 atilir.

e Zymo Spin IICR kolonu temiz bir 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tlipiine aktarilir ve
kolon matriksine 100 ul Zymo BIOMICS DNaz / RNaz i¢cermeyen su eklenir 1
dakika beklenir ve 10,000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilir.

e Yeni bir toplama tiiptine Zymo Spin III HRC Filtresi yerlestirilir ve 600 pl Zymo
BIOMICS HRC Hazirlama soliisyonu eklenir. 8000 rpm’de 3 dakika santrifiij
edilir.

e Temiz bir 1,5 ml’lik ependorf tiipiine hazirlanmis Zymo Spin III HRC filtresi
yerlestirilir ve tizerine onceki basamakta elde edilen DNA eklenir. 3 dakika
boyunca 14,000 rpm'de santrifiij edilir.

e Filtrelenen DNA bu asamadan sonra PCR ve sonraki uygulamalar i¢in hazirdir.

e Elde edilen DNA’nin spektrofotometrik dl¢timii (Thermo Scientific Multiskan
Go) 260/280 nm’de: 2,100 ng/uL olarak dlgtilmiistiir.

3.8. Toplam RNA izolasyonu

nifH gen ifade analizlerinde kullanilmak tizere diazotrofik ve non diazotrofik

ortamda biiyiitiilen bakterilerden toplam RNA izolasyonlar gergeklestirilmistir. RNA
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izolasyonu TRI Reagent protokolii kullanilarak gerceklestirilmistir. TRI Reagent
sollisyonu; insan, hayvan, bitki, maya, bakteri biyolojik 6érneklerinden DNA, RNA ve
protein izolasyonu i¢in kullanilan tek fazli bir soliisyonda guanidin tiyosiyanat ve fenol
soliisyonundan olusan bir karisimdir. RNaz aktivitesini inhibe eder. TRl Reagent,
RNA, DNA veya proteinlerin ekstrakte edildigi biyolojik numuneyi homojenize etmek
i¢in kullanilir. nifH gen ifade analizleri zaman bagl olarak yapilmistir bu nedenle
RNA izolasyonlar1 48, 72, 96, 120 ve 144. saatlerde biiyiitiilen bakteriler kullanilarak
yapilmustir. Bakterilerin par¢alanmasi i¢in 5 mg lizozim igeren TES Buffer (10mM
Tris-HCL pH 7.5, 1IMm EDTA pH 7.5,100Mm NaCl) - lizozim g¢ozeltisi

hazirlanmustir. Izolasyon i¢in asagidaki asamalar izlenmistir.

e Bos 1,5 mL’lik ependorf tiipler tartilip daralar1 alinir. 1,5 mL bakteri eklenerek
13.000 rpm’de 1,5 dakika santrifiij edilir. Siipernatantlar atilir.

e 25 ul hazirlanan lizozim+TES Buffer karisimindan her bir tiipteki pellete eklenir
ve karigtirilir. Karigim 15 dakika oda sicakliginda beklenir. Her 5 dakikada bir
pipetaj yapilir.

e Karisima 1 mL Tri Reagent eklenir. Pipetaj yapilir ve karisim oda sicakliginda 5
dakika bekletilir.

e Karisima 200 pl kloroform eklenir, 15 saniye karistirildiktan sonra 15 dakika oda
sicakliginda beklenir. Sonrasinda, karigim 12000 x g’de +4 °C’de 15 dakika
santrifiij yapalir.

e 1,5mL'lik ependorf tiiplere iist seffaf faz alinir. 500 ul izopropanol eklenir, pipetaj
yapilir ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilir. Karigim 12000 x g‘de 14 dakika
santrifiijlenir. Siipernatant atilir.

e Santrifiij sonrasi olusan pellete 1 mL %70 lik etil alkol eklenir ve 12000 x g’de 5
dakika santrifiij yapilir. Stipernatant atilarak 30 pl DNaz ve RNaz i¢ermeyen Su
eklenir.

e 50 °C’ye ayarlanan inkiibatore tiipler yerlestirilerek 5 dakikada bir pipetaj
yapilarak 10 dakika inkiibatorde bekletilir. Bu sekilde RNAlarin ¢dziinmesi
saglanir.

e Izole edilen RNA -20°C’de saklanir.
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3.9. Primer Tasarimmm ve Validasyonu

3.9.1. Primer tasarimi

Diazotrofik ve non-diazotrofik kosullardaki gen ekspresyon calismalarinda
hidrojen iiretim mekanizmasinda gorevli nifH geni ile hiicrede siirekli ekspresyonu
yapilan ve evrensel olarak korunan 16S rRNA geni kullanilmistir. 16S rRNA geni
referans gen olarak kullanilmistir. NCBI (National Center for Biotechnology
Information) Gen Bankasi’ndan R. sphaeroides’e ait nifH ve 16S rRNA gen dizileri
elde edilerek primer tasariminda kullanilmigtir. Bu sekanslar kullanilarak Primer3
(Primer Design) programi ile primer tasarimi gergeklestirilmistir. Primerler PCR
islemi sirasinda kullanilmistir. Tasarlanan bu primerler firmaya gonderilerek

sentezlettirilmistir. Primerlerle ilgili temel bilgiler ve dizileri Tablo 3.5’te yer

