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GUNES ENERISE {LE HIDROJEN GAZI URETIMINE YONELIK BIR
BiYOREAKTORUN TASARIMI VE GELISTIRILMESI

Oz

Bu aragtimada gtines enetjisi ile hidrojen gazi tiretilmesi amaci ile tig degigik
biyosistem tizerinde gahgilmistir. Bu biyosistemler ; Rhodobacter sphaeroides O.U.001
(DSM 6854) ile hidrojen iiretimi, Halobacterium halobium S9 ve E.coli (DSM 1576)
ikili sistemileri ile hidrojen iiretimi ve Halobacterium halobium S9 ve indirgeyici
elektrot ile elektrokimyasal ydntemle hidrojen {iretimidir. Her bir biyosistem igin uygun
biyorcaktorler tasarlanmig ve kurulmusgtur.

Rhodobacter sphaeroides O.U.001 ile anaerobik kogullarda aydinlikta hidrojen
gaz1 iiretilebilmigtir, Geligtirilen fotobiyoreaktdrde en uygun hidrojen tiretim kogullarimin
pH’nin 7,3-7,8, sicakligin 31-36 °C, 151k giddetinin 200 W/m® ve hilcre derigiminin
1,6-1.8 mg kum agirhk / mL oldugu sonucuna vardmugtir. Fotobiyoreakttrde en uygun
kogullarda 0,047 L gaz / saat / L killtlir (veya 30 pmol hidrojen / dakika / L killtlir)
hizinda. argonsw bazda % 99 hidrojen % 1 karbon dioksit bilegiminde gaz clde
edilmigtir.

Halobacterium halobium S9-E.coli ikili sistemi ile sadece anaerobik kogullarda
hidrojen firetillebilmigtir. £ coli anaerobik kogullarda bilytime esnasinda 131ksi1z ortamda
da 250 pmol hidrojen / dakika / L kiltir hizinda gaz tliretmigtir. Ancak ortama,
¢Oktliriimily Halobacterium Halobium S9 hilcreleri konuldugunda ve aydinlhkta 330
pmol hidrojen / dakika / L. killtir hizinda argonsuz bazda % 98 hidrojen %
karbondioksit ihtiva eden gaz tiretilmigtir.

Halobacterium halobium S$9 susunun degisik kosullarda {ireme egrisi elde
edilmistir. Aerobik ortam ve galkalamali kogullarda iiremenin daha hizli oldugu
goriilmiigtiir, ¢ oktiriilmiis hiicrelerin fotoaktivitesinin aerobik ve anaerobik kogullarda
aynt oldugu ancak bakteriorhodopsin derigiminin artmasi ile fotoaktivitenin arttig
sonucuna vanlmighr. Geligtirilen fotoclektrokimyasal ~biyoreaktorde  ¢Oktiiriilmiis
Halobacterium halobium *un fotoreseptdr proteinlerinden bakteriorhodopsinin hidrojen
gaz1 iiretiminde biyokatalitik etkisi oldugu sonucuna vanlmgtr.

Bu ¢aligmada bakteriorhodopsinin Hyperchem programiyla mekanik hesaplari
yapilms, enerji miilahazasiyla yeni bir proton ahgveris siklusu onerilmistir.

Anahtar Kelimeler : Hidrojen ftiretimi , Halobacterium halobium , E.coli,
bakteriothodopsin, Rhodobacter sphaeroides, biyoreaktdr.




DESIGN AND DEVELOPMENT OF A SOLAR BIOREACTOR FOR HYDROGEN
GAS PRODUCTION

ABSTRACT

During the present project three different biosystems have been developed for the
solar production of hydrogen. Three biosystems were : photoproduction of hydrogen by
Rhodobacter sphaeroides 0.U.001(DSM 5864), hydrogen gas production by using
coupled enzyme systems of E.coli (DSM 1576) and Halobacterium halobium S9 and
photoelectrochemical hydrogen production by Halobacterium halobium S9 . A suitable
bioreactor have been designed and constructed for each biosystem.

Results indicated that Rhodobacter sphaeroides O.U.001 evolves hydrogen gas

under anaerobic conditions and under illumination. The growth conditions such as pH,
temperature, light intensity and cell concentration affected the hydrogen
photoproduction.
The recommended ranges of these parameters were pH 7,3 to 7,8. temperature 31 to 36
°C, light intensity 200 W / m” and cell concentration between 1,6 to 1,8 mg dry weight /
mL. The maximum photo production rate obtained was 0.047 L gas / hr / L culture (or 30
imoles hydrogen / min / L culture ) composed of 99 % hydrogen and 1 % carbon
dioxide on argon free basis.

It was found that anaerobic conditions were strictly required for hydrogen
evolution by Halobacterium halobium S9 - E.coli coupled system. During anaerobic
growth of E.coli 250 pmoles hydrogen / min / L culture of gas evolution was observed.
The gas production rate was increased to 330 pimoles hydrogen / min / L culture with
E.coli coupled to bacteriorhodopsin or packed cells of Halobacterium halobium . The
evolved gas was composed of 98 % hydrogen and 2 % carbon dioxide on argon free
basis.

Growth curves of Halobacterium halobium S9 were obtained at different
conditions. It has been observed that growth was faster at aerobic conditions with
shaking. The photoactivity of packed cells did not change significantly in aerobic or
anaerobic conditions, however, it was increased with increasing bacteriorhodopsin
content. The results have indicated the enhancement of hydrogen production in the
presence of light and Halobacterium  halobium, compared to cell free
photoelectrochemical reactor. This may be due to the biocatalytic effect of
bacteriorhodopsin which is the photoreceptor protein of Halobacterium halobium.

In this research molecular mechanics of bacteriorhodopsin were estimated by
Hyperchem software and a new proton release and uptake mechanism has been proposed
considering energy.

Key words : Hydrogen production, Halobacterium halobium , E.coli, bakteriorhodopsin,
Rhodobacter sphaercides, bioreactor.
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BOLUM 1

SIRIS

Hidrojen gazi gelecegin ideal temiz yakiti olarak digiiniilmektedir. Ayrica
Hidrojen gazi petrol rafinelerinde, amonyak sentezinde, hidrojenasyon tepkimelerinde ve
kimya endiistrisinde daha birgok énemli alanda kullamimaktadir. Hidrojen gazi suyun
fotolizi, elektolizi, temolizi veya fotoelektrokimyasal metodlarla ayristitriimast ile
iiretilmektedir. Hidrojen gazi iiretiminde bugiin mevcut teknolojilerde oldukg¢a 6nemli
oranda fosil yakitlar ve elektrik enerjisi harcanmakta, bu da gevre kirlilifine neden
olmaktadir. Diger yandan son yillarda biyoteknoloji alanindaki hizli geligmeler hidrojen
gazinin  biyoteknolojik  metodlar ile giines enerjisi, organik atiklar  ve
mikroorganizmalarla iretilmesini giindeme getirmigtir.

Bu aragtirmanin amaci giines enerjisi ile hidrojen gazi tiretimine ydnelik bir
biyoreaktoriin tasarimi ve  gelistirilmesidir. Bu amaca yénelik olarak oncelikle
fotosentetik bir bakteri olan Halobacterium halobium un fotoaktivitesini yiikselten
iiretilme  kosullarinin  belirlenmistir.  Halobacterium  halobium un  fotoreseptor
proteinlerinden bakteriorhodopsin in hidrojen gazi iiretilmesinde biyokatalizor etkisinin
olup olmadigi aragtirlimaktadir.