almaktadir.
Tablo 3.5. Tasarlanan primerler.
Primer Adi Niikleotit Dizisi Tm GC Oram  Uzunluk
O (%) (be)

nifH Sol 5’-GCCAACAACATCGCCAAGG-3’ 53.25 %58 19
Primer

nifH Sag 5>-TCGGTCTTGCGCTCGTTG-3” 52.60 %61 18
Primer

16SrRNA Sol 5’-GATGGTTCCTTCAGTTCGGC-3’ 53.83 %55 20
Primer

16SrRNA Sag 5’-CAGTTTCCCTAGAGTGCCCA-3’ 53.83 %55 20
Primer

3.9.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR, DNA’nin DNA Polimeraz enzimi kullanilarak ¢ogaltildig: islemdir. Bu
islemde sicakligin hizli azaltilip artirillmasi esastir. PCR islemi dongiiler ile
gerceklesir. Dongiiler 3 agsamalidir. Birinci asama denatiirasyon asamasidir ve 95°C’de
gerceklesir. Ikinci asama baglanma asamasidir. Zincirler ayrilirken karsi zincirlere
cogalmasi istenilen gen bdlgeleri baglanir. Ugiincii asamada DNA polimeraz enzimi

kullanilarak kalip DNA zincirinin kars1 bolgesine yani zincir sentezlenerek zincir uzar.
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PCR ig¢in reaksiyon iiretici firmanin (Solis Biodyne hot firepol DNA Polimeraz) tarifi
tizerine Tablo 3.6.”da verilmistir. Bu ¢galismada izole edilen genomik DNA kalip olarak
kullanilmistir. Buradaki amag, tasarlanan primerlerin validasyonu ile PCR
programinin optimizasyonudur. Bu agamada optimize edilen kosullarda (Tablo 3.6 ve

Tablo 3.7) RT-qPCR ile gen ifade analizleri gergeklestirilmistir.

Tablo 3.6. PCR igerigi.

Icindekiler Hacim (ul)
Su 17,3

10X Buffer B1 2,5

MgCl; (25 mM) 1,5

dNTP (10 mM) 0.5

Primer, (25 pmol/ul) 1+1

DNA 1

DNA polimeraz 0,2

Tablo 3.7. PCR dongiisii.

Dongii ismi Sicaklik (°C) Zaman Dongii sayisi
[Ik Denaturasyon 95 12 dakika 1
Denaturasyon 95 30 saniye 40

Baglanma 57 15 saniye 40

Sentez 72 10 saniye 40

Son sentez 72 5dakika 1

3.9.3. Agaroz jel elektroforezi

Genomik DNA’nin kalip olarak kullanildig1 PCR sonrasi olusan PCR iiriinleri,
agaroz jel elektroforezinde yiiriitilerek goriintiilenmisgtir. PCR  drinleri  jel
elektroforezinde yliriitiilmiistiir. Bunun i¢in %1,5’luk (w/v) agaroz jel hazirlanmistir.
Bu asamada tasarlanan primerlerin validasyonunun yapilmas: saglanmistir. Jelin
hazirlanmasi sirasinda 25x20 cm ebatlarinda jel tanki kullanilmistir. Jeli (%1,5°1uk)
hazirlamak igin, 1,5 g agaroz, 100 ml 1X TAE tamponuna (0,04 M Tris, 0,04 M
Acetate ve 0,001 M EDTA (Etilendiamintetraasetikasit pH 8) kullanilmisgtir.

Mikrodalga firin kullanilarak agarozun tamamen erimesi saglanmistir. Karigim
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yaklagik 60°C’ye kadar sogutulmustur. PCR f{iriinlerinin UV 1s1k altinda goriiniir
olmasi i¢in 5 ml Red Safe (Nucleic Acid Staining Solution-20,000x) eklenmistir. islem
sonunda jel tanka ilave edilmistir ve sogumaya birakilmistir. Jel sogudukga
katilastiktan sonra elektroforez cihazina yerlestirilmigtir. PCR iirlinlerinin takibini
saglamak i¢in yogunlugu yiiksek 6x yiikleme boyasi (10 mM Tris-HCI, % 0,03
bromophenolblue, % 0,03 xylene cyanol FF, %60 gliserol, 60 mM EDTA) 2 ul olacak
sekilde PCR irtinleri ile karistirtlmistir. PCR {irlinleri otomatik pipet (Thermo
Scientific marka) kullanilarak 10 pl olarak jeldeki kuyulara yiiklenmis ve istenilen gen
fragmaninin boyunu anlamak amaciyla 6rneklerden 6nceki kuyucuga DNA merdiveni
olarak SiZer™-100 DNA Marker Solution yiiklenmistir. Bir ucu negatif (-), diger ucu
pozitif (+) kutup olan elektroforez tankinin (-) yiiklii tarafinda yiiklii bulunan DNA
ornekleri konsantrasyonlarina gore zit yiiklii pozitif kutba dogru ilerler. Fragmanlarin
boylari, Orneklerle birlikte yiiriitilen uzunlugu belli standart DNA merdiveni
kullanilarak belirlenir. Jelde PCR firiinleri, elektrik akimi kullanilarak (90 V) 60
dakika yiirtitilmistiir. Yiriitme islemi sona erince jeldeki bantlar goriintiileme cihazi
(BIORAD ChemiDoc Touch Imaging System) ile UV 15181 altinda goriintiilenmistir.
Elde edilen goriintiler TIFF/JPEG dosyasi seklinde saklanmustir.

3.10. nifH Gen Ekspresyon Analizi

Tezin bu asamasinda diazotrofik ve non-diazotrofik kosullarda ¢ogaltilan
Rhodobacter sphaeroides O.U.001°deki nifH gen ekspresyon analizi yapilmustir.
Referans gen olarak 16S rRNA geni kullanilmistir. Kullanilan hedef gen olan nifH
geni atmosferdeki serbest azotun amonyaga ¢evrilmesinde goérevli enzim olan Mo-
nitrojenaz enziminin alt birimini (Fe protein) kodlar. Gen ifade analizi iki agsamada
gerceklestirilmektedir. Birinci asamada nifH mRNA’sindan ¢cDNA sentezlenmis ve
ikinci agamada da sentezlenen cDNA kullanarak qPCR gerceklestirilmistir. Asagida

bu iki asama detayli olarak verilmektedir.
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3.10.1. cDNA sentezi

Gen ekspresyon analizlerinde kullanilacak cDNA’y1 elde etmek amaciyla Jena
Bioscience Script Reverse Transcriptase cDNA sentez kiti kullanilmistir. Diazotrofik
ve non-diazotrofik kosullarda ¢ogaltilan Rhodobacter sphaeroides O.U.001 ten farkli
saat araliklarinda (48, 72, 96, 120. ve 144. saatler) total RNA izole edilerek cDNA
sentezinde kullanilmistir. Her bir cDNA sentez reaksiyon igin 1 ug RNA ve 1 ul nifH
primeri kullanilmistir. Referans gen olarak kullanilan 16S rRNA primerleri ile de ayni
islemler yapilmistir. ilk olarak RNA’nin yapisinda bulunabilecek olan katlanmalarin
acilmasi ve tasarlanan primerlerin baglanmasi i¢in 70°C’de 5 dakika inkiibe edilen
orneklere daha sonra 4 pl 5x reaksiyon tamponu, 1 pl 10 mM dNTP karisimi, 1 pl
DTT, ve 1 pul Revers transkriptaz enzimi eklenmistir. Ornekler ilk énce 50°C’de 60
dakika ve sonrasinda 70°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Sentezlenen cDNA’lar

sonraki basamakta kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmustir.

3.10.2. Gercek Zamanh PCR

Gergek zamanli PCR, niikleik asit amplifikasyonuyla ayni1 anda artis gésteren
floresans sinyalin 6l¢iilmesi prensibiyle, kantitatif olarak sonug veren PCR yontemidir.
Yontem ¢ift zincirli DNA’ya baglanip floresans isima veren SYBR Green I adli boya
kullanilmasi ve 1s1ma vermesi seklinde gerceklesir. Amplifikasyonun artmasina bagh
olarak DNA artis1 gozlenebilmektedir (Jahn ve ark., 2008). Primerin baglanmasiyla
uzama agamasinda hedef DNA’nin ¢ift zincirli hale gelir. DNA’ya baglanan SYBR
Green miktar1 artar ve buna bagli olarak yayilan floresans miktar1 artmaktadir. Bu
asamada nifH ve 16S rRNA genleri igin tasarlanan primerler kullanilarak diazotrofik
ve non-diazotrofik kosullar i¢in ger¢ek zamanli PCR gerc¢eklestirilmistir. PCR icerigi
ve PCR programi sirastyla Tablo 3.8 ve Tablo 3.9°da verilmektedir.
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Tablo 3.8. Gergek zamanli PCR igerigi.

Icindekiler Hacim (ul)
2X SYBR-Green Karisimi 10 pl

ROX boya 0,4 ul

Tleri primer 1 ul

Geri primer 1 ul
cDNA 5ul

dH.0 2,6 ul
Toplam hacim 20 pl

Tablo 3.9. Gergek zamanli PCR programi.

Dongii Sicakhlk  Zaman Dongii sayisi
Ik Denatiirasyon 95 12 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye 40

Baglanma 57 15saniye 40

Sentez 72 10 saniye 40

Son sentez 72 5dakika 1

3.11. Taramah Elektron Mikroskobu Analizleri

Tez caligmasmin bu asamasinda diazotrofik ve non-diazotrofik kosullarda
cogaltilan Rhodobacter sphaeroides O.U.001’in morfolojik yapisinin Alan Emisyonlu
Taramali Elektron Mikroskobu (FESEM — Hitachi SU 510) ile analizi
gerceklestirilmistir. Besi yeri kompozisyonun bakteri morfolojisine etkisi bu ¢alisma

ile ortaya ¢ikarilmistir. FE-SEM analizi i¢in izlenen yontem asagida verilmektedir.

e Biebl Pfenning (B&P) ve azot kaynagi olarak azot gazinin kullanildig1
(modifiye edilmis BP) besiyerlerinde 3 kez pasajlanarak biiyiitiilen
bakteriler 1,5 mL’lik ependorf tiiplere alinmustir.

e Bakteri kiiltiirii 7000 rpm de 5 dakika santrifiijlenmis ve Siipernatant
atilmastir.

e Bakteri peletinden 5 ul alinarak nokta seklinde 6rnek platformuna
(stab) yerlestirilmistir. Sonra, Ependorf tiiplerine ImL steril saf su

eklenip karistirilmastir.
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e Karisimdan numune platformlarinin farkli bélgelerine 5 ul, 2,5 pl ve 1
ul konmustur. 2.5 pl ve 1 pl olarak platforma eklenen Grneklerin
tizerine 2.5 pl steril saf su eklenerek seyreltme yapilmistir.

e Ornek platformlar1 50°C de 10 dakika bekletilerek kurutulmustur.

e Kurutulan érnekler 4,15 nm iridyum ile kaplanarak FE-SEM analizleri

yapilmustir.