Halobacterium halobium veya bakteriorhodopsin ile 1sik enerjisi kullanarak
hidrojen gazi elde edilmesine yénelik iki degisik biyosistem aragtirilmigtir. Bu sistemler :
Halobacterium halobium - indirgeyici elektrot sistemi ve Halobacterium halobium -
Eshariacha coli ikili sistemidir. Her iki sistem igin farkli biyoreaktorler tasarlanmis ve
kurulmusgtur.

Hidrojen gazi tiretiminde arastirilan ligiincii biyosistem ise fotosentetik bir bakteri
olan Rhodobacter sphaeroides O.U.001 ile yapilan galigmalardir. Her ne kadar proje
éneri formunda bu bakterinin adi gegmemekte ise de, proje ekibimiz bu bakteriyi bu
proje kapsaminda temin etmis ve be bakteri ile hidrojen iireten bir fotobiyorektér ve
hidrojen Slgiim aparati gelistirmistir. Bu biyosistem ile edinilen tecriibe diger iki

biyosistemin kurulmasina énemli katkr saglamstir.




Bu raporda her bir biyosistem ile ilgili aragtrima - literataiir, yontem, bulgu,
sonie  ve kaynaklar - ilgili bdlimlerde sunulmaktadir. Raporun bu  sekilde
hazirlanmasinin nedeni her bdlimii kendi i¢inde bagimsiz kilarak en kisa zaman da bu
arastirmalarim yaym haline déniismesine olanak saglamaktir. Béliim 2 de Rhodobacter
sphaeroides  O.U.001 ile hidrojen gazi firetimi konusunda yapilan aragtirma
sunulmaktadir. Béliim 3 de Halobacterium halobium ile E.coli ikili biyosistemi ile
hidrojen iiretimi, sadece FE.coli bulunan veya E.coli-bakteriorhodopsin  ikili
sistemlerinden elde edilen sonuglarla kargilagtinlmaktadir. Bolim 4 de hidrojenin
elektrokimyasal — yontemle  iiretiminde  Ialobacterium — halobium — un katkisi
incelenmektedir. Mevcut iki farkhi kaynakli sus aerobik ve anaerobik kosullarda
iiretilerek  fotoaktiviteleri karsilastinlmistir.  Halobacterium  halobium un hidrojen
iiretiminde biyokatalitik etkisinin olup olmadig aragtirilmaktadir.

Boliim 5 de bakteriorhodopsin kromoforunun teorik incelenmesi yer almaktadir.
Onerilen molekiil yapisi bu proje kapsaminda yurt digindan getirtilmis bulunan
Hyperchem programi ile molekiiler mekanik hesaplar yapilarak incelenmektedir. Bolim
6 da bu projede elde edilen sonﬁc]ar degerlendirilmekte ve gelecekte yapilmas:
gerekenler ile ilgili dneriler yer almaktadir.

Bu proje kapsaminda yapilan ve yapilmakta olan yaymlarin listesi raporun son

baliimiinde verilmektedir.




BOLUM 2

RIHODOBACTER SPHAEROIDES 0.U.00]1 {LE HIDROJEN GAZI URETIMI
2.1. OZET

Bu ¢ahsmada fotosentetik bir bakteri olan Rhodobacter sphaeroides
O.U.001 malik asit ve sodyum glutamat igeren besiyerinde tungsten (150 W), civa
buharli (160 W) ve ultraviyole (300 W) lambalariyla aydinlatilarak 36 °C ta

aerobik ve anaerobik olarak tiretildi.

Hidrojen iiretimi igin bir biyoreaktér tasarland, imal edildi ve kuruldu.
Hidrojen gazi iiretimi pH=7de bagladi. Hiicre konsantrasyonunun artigi ile birlikte
hidrojen iiretimi de artti. Hidrojen gazi {iretimi icin en uygun sicakligin 31 °C

oldugu gozlendi. Yiiksek saflikta hidrojen gazi tiretildi.

2.2. GIRIS

Hidrojen ideal ve g¢evreyi kirletmeyen bir yakittir. Fosil enerji
kaynaklarmin limitli olusu nedeniyle hidrojen {iretimi i¢in yeni teknolojilere
gereksinim duyulmaktadir. Giines enerjisi kullanilarak hidrojen {iretimi en {imit
verici enerji iiretim siireglerinden biridir. Hidrojen iiretme yetenegine sahip olan
organizmalar arasinda siyanobakteriler, mavi-yesil algler ve fotosentetik
bakteriler yer alir. Tablo 2.1. farkh fototrofik organizmalarin  hidrojen iiretim
hizlarini gdstermektedir (Kondrateiva and Gogotov, 1982).

Hidrojen gazi iiretilmek igin fotosentetik bakterileri kullanmak daha
avantajhidir. Qiinkii fotosentetik bakteriler genis bir spektrada giines enerjisini
yakalayabilir ve yiiksek 151k siddetine dayanabilirler. Hidrojen liretim
mekanizmalari  daha iyi  bilinmektedir. Farkli  gevre kosullarinda  hayat
fonksiyonlarini devam ettirebilirler. Anaerobik kosullarda yiiksek miktarda
hidrojen gazi iiretebilirler. Bu sebeplerden dolay1 fotosentetik bakteriler ile

hidrojen iiretimi ¢aligmalar hizla devam etmektedir.




2.2.1.Fotosentetik Bakteriler Tarafindan Hidrojen Uretimi

Hidrojen metabolizmasinda nitrojenaz enzimi islev gortir. Bu enzim
kompleksi iki protein komponentinden meydana gelmistir. Biiyiik yapili protein
dinitrojenaz, Mo-Fe protein veya komponent I ad1 verilir ve substrat molekiiliiniin

indirgenmesini katalizler. Kiigiik yapili protein ise dinitrojenaz

Tablo 2.1. Fototrofik Mikroorganizmalarin Maksimum Hidrojen Uretim Hiz1

Mikroorganizma ml/saat/g kuru
agirhik
SIYANOBAKTERILER
Anabaena cylindrica B629 4,9-40
Spirulina platensis 9,0
Anabaena variabilis 32,0
YESIL ALGLER
Chlorella vulagaris K 4.0
Chlamydomonas reinhardii 137C 45,7
Scenedesmus obliguus D-3 6,0
MOR BAKTERILER
Rhodospirillum rubrum S1 146
Rhodobacter sphaeroides 2R 29,8
Rhodopseudomonas capsulata SL 130-150

ADP + P,

Ik /

Sekil 2.1 Rhodosprillum rubrum daki hidrojen mekanizmasi




rediiktaz, Fe-protein veya komponent II denir. Elektronlarin dinitrojenaz
enzimine transferinden sorumludur. Her elektron transferinde 2 ATP harcanir.
(Vignais et. al., 1985). Sekil 2.1 Rhodosprillum rubrum daki hidrojen
mekanizmasini gostermektedir.

Mo-Fe proteini a,Py tetramar yapisinda olup 200000 - 250000 Da
agarhgindadir. Yapisinda 30 demir, 30 inorganik siilfiir ve 2 molibden atomu
yeralir (Burgess, 1984), Fe proteini ise dimer yapida olup yaklasik 60 000 Da

agirhigindadir.
2.2.2. Cesitli Mikroorganizmalarla Hidrojen Uretimi

Hillmer ve Gest (1977) R..capsulata Z-1 ile hidrojen iiretimi lizerine bir
calisma yaptilar. Karbon kaynagi olarak laktat ve nitrojen kaynagi olarak
glutamatin kullamldig kiiltiirlerden 130 ml/saat/g kuru agirlik hizinda hidrojen
tiretebildiler.

Meyer ve arkadaslari (1978) R. capsulata B10 dan 115 ml/saat/g kuru
agirhk hizinda, Ziirrer ve Bachofen (1979, 1982) yine bir fotosentetik bakteri
olan Rhodospirillum rubrum dan 20 ml/saat/g kuru agirhk hizinda hidrojen
tiretebildiler.

Vincenzini ve arkadaslari(1982) ise Rhodopseudomonas palustus u agar
lizerine tutturarak hidrojen iiretmeye g¢ahistilar ve karbon kaynagi olarakta seker
rafinerisi atiklarini kullandilar. Bu deneyin sonucunda 43 ml/saat/g kuru agirlik

hizinda hidrojen tiretebildiler.

Son yillarda  Rhodobacter sphaeroides ile caligilmaktadir.Ozellikle
Hindistanda Sasikala ve arkadaglart (1991, 1992,1995) Rhodobacter sphaeroides
0.U.001 ile bagarili sonuglar elde etmislerdir. Japonya’da Yeni Enerji ve
Endiistriyel Teknoloji Geligtirme Organizasyonu (NEDO) desteginde Miyake ve
gurubu tarafindan Rhodobacter sphaeroides RV susu ile hidrojen iiretebilecek bir
proses gelistirilmektedir. Bu gurubun ¢alismalart pilot tesis kurma agamasina
gelmigtir (Miyake ve Asada 1993). Bu gurup patent alma durumunda oldugunu

belirterek calistiklari susun drnegini proje ekibimize géndermemigtir.




Bu aragtirmada gelecekte teknolojik uygulamada {imit vaat eden
Rhodobacter  sphaeroides  O.U.001(DSM  5864) ile hidrojen iiretilmeye
calisilmigtir. Ayrica sicakhik, pH gibi degisik parametrelerin hidrojen iiretimi

{izerine olan etkisi denenmistir.
2.3. GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢aligmada Deutsch von Mikroorganizmen und Zelkulturen GmbH den
temin edilen Rhodobacter sphaeroides 0.U.001 (DSM 5684) kullanildi. Bu
mikroorganizmay1 iiretmek igin kullanilan besiyerinin kimyasal yapist Tablo 2.2
de verilmektedir.

Tablo 2.2. Degisik ¢dzeltilerin hazirlanigi

Cozelti Maddenin adi Madde miktart Hazirlanis
(g/L)
Besiyeri | KHoPOy 0,5 1000 ml saf suda ¢oziiliir.
MgS0,7HO 0.2 Hazirlanan besiyerinin
pH 1
NaCl 0,4 NaOH ile 6.8 e
ayarlandiktan
Sodyum glutamat 1,8 sonra birkag dakika
CaCly 2H7O 0.05 kaynatilir ve otoklavda
Malik asit 1,0 sterilize edilir.
Vitamin ¢ozeltisi 1 ml
Eser element ¢oz. 5 ml
Demir sitrat ¢oz. 5 ml
Eser HCI (25 %) 1 ml 1000 mL saf suda
element | ZnCly 0,070 ¢oziildiikten sonra
Cozeltisi | MnCly 4H,O 0,100 sterilize edilir.
H3BOj 0,060
CoCly 6H,0 0,200
CuCly 2Hy0 0,020
NiCly 6HO 0,020
NaMoOy 2}120 0,040
Vitamin Tiamin 5x10™ 1000 mL saf suda
¢ozeltisi Niasin 5x10* ¢oziilir
Biotin 1,5x107
Demir Demir sitrat 0,1g 100 mL saf suda ¢oziiliir
sitrat
cozeltisi




2.3.1. Kiltiir Hazirlanmasi
2.3.1.1. Anaerob Sivi Kiltiir Hazirlanmasi

Rhodobacter sphaeroides i iiretmek icin hazirlanan sivi besiyeri birkag
dakika kaynatildiktan sonra tiip ve penisilin sigelerine aktarildi. Tiip ve sigelerden
steril igne uglart yardimiyla argon gazi gegirildi. 121 °C ta 15 dakika basingh
buhar ile steril edildi. Tip ve siseler otoklavdan gikarildiktan sonra oda
sicaklifinda sogumaya birakildi. Argon gazi gegirme islemi bir kez daha tekrar

edildi. 10% luk ekim yapildiktan sonra anaerob sivt kiiltiir 36 OC ta inkiibe edildi.

2.3.1.2. Anaerob Kati Kiiltiir Hazirlanmasi

Anaerob kati kiiltiir hazirlamak igin %10-20 oraninda agar stvi besiyerine
ilave edildikten sonra 10 dakika siireyle kaynatildi. Otoklavda steril edilen agarli
besiyeri yatik plak seklinde tiip ve petri kaplarina konuldu ve sogumaya birakildi.
Soguyan agarli besiyerine ekim yapildiktan sonra {izeri tekrar agar ile kapatildi.
Béylece mikroorganizmalar iki agarli besiyeri arasinda birakildi. Aydinlikta ve 36
°C ta etiivde inkube edildi.

Ayrica beslenme sekillerine gore bakterinin iireme bzelliklerine bakildi.
Fototrofik beslenme sekli i¢in besiyerinden karbon kaynagi olarak kullanilan
malik asit ve azot kaynagi olan amonyum kloriir ¢rkanldi.  Hazirlanan sivi
besiyerinden CO, gazi gegirildi. %10 luk ekim yapildiktan sonra 36 °C ta
aydinlikta inkiibe edildi.

Kemoototrafik beslenme sekli i¢in besiyerinden sadece malik asit cikarildi.
Aerobik olarak hazirlanan bu besiyerine %10 luk ekim yapildiktan sonra 36 °C ta
karanhkta inkube edildi.

Anaerobik fermentasyon icin 30 mM malik asit, 7.5 mM amonyum kloriir
besiyerine eklendi ve argon gazi gegirildi. %10 luk ekim yapildktan sonra 36 °C

ta karanlikta inkiibe edildi.




Fotoheterotrofik beslenme seklinde karbon, azot kaynaklari besiyerinde
kullamildi ve anaerobik olarak hazirlandi. Bir kisim besiyerinden argon gazi
gecirilmedi %10 liuk ekim yapildiktan sonra aydinlikta 36 °C ta inkiibe edildi.

Kemoheterorofik beslenme seklinde ise ayni besiyeri ortami kullanildr ve

aerobik olarak hazirlandr. Karanlikta 36 °C ta etiivde inkiibe edildi.

2.3.2 Rhodobacter sphaeroides O.U.001 in Uretimi

Rhodobacter sphaeroides O.U.001 daha biiyiik laboratuvar gereglerinde
anaerob iiretebilmek igin erlenmayer kaplart lastik tipa ile sikica kapatildi. Sekil
2.2 de goriildigi gibi erlenmayerin alt tarafinda bir ¢ikis bulunmaktaydi. Bu g¢ikis
mikroorganizmanin  direme dénemini saptayabilmek igin drnek aliminda
kullanildi. Tipanin tizerinde 3 tane delik agildi ve bu deliklere ince cam borular
gegirildi. Cam borulardan biri argon hattina bagland1 ve digeri atmosfere agik

birakildi. Ugiincii borunun gikigina septum konularak burdan ekim yapildi.