Hiicrelerin morfolojik yapilarinda herhangi bir degisim olmamasi i¢in, dogal
yapilarinin korunmasi i¢in hiicrelere herhangi bir kimyasal islem yapilmamis olup
tireme sonrasi (yaklasik 96. saat) dogrudan FE-SEM goriintiileri alinmistir. Boylece
besiyeri kompozisyonunun hiicre yapisinda meydana getirdigi degisimler tespit

edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Biiyiime Egrileri ve pH Analizleri

4.1.1. Biiyiime egrileri

Glutamat, hidrojen iiretimi i¢in iyi bir azot kaynagi olsa da, N2 gazinin
fotosentetik bakterilerin biiylimesi ve hidrojen iiretimi tizerindeki etkisini incelemek
icin N2 gaz1 azot kaynagi olarak kullanilabilmektedir. PNS bakterilerinden olan, R.
sphaeroides, biyoteknolojik uygulamalarda hidrojen iiretim performansi yiiksektir.
Ayrica, E.coli ve diger birgok gram negatif bakterilerin tersine R. sphaeroides’in
sistemik immiin reaksiyonlara neden olmamasi tercih sebebidir (Wu ve ark., 2022). R.
sphaeroides’in en onemli Ozelligi, cesitli karbon kaynaklarinin kullanilmasiyla
biyohidrojen tiretebilmesidir. Hidrojen, bir 151k kaynagi varliginda anaerobik kosullar
altinda R. sphaeroides'de bulunan Mo-nitrojenaz enziminin aktivitesiyle {iretilebilir.
R. sphaeroides O.U 001'in farkli azot kaynaklarinda anaerobik biiylitmek ve hidrojen
tiretimini incelemek i¢in N2 gazi ve glutamat kullanildi. Azot kaynaginin farkliligina
bagl olarak bakteriyel bliyiime sirasinda optik yogunluklari farklilik gdstermistir.
Bunun i¢in hazirlanan besiyerlerinde ¢ogaltilan bakteri kiiltlirlerinden 24 saat arayla
ornekler alinmigtir. Bakteri kiiltiirlerinin absorbanslart 660 nm’de spektrofotometrede
olgiilerek hesaplanmustir. Istatiksel olarak anlamli sonuglar elde edebilmek icin
deneyler iki kez tekrarlandi ve hata ¢ubuklari grafiklere eklendi. Kontrol grubu olarak
azot kaynaginin (2mM) glutamat oldugu B&P minimal besiyerleri kullanilmistir. Sekil
4.1.°de farkli azot kaynaklarinda biiyiitiilen bakterilerin zamana bagli optik yogunluk

degerleri gosterilmistir.
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Sekil 4. 1 Farkli azot kaynaklariyla biiyiiyen bakterinin zamana bagli OD degerleri (n=2).

Optik yogunluklari karsilagtirildiginda N2 gazinin amonyuma (NHa) ¢evrilerek
kullanildig1 diazotrofik biliylime sartlarinda, non diazotrofik ortama goére daha fazla
hiicre yogunlugunun oldugu gézlemlenmis ve daha hizli bir biiyiime elde edilmistir.
Diazotrofik ve non diazotrofik kosullarda ¢aligilan kiiltlirlerin spektrofotometre ile 660
nm’de Olgiilen optik yogunluklari sirasiyla 2,02 ve 1,21 olarak kaydedilmistir.
Buradan, genel olarak N fiksasyonun bakterilerin iiremelerine olumlu etki yaptigi
gdzlemlenmistir. Ureme egrileri gdz oniine alindiginda, non diazotrofik ortamda
cogalan bakteriler 72. saatte duragan faza girerken, diazotrofik kosullarda cogalan
bakteriler 144. saatte duragan faza girmistir. N2 fiksasyonuyla iiretilen amonyumun
bakteride hiicresel materyal sentezini tetikledigi ve boylece hiicrelerin hem ¢ok hizli

cogaldig1 hem de yiiksek hiicre sayilarina ulasildigi degerlendirilmektedir.

4.1.2. pH analizleri

Calisma baglangicinda bakteri kiiltiirliniin pH’s1 6.8’e ayarlanmustir, ancak
bakteri cogalma siireci boyunca kiiltiirlerin pH degisimleri takip edilmistir. Bunun i¢in
kiiltirden 24 saat aralikla ornekler alinip pH metre ile Slgiimler yapilarak takip
edilmistir (Sekil 4.2). pH egrileri incelendiginde diazotrofik kiiltiiriin pH’sinin 9,45’e

kadar yiikseldigi ve non diazotrofik kiiltiiriin pH degerinin ise en fazla 7,87’e kadar
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ciktigr goriilmistiir. Bu durum molekiiler azotun amonyaga cevrildigi kosullarda
biriken amonyum miktarina bagli olarak pH' nin artis gosterdigi ve belirli bir

seviyeden sonra sabit kaldig1 tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2. Zamana bagli pH degisimleri (n=2).