Sekil 2.2 Anaerobik Uretim Diizenegi




2.3.3 Rhodobacter sphaeroides 0.U.001 Ureme Egrisi

Stok kiiltiirden steril siringa ile 5 ml sivi kiiltiir gekildi ve 50 ml lik sivi
besiyerine transfer edildi. Aydinlikta 36 °C ta 36 saat inkiibe edildikten sonra bu
kiiltiirden 25 ml daha gekilerek 250 ml lik erlenmayer kabina ekim yapildi.
Yeniden aydinhkta 36 °C ta etiivde inkiibe edildi.

Isik kaynagi olarak gesitli lambalar kullanildi. 150 Wlhik Tungsten, 160 W
Iik civa buharli ve 300 W Iik UV lambalari deney esnasinda sirayla aerob ve
anacrob olarak hazirlanan kiiltiirler iizerinde denendi ve mikroorganizmanin
herbir 15tk kaynagindaki tireme egrileri grkarildi. Hazirlanan kiiltiirden 2 saat
arayla 3 ml 6rnek aldi. 2ml si pH élgiimit | ml si ise 660 nm deki optik

yopunlugunu bulmak igin kullanidr.

2.3.4. Biyoreaktor

Hidrojen iiretim ¢aligmalart igin etrafinda su ceketi bulunan bir cam kolon
reaktérii tasarlantp imal edildi. 150 ml kapasitesinde olan silindir seklindeki bu
reaktériin yiksekligi 52 cm, dis ¢apt 5 cm i¢ ¢api ise 2,5 cm dir. Sekil 2.3 de
gérildiigi gibi reaktdriin alt tarafinda bir cikis birde giris hatti  bulunmaktaydi.
cikig hatti sivi kiiltiirden érnek almak igin, giris hatti ise reaktérden argon gazi
gegirmek igin kullanildi. Reaktoriin tist kismi besiyeri rezervuari ile birlestirildi.
Uretilen gaz 1,6 cm gap ve 51 cm yitksekligindeki su dolu biirette toplanarak
{iretim hiz1 ol¢iildii.

Hazirlanan besiyeri rezervuar olarak kullantlan erlenmayer icerisinde tizeri
stvi parafilm ile kaplanarak steril edildi. Daha sonra alttan argon gazi gegirilmek
suretiyle iistten reaktdr igine bu sivi besiyeri aktarildi. 15 dakika boyunca
reaktorden argon gazi gegirildi. Amag sistemi anaerobik yapmakti. Logaritmik
ireme déneminde (20 saat) bulunan kiiltiirden steril kosullarda giringa ile 15 ml
cekilerck reaktdriin st kismindaki septumdan ekim yapildi. Reaktor tungsten
Jamba ile aydinlatildi. Reaktdr ve 1tk kaynagi arasindaki uzaklik degistirilerek

hidrojen iretiminde farkli1gik siddetinin etkisi incelendi.
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Sekil 2.3. Hidrojen Uretilen Biyoreaktor ve Deney Diizenegi

Kuru agarhik tayini yapmak igin 660 nm de 0.1 optik yogunlukta bulunan

sivi kiiltiirden 3 ml érnek 15 ml lik santrifuj tiipiine aktarildi. 5 dakika siireyle
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7000 g de santrifuj edildikten sonra sivi kisim atildi. Dip kisimdaki pellet lizerine
3 ml saf su eklendi ve vortekslendi. 7000 g de 3 dakika boyunca tekrar santrifuj
edildi. Stvi kisim atildiktan sonra pellet 1 ml saf su iginde ¢éziildii ve daha once
agarhgr bilinen kigiik aluminyum kaba transfer edildi. Aluminyum kap 8 saat
boyunca ]O-O °C taki firinda kaldiktan sonra tartildi. Tartimdan sonra kabin
agirhiklar arasindaki farktan kuru agirhik hesaplandi.

Gaz olciim biiretinin {stiindeki septumdan gaz giringasi ile alinan
numunedeki CO,, H, ve Ar gaz karisimi Hewlett Packard 5890 Gaz Kromotografi
ile Propak Q kolonunda analiz edildi. Tagiyict gaz olarak 11 ml/dak akis

hizindaki azot gazi kultanildi.
2.4. BULGULAR VE TARTISMA
2.4.1. Ureme Kosullarmin Mikroorganizmaya Etkisi

Rhodobacter sphaeroides O.U.001 aerobik ve anaerobik kosullarda
iiretildi. Anacrob kati besiyerinde iiretilen Rhodobacter sphaeroides O.U.001 in
kolonileri sar1 renkte, yuvarlak, diiz kenarl iken; aerob kati besiyerinde iiretilen
koloniler kirmizi renkteydi. Yapilan gram boyama testi sonucu bakterinin gram
olumsuz oldugu saptandi. Mikroskop altinda yapilan incelemelerde hiicrenin oval
yapida ve hareketli oldugu gozlendi.

Beslenme sekline gére Rhodobacter sphaeroides 0.U.001 in lreme
ozelligi incelendiginde ototrofik ve kemoototrofik beslenme tarzinda lireyemedigi
anlasildi.  Ayrica anaerobik fermentasyon yapamadigi da gdzlendi. Heterotrof
olan bu mikroorganizma aerobik ortamda kirnizi renkte, anaerobik ortamda ise
sar1 renkte goriilmekteydi. Mikroorganizmanin bu dzelliginden dolay1 sistemin

hava alip almadigi kolayca anlagilmaktayd.
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2.4.2 Farkh Isik Kaynaklarinin Ureme Uzerine Etkileri

Bakteri kuru agirhg 0,1 optik yogunlukta 0,36 mg olarak saptandi.
Rhodobacter sphaeroides O.U.001 fotoheterotrofik olarak 36 °C ta farkh 1g1k
kaynaklari altinda iiretildi. Tablo 2.3 te deney esnasinda kullanilan 1s1k kaynaklar

gc’jsterilmektedir.

Tablo 2.3 Bakteri Ureme Deneylerinde Kullanilan Degisik Isik Kaynaklari

Isik kaynagi (lamba) Uzakhik (cm) Isik Siddeti (W/mz)
Tunsten (150 W) 40 200
Civa buharli (160W) 40 300
UV (300 W) 40 400

Sekil 2.4’de tungsten lamba(200 W/m?) ile aydinlatma yapildiginda
pH’nin zamana goére degigimi gosterilmektedir. Sekil 2.5’de ise aymi deneyden
elde edilen lireme egrisi gosterilmektedir. U¢ tip 1tk kaynagi ile aerobik
kosullarda yapilan deneylerde elde edilen aerob iireme egrileri karsilagtinldiginda
UV lambasi ile yapilan aydinlatmada tiremenin diger iki lamba ile yapilan
aydinlatmadaki iiremeden daha iyi oldugu gozlendi.

Anaerob iireme egrileri kargilagtinldiginda ise Tungsten lambasi ile
aydinlatilan anaerob  kiiltiirdeki  iiremenin diger iki lamba ile yapilan
aydinlatmalardan daha iyi oldugu saptandi. Hidrojen iiretimi anaerobik kosullarda

gergeklestigi igin 151k kaynag olarak Tungsten lambasi kullanildi.