Hidrojen iiretiminde kiiltiir ortaminin pH's1 hidrojen iiretimi agisindan son
derece onemlidir (Zagrodnik ve Laniecki, 2015). Birkag¢ ¢alismada, alkali pH'sinin
nitrojenaz aktivitesi ve fototrofik Hz iiretimi iizerindeki olumsuz etkisini ortaya
koymustur. Anabaena variabilis tarafindan foto-hidrojen iiretimi sirasinda alkali pH
seviyelerinde nitrojenaz aktivitesinin Onemli Olglide azaldigi  gosterilmistir.
Rhodobacter sphaeroides’in nitrojenaz aktivitesi 6,5 ile 7,0 arasindaki bir pH
seviyesinde en yiiksek iken, calismamizda azot gazinin azot kaynagi olarak
kullanildig1 kosularda biriken amonyum orani fazla oldugundan pH bu degerin ilizerine
cikmistir. Yiiksek pH degerlerine ragmen, bu ¢alismada diazotrofik kosullarda da H:

tiretimi gézlemlenmistir.
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4.2. Toplam Amonyum Analizleri

Rhodobacter sphaeroides’te molekiiler azotun amonyuma
doniistiiriilmesinden sorumlu olan enzim Mo-nitrojenaz enzimidir. N2’nin olmadigi
ortamlarda Mo-nitrojenaz enzimi ATP ve indirgeyici giigleri (reducing power)
hidrojen tiretiminde kullanir. Nitrojenaz enzimi, 1 mol N2’nin indirgenmesi i¢in 8
mol elektron transferi ve 20 ila 30 mol MgATP’nin hidrolizini gergeklestirir. Bu son
derece enerji gerektiren bir siirectir. Dolayisiyla, yiiksek miktarlarda ATP ve
indirgeme giicli gerektiren nitrojenazin sentezi ve aktivitesi, ¢evresel uyaranlara
yanit olarak transkripsiyonel diizeyde ve translasyon sonrasi diizeyde siki1 bir sekilde
diizenlenir (Li ve ark., 2010). Tez kapsaminda diazotrofik ve non diazotrofik
kosullarda hidrojen {iretimi gerceklestirilmistir. Bu ¢alismaya paralel olarak ve
destekleyici bir deney seti olarak ayni kosullarda amonyum miktar analizleri de
yapilmigtir. Hidrojen fiiretimi ve amonyum sentezlenmesi bakteride bulunan
nitrojenaz enzim aktivitesinin bir sonucu olup nitrojenaz enzim miktar ve
aktivitesinin yiiksek oldugu kosullarda hidrojen iiretimine paralel olarak amonyum
miktariin da yiiksek olmasi beklenmektedir. Bu kapsamda tez calismasinin bu
boliimiinde hiicre i¢in amonyum miktar tayini yapilmistir. Sulu bir ¢ozeltide, notr
pH’larda hem amonyak (NH3) hem de amonyum (NH4) mevcuttur. Basitlestirmek
icin, “amonyum” terimi hem amonyak hem de amonyum i¢in kullanilmistir. Sekil
4.3’de diazotrofik ve non diazotrofik ortamda biiyiitiilen bakterilerin igerdigi

amonyum miktar1 zamana bagl olarak gosterilmistir.

Bu c¢aligmada bakteriden arindirilmis besiyeri ve bakterinin pargalanmasi
sonucu olusan homojenatin amonyum igerikleri analiz edilmis ve bakteriden
arindirilmis bos besiyerinde amonyum tespit edilememistir. Bu sonug tespit edilen
amonyumun tamaminin bakteri bilinyesinden kaynaklandigini ispat etmistir.
Amonyum analizi diger analizler gibi zamana bagli olarak gerceklestirilmistir. 48, 72,
96, 120 ve 144. saatlerde farkli besiyerlerinde biiyiitiilen bakteriler sonikasyon ile
par¢alanmis ve bu homojenatlarda amonyum miktar analizleri yapilmistir (Sekil 4.3).
Analiz sonuglarina gore, diazotrofik ortamda c¢ogalan bakterilerden elde edilen

lizatlarda non-diazotrofik ortamda cogalan bakteri lizatlarina gore daha fazla
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amonyum tespit edilmistir. Molekiiler azotun amonyuma c¢evrildigi kosullarda daha
bakterilerin daha fazla amonyum iirettigi tespit edilmistir. Yiiksek miktarlarda
amonyum birikimi yiliksek nitrojenaz aktivitesinin bir gostergesidir. Ayrica, yiiksek
miktarlarda amonyum birikimi hem yiiksek nifH gen ifadesini hem de yiiksek hidrojen

uretimini desteklemektedir.
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Sekil 4. 3. Bakteri biinyesindeki amonyum miktarinin zamana bagl degisimi (n=2).

4.3. Diazotrofik ve Non Diazotrofik Kosullarinda Hidrojen Uretimi

Glinlimiizde biyohidrojen ilretim verimliligi ve miktar1 yeterli seviyelerde
olmadig1 i¢in enerji c¢esitliligine heniiz katki saglamamaktadir. Ancak, hidrojen
tretiminin hem miktar hem de verimlerinde iyilestirmeler g¢esitli yollarla
gerceklestirilebilir. Ornegin, etkili biyoreaktor tasarimu, 151k enerjisinin daha verimli
kullanilmasina yol acabilir. Metabolik modelleme ile bakterinin besiyeri icerigini,
igerik miktarinin ve hidrojen tiretimine etki eden ¢evresel kosullar1 optimize ederek
verimli hidrojen iiretim prosesleri elde edilebilir (Chen ve ark., 2011). Bu tez
kapsaminda da biyohidrojen iiretim verimliligi ve miktarmi arttirmaya yonelik bir
tasarim ve yaklasim gerceklestirilmistir. Buradaki yaklasim N2 gazi ile (diazotrofik

kosullar altinda) nitrojenaz enzim miktar1 ve aktivitesini uyararak daha ¢ok hidrojen
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tiretimini saglamaktir. Bu c¢ercevede biyohidrojen iiretimi farkli azot kaynaklari
kullanilarak (diazotrofik ve non-diazotrofik ortam) biiyiitilen bakterilerde test
edilmistir. Bunun i¢in bakteriler oncelikle azot kaynagi olarak N2 gazinin ve karbon
kaynagi olarak malatin (15 mM) kullanildig1 diazotrofik kosullarda g¢ogaltilarak
nitrojenaz enzimi stimiile edilmistir. Daha sonra bakteriler hidrojen {iretimi i¢in non-
diazotrofik ortama transfer edilerek hidrojen iiretimi gergeklestirilmistir. Kontrol
grubu olarak ise karbon kaynagi olarak malatin (15 mM) ve azot kaynagi olarak
glutamatin (2 mM) kullanildig1 besiyeri (non diazotrofik ortam) kullanilmistir.
Hidrojen gazi iiretim miktar1 24 saat araliklarla takip edilmistir ve sonuglari mL
hidrojen iiretimi olarak verilmistir (Sekil 4.4). Elde edilen sonuca gore diazotrofik
ortamda biiyiitiilen bakterinin daha fazla hidrojen trettigi goriilmiistiir. Diazotrofik
kosullarda 13,95 mL hidrojen iiretilirken, non diazotrofik kosullarda 11,05 mL
hidrojen iiretimi tespit edilmistir. Bu c¢alisma ile tezin basinda kurulan hipotezin
gecerliligi dogrulanmistir. Calismanin dogrulugunu saglamak icin deneyler iki kez

tekrarlanmustir.
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Sekil 4. 4 Diazorofik ve nondiazotrofik biiylime ortamlarinda g¢ogaltilan Rhodobacter sphaeroides ile
hidrojen tiretimi (n=2).
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4.4. Gaz Kromatografisi Analizi

Hidrojen iiretim diizeneginde iiretilen toplam saf hidrojen miktarin1 6lgmek
icin gaz kromatografisi (GC) kullanilmistir. Gaz kromatografisi analiz sonuglarina
gore azot kaynagi olarak azot gazinin kullanildigi diazotrofik kosullarda, toplama
borularinda biriken hidrojen gazi miktar1 13,95 olarak tespit edilmistir. Azot kaynagi
olarak glutamatin kullanildig1 non diazotrofik ortamda biiyliyen bakterilerin lirettigi

saf hidrojen gazi miktar1 11,05 olarak olgiilmiistiir.

4.5. Primer Tasarimi ve Primerlerin Validasyonu

DNA izolasyonu ‘ZymoBIOMICS DNA Miniprep’kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. DNA, tasarlanan primerlerin ¢alisip ¢alismadiginin kontrol
edilmesi (validasyon) i¢in PCR asamasinda kullanilmistir. izole edilen DNA’nin

ozellikleri ve konsantrasyonu Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Rhodobacter sphaeroides 'ten elde edilen DNA’nin absorbans ve konsantrasyonu.

Ornek 230nm 260nm 280nm 320nm Konsantrasyon 260/280 260/230

Rhodobacter 0,113 0,060 0,049 0,040 19,12 2,143 0,2664
sphaeroides

Yukarida elde edilen DNA ile gergeklestirilen PCR sonucunda elde edilen
tirtinler agaroz jelde yiiriitillmiistiir (Sekil 4.5). PCR {iriinlerinin boyunu tespit etmek
amaciyla jele DNA merdiveni de (SiZer™-100 DNA Marker Solution) yiiklenmistir.
Soldan saga dogru kuyucuklarda SiZer™-100 DNA Marker Solution, 16S rRNA ve
niffH primerleri ile yapilan PCR iirlinleri gériilmektedir. (Sekil 4.5). Bu sonuca gore,
tasarlanan primerler ile gerceklestirilen PCR sonucunda beklenen uzunlukta tiriinler
elde edilmistir. 16S rRNA PCR iiriinii 146 bp ve nifH PCR fiiriinii 90 bp olarak tespit

edilmistir.
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Sekil 4. 5 nifH ve 16S rRNA PCR iiriinleri.

Bu PCR sonucuyla tasarlanan primerlerin ¢alistigt dogrulanmistir ve bu
primerler sonraki asama olan diazotrofik ve non diazotrofik kosullarinda nifH

ekspresyon analizinde de kullanilmistir.