2.4.3. Hirojen Uretimi

Hidrojen iiretimi igin 7 deney seti hazirlandi. Tablo 2.4 Hidrojen iiretimi

sirasinda kullanilan deney kosullarini gostermektedir.
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Tablo 2.4 Hidrojen iiretimi sirasinda kullanilan deney kosullart

Set | Istk Siddeti | Sicakhik | Kalma Gaz Analizi En yiiksek gaz
no (W/mz) (°C) siiresi (% Ar’suz bazda) iretim
(giin) hizi(ml/saat)
1 200 36 25 H, bulundu 3,0
2 450 36 2,5 yaptlmadi 1,3
3 200 36 2,2 yapilmadi 1,0
4 300 36 11 H, bulundu 4,2
5 100 31 4 % 99 H, 3,3
% 1 CO,
6 200 31 I % 99 H, 6,9
% 1 CO,
7 200 31 3 % 99 H, 7,0
% 1 CO,

Sekil 2.6 I.Deney setinde iiretilen toplam gaz miktariin zamana gore
degisimini géstermektedir. Isik ve pH’nin etkisini arastirmak igin yapilan bu

deneyde, kiiltiiriin baglangig pH’s1 7,2 olarak tespit edildi. pH’nin yiikseldigi
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Sekil 2.6. Toplam gaz miktarinin zamana gore degisimi(l.Deney Seti)
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noktalarda gaz iiretiminin digtigi saptandi. pH 9’un iizerinde ise iiretimin
tamamen durdugu goézlendi. pH degeri reaktdre iistten taze besiyeri eklenip
diigtiriildiigiinde gaz {retiminin tekrar arthg goriildi. pH 7,3’de 440. saatte en
yiiksek gaz iiretimi 3 ml/saat oldugu bulundu. Isik kapatildiginda gaz tiretimi
durdu, 14 saat sonra isik tekrar agildiginda iretim tekrar bagladi. Bu deney 25
giin boyunca takip edilebildi. Deney sonunda reaktériin  kontamine olmasi
nedeniyle deney durdu.

II.Deney setinde 1s1ik siddeti (450 W/m2) artinldi. Baslangig pH’si 7
olarak ayarlandr. Deney siirekli 11k altinda yapildi. Sekil 2.7°de hiicre
derisiminin ve pH’nin, Sekil 2.8°de ise toplanan gaz miktarimin deney siiresince
degisimi  gosterilmektedir. pH 9.2"ye hiicre derisimi ise 5,2 mg kuru agirlik/ml
geldigi zaman gaz iiretimi durdu. Bu deney yiiksek isik siddetinde  hiicre
yogunlugunun arttigini ancak yiiksek hiicre derigiminin gaz {iretim hzini
diisiirdiigiinii géstermektedir.

I11.Deney setinde baglangig pH’si 8,2 olarak ayarlandi. Bu deneyde gaz
iiretim hizinin 11.Deneye nazaran daha diigiik oldugu goézlendi. Yiiksek pH
degerinin gaz tiretim hizim diigiirdiigii sonucuna varild.

Sekil 2.9°da gosterildigi gibi V. deney setinde siirekli hidrojen iiretimi
saglandi. Bunun igin araliklarla reaktore listden besiyeri ilave edilirken ayni
miktarda kiiltiir alttan alinarak seyreltme yapildi. Siirekli aydinlatmada hiicre
derigimi 1,5 ile 2.9 mg kuru agirhk/ml’de ve pH 7,5 civarinda tutularak 60 saat
siiresince hidrojen iiretilebildi. Isik kapatildigi zaman hidrojen iiretimi durdu. Son
ii¢ deney seti 31 °C ‘da yapildi.Deneylerde en yiiksek hidrojen iiretim hizi 7
ml/saat olarak bulunmustur. Sekil 2.10’da VII. deney setinde birbirini takip eden
aydinlik ve karanlik periyodlarda aydinlikta gaz iiretildigi karanlikta ise gaz
tiretiminin durdugu izlenmistir.

Degisik zamanlarda aymi  veya degisik deneylerden alinan gaz
numunelerinin kompozisyonu argonsuz bazda hesaplandiginda iiretilen gazin %
99 H,, % 1 CO, igerdigi analiz edilmistir.

Bu arastirmada elde edilen en yiiksek hiz 0,047 litre gaz/saat/litre kiiltiir

olarak ifade edilerck, literatiirdeki diger arastirmacilarin  bulgulart ile
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karsilastirilnuigtir.  Bu  deger Kim ve arkadaglarimin = (1987) Rhodobacter
sphaeroides B6 susu ile elde ettikleri gaz iretim hizindan (0,027 litre
gaz/saat/litre kiiltiir) fazladir. Sasikala ve digerleri (1992) seker fabrikasi atik
suyunu kullanarak Rhodobacter sphaeroides O.U.001 sugunu kalsiyum aljinata
tutturarak yaptiklari ¢alismada 0.006 litre gaz/saat/litre kiltiir iiretim hzi elde
etmislerdir. Gozenekli cama tutturulan Rhodobacter sphaeroides R.V susu ile
yapilan aragtirmada ise 1.4 litre gaz/saat/litre gdzenekli cam gaz iiretim hizina
ulasildign  Tsygankov ve digerleri (1993) tarafindan  gosterilmistir. Ancak son

calismanin farkli bazda oldugu goz ardi edilmemelidir.
2.5. SONUCLAR

Bu arastirmada Rhodobacter sphaeroides 0.U.001 ile anaerobik kosullarda
aydinlikta hidrojen gazi iiret‘i]ebildi{gi sonucuna varilmistir. Uretim kogullar ; pH,
sicaklik, 151k siddeti ve hiicre derigiminin hidrojen iiretim hizim etkiledigi
bulunmustur. Caligilmasi énerilen degerler pH'nin 7,3 ile 7.8 , sicakligin 31 ile
36 °C stk siddetinin 200 W/m’ ve hiicre derigiminin 1,6 ile 1,8 mg kuru

agirhik/ml oldugu degerlerdir.
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BOLUM 3

HALOBACTERIUM HALOBIUM VE ESCHERICHIA COLI [CEREN
wynﬁﬂYOREAKTéRDE}UDRonaqGAZIURETmﬂ

3.1 OZET

Isik vasitasi ile Hyp gazi iretmek igin, /1halobium'un mor zarinda bulunan
bakteriyorodopsin ve tuza dayanikli E.coli iceren bir fotobiyoreaktor kuruldu. Hidrojen
gazinin gikis iz, anaerobik kosullarda biiyiitiilmiis /. coli'nin iissel Ureme evresinde
247 pmol Hy /dak.L olarak bulundu. Hp gazinmn {iretiminin esli sistemlerde (E.coli
hiicreleri ile BR, veya FE.coli hiicreleri ile [T halobium hiicreleri) sadece E.coli'nin
varhgmda gergeklesen Hy iiretimi hizindan yaklasik %30 daha yiiksek oldugu gozlendi.
Bu tip sistemlerde gaz ¢ikist 24 saat sonra ortam pH's1 asidik degerlere ulagtiginda
tamamen durdu. Buna karsilik, ortama format ve KOH eklenmesi ile yaklasik ayni
hizda Hy iiretimi tekrar bagsladi. Aerobik kosullarda 4°9C'de, 1 ay boyunca saklanan
kiiltiiriin hala aktif oldugu gozlendi. Ayrica, Hp {iretimi ¢oktiiriilmiis /. halobium ve
F coli hiicreleri kullanilarak, sadece format, potasyum fosfat tamponu igeren ortamda

da gozlendi. Bu gaz ¢ikisi ortalama 36 mol/dak.g hiicre hizi ile 14 saat stirdii.

3.2 GIRIS

Giiniimiizde kullanilan fosil kaynakl yakitlar simirli miktarlardadir. Ayrica bu
yakitlarm kullanimt bir takim gevre sorunlart yaratmaktadir. Bu nedenle, yenilenebilir
ve temiz enerji kaynaklari bulmak gerekmektedir.