4.5. Diazotrofik ve Non Diazotrofik Kosullarindaki nifH Ekspresyon Analizi

Bu c¢alismada diazotrofik ve non-diazotrofik kosullarda ¢ogaltilan R.
sphaeroides O.U.001°de bulunan nifH gen ifade analizi ger¢eklestirilmistir. nifH geni
bakteride bulunan Mo-nitrojenaz enziminin alt birimi (Fe-Protein) kodlayan bir
gendir. Hiicre i¢i gen ifade oranlar1 genellikle protein miktarlariyla dogru orantilidir.
Her ne kadar bakterilerde post-transkripsiyonel ve post-translasyonel gen
regiilasyonlari ile birtakim diizenlemeler yapilsa da yiliksek gen ekspresyonu yiiksek
nitrojenaz enziminin bir gostergesi olarak kabiil edilebilir. Bu ¢aligmada da N2 gazinin
(diazotrofik kosullarin) nitrojenaz enzim miktarina etkisi gen ifade analizi diizeyinin
incelenmesi ile arastirilmistir. Burada kantitatif PCR (qPCR) yontemiyle rolatif nifH
gen ifade analizi yapilmistir. Rolatif veya goreceli gen ifade analizinde hedef genin
ifade diizeyi segilen bir referans gene (housekeeping gene) oranlanmasiyla elde edilir.
Ayrica, ¢alismada kontrol grubu olarak non-diazotrofik sartlarda ¢ogaltilan kiiltiirler
kullanilmistir. Bu ¢alismada hedef gen nifH ve referans gen ise 16S rRNA olarak
secilmistir. Kantitatif PCR (qPCR) ile rélatif gen ifade analizinde 22T yéntemi en
cok tercih edilen yontemdir. 222¢T yontemi kararli ve basit bir yontemdir. Bu ydntem

de nifH gen ifadesi hem referans gene gore hem de kontrol grubuna gore oranlanmastir.
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Boylece nifH gen ifadesinin diazotrofik kosullardaki gen ifadesinin non-diazotrofik
kosullara gore kag¢ kat degistigi tespit edilmistir. Gen ifadesi kontrol grubu olan non
diazotrofik kosullardaki nifH ve 16S referans gen ifadesine normalize edilerek 224
olarak hesaplanmigtir. Gen ifade analizleri 48, 72, 96, 120 ve 144. saatlerde kiiltiir
ortamlarindan numuneler alinarak zaman bagl olarak gerceklestirilmistir (Sekil 4.6).
Sonuglara gore, en yiiksek nifH gen ifadesi her iki kosulda da 96. saatte elde edilmistir.
Gen ifadesi 96. saate kadar dnce artis gostermis sonra azalmustir. 96. saatte, diazotrofik
kosullardaki nifH gen ekspresyonu non diazotrofik kosullardaki gen ekspresyonunun
2,3 kat1 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglarla hidrojen iiretimi sonuglari tamamen
uyusmaktadir ve birbirini desteklemektedir. Amonyum miktar analizi, hidrojen
iretimi ve gen ifade analizi sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde su sonuca
ulagilmistir. Amonyum artis1 besiyerindeki pH’1 arttirmaktadir. N2 gazi nitrojenaz
enzimini kodlayan gen ifadesini arttirarak veya stimiile ederek hiicrede daha fazla
nitrojenaz enzimi sentezlenmesini saglamistir. Bunun sonucu olarak da diazotrofik

kosullarda daha ¢gok amonyum ve hidrojen tiretimi gergeklesmistir.
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Sekil 4. 6 nifH geninin diazotrofik kosullarda zamana bagli gen ifadesi (Gen ifadesi 242t olarak
hesaplanmigtir) (n=2).
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Bu ¢alisma ile besiyerinde bulunan azot kaynaklarinin nitrojenaz enzimini
kodlayan gen ifadesine etkisi arastirilmistir. Gen ifade diizeyi ile ayrica hiicre i¢i
amonyum birikimi ve H; tiretimi ile de pozitif bir iliski tespit edilmistir. Nitrojenaz
enzim miktarinin diazotrofik ortamda biiyiitiilen bakterilerde non diazotrofik ortamda
biiyiitiilen bakterilere gore daha fazla oldugu yiiksek nifH gen ekspresyon seviyeleri

ile dogrulanmistir.

4.6. Alan Emisyonlu Taramah Elektron Mikroskobu Analizleri

Diazotrofik ve non-diazotrofik besiyerlerinde biiyiitilen R. sphaeroides’in
morfolojik yapist Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (FESEM — Hitachi
SU 1510) ile yapilmustir. Hiicrelerin morfolojik yapilarinda herhangi bir degisim
olmamasi i¢in, dogal yapilarinin korunmasi igin hiicrelere herhangi bir iglem
yapilmamis olup iireme sonrasi (yaklasik 96. saat) dogrudan FE-SEM goriintiileri
alinmistir. Sonucta besiyeri kompozisyonunun bakteri morfolojiside gozle gortilebilir
bir farklilik olmadigi goriilmiistiir (Sekil 4.7). FE-SEM analizlerinde belirgin bir
farklilik gbzlenmemistir ancak iki farkli ortamda c¢ogaltilan kiiltiirler ¢ok farkli
absorbans degerleri gostermistir (Sekil 4.1). Bu sonuca gore, hiicreler farkli
besiyerlerinde farkli metabolik aktiviteler gostermektedir ve farkli metabolitler
tiretilmektedir, dolayisiyla bu metabolizma cesitliliginin de absorbansa yansidigi

distiniilmektedir.