Bir ¢oziim yolu giines enejisini kullamlabilir bir eneji kaynagi haline
getirmektir. Bazi biyolojik sistemler giineg enejisinden hidrojen gazi elde etmek
amactyla kullamilabilir. Hidrojen temiz ve giiclii bir eneji kaynagidir ve aynm zamanda
kimya endiistrisinin vazgegilmez ana maddelerindendir. Gelecek vadeden aragtirma

alanlarindan biri de biyolojik yolla hidrojen iiretmektir.
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3.2.1. Halobacterium halobium

I1.halobium, archachacteria ailesinden, fotosentetik bir bakteridir. Yiksek tuz
derisiminde (4 M NaCl) yasar ve hiicre zarinin mor kisminda bakteriorhodopsin (BR)
denilen retinal bir protein igerir. Mor zar % 25 lipid ve % 75 proteinden olugur. BR
isikla uyarildiginda zann bir tarafindan diger tarafina proton pompalayarak zarmn iki
tarafi arasinda hidrojen iyonu derigimi farkliligi yaratir. Baylelikle hiicre i1k enerjisini
kimyasal enerjiye gevirmis olur. Proton derisimi farkliligi hiicre tarafindan ATP
yapiminda kullanthr (Oesterhelt et. al., 1974, 1991)

11 halobium kullanarak H, gazi iiretimindeki ana nokta, sozii gegen bu proton
farkinin  ATP’ye ¢evrilmeden molekiiler H,’ye cevrilmesidir. Ancak bakterinin
kendisinde hidrojenaz enzim sistemi olmadigmdan H' iyonlarimi indirgeyememektedir.
Protnun indirgenerek H, gazi tiretilmesi igin hidrojenaz enzim sisteminin saglanmasi

gerekmektedir.

3.2.2. Escherichia coli

E.coli, Enterobacter ailesine mensup, gram negatif fakiiltatifli anaerobik bir
mikroorganizmadir. Bu mikroorganizma farkli karbon bilesiklerinde yasayabilir.
Bulundugu ortamin kosullarina ve ortamda bulunan alternatif substrat tipine gore en
uygun metabolizmasini segerek kendi {iremesi ve yagami igin optimum kosulu saglayan
biyokimyasal mekanizmalarimi kullanir, gerekmeyen enzimleri sentezlemiyerek enerji
tasarrufu saglar.

Aerobik kosullarda rahathikla iireyebilen organizma besin olarak kullandig:
glukozu veya ona doniigebilen diger karbohidratlart EMP mekanizmasi ile pyruvata
déniigtiiriir ve daha sonra da trikloraasetikasit devri vasitasi ile enerji elde eder.

Ortamdaki oksijen miktari simrli oldugunda veya hig olmadiginda bakteri
oksijen yerine alternatif elektron tutuculart kullanarak enerji elde etme mekanizmasini

calistinir.
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Eger ortamda oksijen veya alternatif elektron tutucu yok ise, E.coli Hy iiretimi
yaptigt mekanizmasim kullanir ( Sekil 3.1, Tablo 3.1 ) Bu mekanizma sonunda Hy ile
birlikte etanol, laktat, siiksiinet gibi bagka tirtinler de olugturur. Aslinda, E.coli hidrojeni
iki ayri sekilde metabolize eder; Hp kullanimi ve Hp iiretimi. Her iki metabolizma da
anacrobik kosullarda ¢alisir ve hidrojenaz enzim aktivitesi gerektirir. Eger ortamda
alternatif elektron tutucusu varsa hiicre H, ni elektron kaynag olarak kullanir ve H, den
enerji elde eder.

H, iiretilen metabolizmada ise, gene anaerobik kosullarda, ortamda alternatif
elektron tutucu (fumarat, nitrat, ... ) yokken gahgir. Bakteri pyruvattan tirettigi formati
kullanarak H, ve CO, iiretir. Bu metabolizma ortamda formate varken derigimi artar ve
aerobik kosullarda veya anaerobik kogullarda fumarat veya nitrat ortaminda bastirilir.

E.coli de en az 3 hidrojenaz izoenzimi oldugu saptanmistir. Biitiin hidrojenazlar
hiicre zarma bagl, metal igeren enzimlerdir. Bu nedenle Ni, Se, Mo gibi metallere
kofaktr olarak ihtiyag duyarlar (Gunsalus ve Park, 1994 ).

Hidrojenaz 2 izoenziminin H, kullamiminda gorev aldigi gézlenmistir (Sawers
et. al, 1985). Hidrojenaz 1 ise H, kullanimmin sadece % 8 lik kismm
gergeklestirmektedir. Diger yandan hidrojenaz 1 sentezinin H, treten enzimlerin
sentezinden bagimsiz olarak, format derigiminin artigtyla artan oranda oldugu
bulunmustur (Sawers ve Boxer, 1986). Hidrojenaz 3 izoenzimi ise H, lireten enzim
olarak diisiiniilmektedir (Sawers et. al., 1985). Hidrojenaz 1 ve 2'nin Mr’lan
bilinmektedir, ayrica aktif olduklart pH degerleri ve sicakliklar iizerinde g¢aligmalar
vardir. Her ikiside diisik Km degerlerine sahiptirler.Hidrojenaz 3 ile ilgili heniiz fazla

bilgi meveut degildir.

3.2.3 Egli Sistem

1T halobiun’un mor zarinda bulunan BR proteini 1sik altinda hiicre disina
hidrojen iyonu pompalar. Bdylelikle 1gik enerjisini kimyasal enerjiye gevirir. Ama H,
{iretmek icin gereken hidrojenaz sisteminden yoksundur. Bu nedenle E.coli hidrojenaz

sistemi /1 halobium®un fotoaktivitesi ile eslestirilebilir. Baoylelikle H, tiretiminin
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Sekil 3.1 Anaerobik Uretililen E.coli’de Karbon Akist

Tablo 3.1 Anacrobik karbon akisinda kullanilan enzimler (saytlar Sekil 3.1°deki
enzimleri belirtir)

Sayi Enzim
1 PEP karboksilaz
2 Laktat dehidrojenaz (anaerobik)
3 Piirivat format liaz
4 Format hidrojen liaz
S Asetaldehit dehidrojenaz
6 Alkol dehidrojenaz
7 Fosfotransasetilaz
& Asetat kinaz
9 Malat dehidrojenaz
10 Fumaraz B (anaerobik)
11 Fumarat rediiktaz
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sailandifing gdsteren sema Sekil 3.2°de verilmistir. Hindistan da bir grubun bu tip

cahsmalar ile H, iiretimi gozlemistiv (Taqui Khan ve Bhatt, 1080 ).
3.2.4 Amag

Bu ¢alismanin amact FE.coli ve Il halabium esli sistemi ile H, gazi tiretmektir.
Bu amaca ulagmak igin asagida belirtilen kriterler géz oniinde bulundurulmustur.
i) ILhalobium veya BR ile maksimum fotoaktivite elde edilmesi igin kosullarin
optimize
edilmesi.
ii) FE.coli hidrojenaz sisteminin sentezi icin gerekli anaerobik sartlarin optimize
edilmesi.

iii) H, gazi iiretmek igin E.coli ve Il halobium iceren bir fotobiyoreaktor kurulmasi

E.coli (hidrojenaz)
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Sekil 3.2 /1. halohium ve E.coli Esh Sistemi ile H, Gazi Cikis Mekanizmasi




3.3. GEREC VE YONTEMLER
3.3.1 /1. halobium un Uretilmesi

11 halobium S-9 susunun iiretimi Oesterhelt ve Stoeckenius (1974) yontemine
gore yapilmigtir. Besi ortamu littede 250 g NaCl, 20 g MgSO,.7TH,0, 364 g
Trisodyum Sitrat.5,5H,0, 2g KCI, 10 g pepton icerir. pH aralih 6,7-7,8 olan besi

ortaminin sterilzasyonu otoklavda yapilmistir.

3.3.2 I halobium un ¢oktiriilmesi

Yedi giin siire ile tretilmis olan hiicreler Sorval sentrifiijda ¢oktiiriilmistir
(6620g, 60 dakika). Céktiiriilen hiicreler bazal tuz ¢dzeltisi (peptonsuz besi ortamt ) ile
yikanarak, yeniden aym kosullarda sentrifujlenmistir. Coken hiicreler -20 °C’de

saklanmistir.

3.3.3 Mor Zann Saflastinimasi

Saflastirma islemi  Zabut (1987)'un belirttigi  degisiklikler dogrultusunda

Oesterhelt ve Stoeckenius (1974)’a gore yapilmistir.

3.3.4 Mor Zarin Karekterizasyonu

Saflastinilan zardaki tek protein olan bakteriorhodopsin (BR)’in derigimi, BSA
protein standardi kullanilarak, Lowry (1951) yéntemi ile yapilmistir. Protein derigimi
ayrica spektrofotometrik yontem ile 570nm’de (g,,:63000 M'cm™ ) belirlenmistir.
BR’in molekiil agirhi 1-D SDS PAGE ve 2-D IEF SDS PAGE jel elektroforez

kullanilarak Naqvi (1993)’ye gore belirlenmistir.
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3.3.5 BR’n Fotoaktivite Olglimleri

BR’ fotoaktivitesi su ceketli bir fotobiyoreaktérde , periodik olarak uygulanan
151k altinda (1575 W/m’) zamana karsi pH degisimi olarak &l¢iildii. Olgiimler farkh
sicakhiklarda (5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 37 °C), farklt baslangig pH larinda, farkli iyon
derigimlerinde (0,1, 1 M KCl) vesik siddetlerinde ( 866, 1575 W/m?) tekrarland.

3.3.6 F-.coli nin Uretilmesi

Tuza dayanmkh E.coli DS1576 susu aerobik olarak % 2,5 Luria Broth (L.B) besi
ortaminda, 37 derecede, 12 saat siire ile, 100 rpm de sallanarak tiretildi. LB besi ortami
% 0,5 maya 6ziitii, % | triptone, % 1 NaCl igerir.

Bakteri anaerobik sartlar altinda (argon atmosferinde), baslangig pH’st yaklagik
7°ye ayarlanarak asagidaki besi ortamlarinda, 37 derecede iretildi.

i) LB besi ortami ( % 2,5 )

ii) LB besi ortami ( % 2,5 ) na ek olarak, glukoz (%1,5) sodyum format (%0,2) ve
metal tuzlart ( NiCl, (500puM), Na,SO,.10H,0 (10uM), NaMoO,.2H,0 (10uM),
MgSO,. 7TH,0 (%0,02), (NH,),S0, (%0,1), KH,PO, (%0,08), Na,HPO, (° %0,05), NaCl
(%0,2), FeCl,.6H,0 (%0,01) ) Aerobik ve anaerobik hiicre {iremesi spektrofotometrik

yontemlerle 660 nm de gdzlemlendi.

3.3.7 F.coli *nin ¢oktiiriilmesi

12 saat tiremis olan E.coli kiiltiirii 4000 g de 15 dakika sentrifiij edildi. Cdken
hiicreler agirhiklan tayin edilerek hemen kullanildi (anaerobik deneyler igin 7-8 saat

iiremis olan kiiltiir kullamldi).
3.3.8 Biyoreaktdor Tasarim

Cahsmalarm ilk asamalarinda, aerobik sartlar altinda, kesikli tipde, 2 farkh

bioreaktér kuruldu. Fakat gaz iiretimi gozlenemedigi icin burada verilmemektedir.
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Daha sonraki asamalarda, anaerobik sartlar altinda calistinlan su ceketli bir
fotobioreaktor kurldu. Tablo 3.2° de fotobiyoreaktériin bzellikleri verilmigtir. Sekil
3.3°de goriildiigii gibi biyoreaktoriin kapagina 4 adet giris yapildi. Birincisi deney
ortaminin anaerobik sartlarini saglamak igin argon gazi girisi olarak kullanildi. fkinci
girise pH metre elektrodu yerlestirildi. Boylelikle deney siiresince pH degigimleri
5lgiildii. Gerektigiinde reaktore anaerobik sartlar bozulmadan enjektdr ile herhangi bir
ekleme yapilabilmesi igin 3. girige septumlu bir tiip yerlestirildi. En son delik ise ¢ikan
gazi toplama iinitesine baglandi. Bu {initenin altindaki T vanasi sayesinde bu ¢tkig aynt
zamanda argon g¢ikigt olarak kullanilabildi. Deney siireci baginda yeterli miktarda argon
gazi sistemden gegirildikten sonra T vanast H, gazi toplama iinitesine cevrilerek ¢ikan
gaz iist kissmdan septum ile sikica kapatilmig, atmosfere agik ve su dolu bir kaba

batirilmms olan tiipte toplandr.

1.3.9 F.coli Anaerobik sartlarda iiretilirken H, Gazi Cikigt

Fo coli'nin anaerobik besi yeri (LB + glukoz + format + metal tuzlar )’ne
snceden 5-8 kez aerobik olarak iiretilmis E.coli kiltiiri ile ekim yapildi. Baglangig pH’s
nétr olan (6,7-7,0) 130mP’lik besi ortami 37 derecede sabit tutuldu. Uretim sirasinda
olusan gaz hacimsel olarak gaz akisdlger ile; ve ayrica gaz kromotografi vasitst ile
kantitatif olarak l¢iildii. Ayni zamanda deney siiresince ortamin pH’1 kaydedildi.

3.3.10 BR ile Eglenen E.coli’nin Anaerobik Uretimi Sirasinda H, Cikig

11 halabium’dan saflastinlan mor zar pargaciklan, BR derisimi 5 pM olacak

ckilde deney ortamma eklendi. 1575 W/m’ igiklandirma eriyodik olarak uygulandi.
§ y perty

33.11 [T halobium ile Eslenen E.coli’nin Anaerobik Uretimi Sirasinda H, Cikigi

Coktiriilmis 0,05 g [ halobium hiicreleri deney ortamina eklendi. 1575 W/m’

istklandirma periyodik olarak uygulandt.
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Sekil 3.3 Anaecrobik fotobiyoreaktér ( 1. T vanasi, 2. Manyetik
karistiner, 3. Su ceketi, 4. Isik kaynagi, 5. Steril filtre, 6. Enjeksiyon tiipii, 7. pH
elektrodu, 8. Gaz toplama iinitesi, 9. Argon girisi, 10. Argon gikigi, 11. Su girisi, 12. Su

ctkist )

Tablo 3.2 Anaerobik fotobiyoreaktoriin ¢aligma sartlari
Toplam hacmi :150 ml
Kullamim hacmi : 130 ml
Yiikseklik : 17 cm
Dis ¢ap : 5,5 cm
i¢gap:2,5cm
Caligma isist : 37°C
Istklandirma ;1575 W/m’
Argon akig hizi : 4 ml/dak
Baslangig pH’s1 : 6,5-7,0
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3.3.12 H, Uretimini Etkileyen Faktorler

1) Ortam pH’siin H, Uretimine Etkisi :
H, iiretimi sirasinda ortamm pH’si 4.6- 4,9 degerlerine diistigii gozlendi.
Ortanmin pH*simi ndtr diizeye g¢rkartmak amaciyla 1 M KOH enjeksiyon tiiptinden,

ortamdan argon gegirilirken, eklendi. Daha sonra gaz ve pH 6lgiimleri tekrarlandu.

ii) Format Eklenmesinin H, Uretimine Etkisi :
Format H, iiretimi reaksiyonunun substrati oldugu igin ortamda bulunmasi

snemli bir faktérdiir. Son derisimi 0,2 % olacak sekilde sodyum format eklendi ve

dlciimler tekrarlandi.