Sgral A = SE2 Zrsy 2 EMT= 100V Sigral A = SE2
Mag= 1500KX - WD = 323mm Mag= 15.00KX
S =

Sekil 4. 7 Alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu goriintiileri A) Non diazotrofik besiyeri B)
Diazotrofik besiyeri.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Rhodobacter sphaeroides O.U.001 N fiksasyonu, Hz ve polihidroksibutirat
(PHB) iiretimi gibi ¢ok yonlii metabolizmaya sahip olup molekiiler biyoloji ve
biyoteknoloji aragtirmalarinda sik¢a kullanilan model bir bakteridir. Bu tez
caligmasinda, literatiirde pek rastlanmayan diazotrofik (N2 gazinin amonyaga
doniistiiriildiigi  veya sabitlendigi sartlar) kiiltiir kosullarmin  Rhodobacter
sphaeroides O.U.001°de nifH gen ifadesine, hidrojen {iretimine ve amonyum sentezine
etkisi arastirilmistir. Kontrol grubu olarak ise karbon kaynagi olarak malat’in (15 mM)
ve azot kaynagi olarak glutamat’in (2 mM) kullanildig1 besiyeri (non diazotrofik
ortam) kullanilmistir. Ayrica, bu kosullarin hiicre morfolojisine etkisi alan emisyonlu
taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) ile ¢alisilmistir. Bu tez ¢alismasi ile N2 gazi

ile stimiile edilen hiicrelerin hidrojen iiretim performanslari ortaya ¢ikarilmistir.

Sonug olarak, diazotrofik ortamda biiyiitiilen bakteriler diger ortamda kiiltiire
edilen bakterilere gore daha fazla hidrojen tirettigi goriilmiistiir. Diazotrofik kosullarda
13,95 mL hidrojen firetilirken, non diazotrofik kosullarda 11,05 mL saf hidrojen
tiretimi tespit edilmistir. nifH gen ifade ¢alismalarinda bu sonucu destekleyen bulgular
elde edilmistir. Rolatif gen ifade analiz sonuglarina gore, diazotrofik kosullardaki nifH
gen ekspresyonu non diazotrofik kosullardaki gen ekspresyonunun 2,3 kati olarak
hesaplanmigtir. Amonyum miktar analizleri ile diazotrofik ve non diazotrofik
kiiltiirlerde olgiilen amonyum miktarlar1 sirasiyla 5,05 mg/L ve 3,38 mg/L olarak
bulunmustur. Tez kapsaminda gergeklestirilen hidrojen iiretimi, gen ifade analizi ve
amonyum miktar analizi sonuglar birlikte degerlendirildiginde N2 gazinin nitrojenaz
enzimini kodlayan gen ifadesini arttirarak veya stimiile ederek hiicrede daha fazla
nitrojenaz enzimi sentezlenmesini sagladigi degerlendirilmistir. Tez kapsaminda
tasarlanan tiim deney sonuglar1 birbirine paralel ve destekleyici nitelikte bulunmustur.
Bu da tez c¢alismasinin dogru kurgulandigini ve sonuclarinin tutarli oldugunu
ispatlamistir. Bu ¢alisma ile tezin basinda kurulan hipotezin gecerliligi de

dogrulanmistir. Gelecekteki ¢alismalarimizda enzim miktar ve aktivite tayinleri ile bu
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bulgularin desteklenmesi ongoriilmektedir. Bu tez ¢alismasi, N> ile stimiile edilmis

bakterilerle biyohidrojen iiretimi ve FE-SEM ile hiicre morfolojisi analizi

caligmalariyla literatiire 6zgiin katkilar sunmustur.

5.2. Oneriler

X/
°e

X/
L X4

7
°e

Asagida maddeler halinde Oneriler siralamaktadir.

Bu calisma kapsaminda N> ile stimiile edilen R. sphaeroides O.U.001 ile
kontrol grubuna gore daha ¢ok hidrojen {iiretimi elde edilmistir. Hidrojen
iretim caligmalar1 kesikli (batch) proseslerle yapilmistir. Bundan sonraki
calismalarda daha biiyiik Olgcekte ayni yaklagimla hidrojen {retimi
gercgeklestirilebilir.

Bu ¢alismada nitrojenaz enzim miktar1 dolayli olarak nifH gen ifadesi ile
iliskilendirilmistir. Sonraki ¢alismalarda N> ile stimiile edilen R. sphaeroides

0.U.001°deki nitrojenaz enzim miktarlart Western blot ile belirlenebilir.

Bu tez ¢alismasinda N> ile stimiile edilen R. sphaeroides O.U.001’de kontrol
grubuna gore daha ¢ok amonyum tespit edilmistir. Bu sonuca gore, N> ile
stimiile edilen R. sphaeroides O.U.001’in amonyum kaynagi olarak tarimda

giibre olarak kullanim potansiyeli arastiriimalidir.
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