33.13 Anaerobik Uretilmis E.coli Hiicrelerinin ve 1. halobium Hiicreleri ile Besiyeri

Olmayan Ortamda H, Uretimi

Deneyler sodyum format (1 M), potasyum fosfat tamponu (0,1 M), KC1 (1 M)
iceren 130 ml’lik ortamda 0,05 g 11 halobium ve 0,15 g E.coli (anacrobik iretilmis )
kullanilarak 37 derecede ve argon atmosferinde yapildi. Periodik olarak 1siklandirma

(1575 W/m’) uygulandr.

Ayrica; deneyler yukarnda belirtilen ortama metal tuzlar eklenerek tekrarlandi.

3.3.14 Gaz Analizi

2 ml’lik gaz érnekleri gaz toplama {initesinin tepesindeki septum kullanilarak,
gaz gegirmeyen bir enjektor ile alindi ve analizi gaz kromotografi (Helwert 5890
Packard Seri I ) cihazi ile yapildi. Gaz kromotografi galigma kosullari asagida
verilmistir.

Enjeksiyon sicakhg 0 35 °C

Firin sicakhigr : 30 °C

Dedektdr sicaklng : 40 °C

Dedektér cinsi : 1si iletme dedektort
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Kolon : Propak Q (2 m, 80/100 mesh paket kolon )
Tagiytcr gaz : N, ( 11 ml/ dak )

3.4 BULGULAR VE TARTISMA

3 4.1 I1 halobium’un tiretimi ve Fotoaktivitesi

1 halobium iireme egrileri ve fotoaktivitesi ile ilgili sonuglara Béliim 4’de ve
proje ara raporlarinda yer verildigi i¢in burada tekrar edilmemektedir.Saflaginlan BR’1n
derisimi Lowry (1951) yoéntemi ile 5.4mg/ml bulundu, ayrica BR’mn molekiil agirhig
Naqvi(1993)'ye gore [-D SDS PAGE ve 2-D 1EF SDS PAGE jel elektoforez
kullamlarak 26 000 Dalton, Izoelektrik noktast ise 6.68 olarak bulundu.

3.4.2 FE.coli ’in aerobik ve anaerobik liretimt

Sekil 3.4(a)’da gorildigi tzere E.coli‘nin iiremesi aerobik kogsullarda gayet
yitksek degerlere ulasti. Sekil 3.4(b) ve (c)’de ise anaerobik iiretimi goriilmektedir. Bu
sartlar altinda sadece LB ortami lireme icin yeterli olmadi. Ama LB ortami glukoz,

format ve metal tuzlari ile zenginlestirildiginde Ureme verimli diizeye ulagti.

3.4.3 Anaerobik Kosullarda Uretilen E.coli Hiicreleri ile Hy Gazi Uretimi

Anaerobik kosullarda iiretilen E.coli'nin kangik asit fermentasyonu sirasinda
meydana gelen gazin hacmi zamana karsi kaydedildi (Sekil 3.5.(a)) ve gaz
kromotografisi kullamlarak, gaz kompozisyonu analiz edildi. Aym zamanda
biyoreaktdrdeki pH elektrodu vasitasi ile ortamin pH'sinda meydana gelen degigikler
Sleiildii (Sekil 3.5.(b) ).

Anaerobik kosullar Hy gazi lireten hidrojenaz enzim sistemlerinin sentezi ve
aktivitesi igin gereklidir (Zinnani ef al 1985, Lutz et al 1991, Sankar et al 1988).
Nitekim aerobik kosullar altinda iiretilen E.coli ile Hp gazi ¢ikist gdzlemlenmemistir.

Anaerobik kosullarda glukozun katobolik ytkimi sirasinda eger ortamda elektron tutucu
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Sekil 3.4 (a) E.coli’nin Aerobik Ureme Egrisi
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yoksa bakteri pyruvattan formata gegmekte ve formati kullanmaktadir. Dolayist ile
meydana gelen Hy gazi miktart daha azdir. Kondratieva ve Gogotov (1982) yaptiklari
calismada anaerobik kosullarda biiyiiyen E.coli ile 100 pmol glukoz kullanarak 75 p
mol Hy gazi liretmiglerdir. Bu calismada  anaerobik kosullarda disaridan format
ekleyerek sadece E.coli sistemi ile 16,7 mmol H,/10,8 mmol glukoz elde edilmistir.Bu
degier yaklagtk yukardaki degerin iki katidir.

Formata ek olarak ortama Mg, Se, Ni gibi iyonlarin eklenmesi hidrojenaz
enziminin sentezini ve aktivesini pozitif yonde etkileyen faktdrlerdir. Toplam gazin
0480 ni bakteri tiremesinin 2. ve 9. saatlerinde gdzlenmistir. Gaz gikisi strasinda pH
degerleri 6,6-5,04 olarak dlgiilmus, 14. saatin sonunda gaz ¢ikisi tamamen durmus olup

pH degeri 4,7 (asidik) degere ulagmustir.

3.4.4 Anaerobik Kosullarda Uretilen E.coli ve BR Kullanarak Hjp Gazi Uretimi

Anaerobik kosullarda iiretilen E.coli hiicrelerine 5 pM BR ilave edilmesi ile
olugturulan bilesik sistemde Hy gazi iiretimi Sekil 3.6.(a)’da verilmigtir. Ortamin
pH sinda meydana gelen degisiklikler zamana karst kaydedilmis ve sonug 3.6.(b)'de
gosterilmistir. Hy gazi Giretimi 1. halobium ¢oktiiriilmiis hiicreleri (0,05 g ) kullanarak
aym kogullarda tekrarlanmis sonuglar Sekil 3.7.(a) ve (b)'de verilmistir. Her iki
deneyde de toplam H, gazinin %80°ni bakteri ekiminden sonraki ilk 2. ve 9. saatler
arasinda gdzlenmis, F.coli ve H.halobium sisteminde toplam 572 ml ve E.coli ve BR
sisteminde 557 ml gaz toplanmstir. Gaz ¢ikigi 12 saat siire ile devam etmistir.
I halobium veya BR kullanarak elde edilen Hp gazinin miktarinin ve saflik derecesinin
birbirine ¢ok yakin oldufu gozlenmistir. Saflagtirma basamagi atlandign igin

1. halobium ¢oktiiriilmiis hiicrelerinin kullanimi daha uygun gorilmigtiir .

3.4.5 Hidrojen Gazi Cikisina pH Etkisi

Anaerobik kosullarda iireyen E.coli sistemlerinde, biyoreaktoriin pH simin 4,9-
4,6 degerlerine diismesi ile gaz ¢rkiginin durdugu gozlemlenmistir. pH degeri Hy gaz

eldesi igin kisitlayicr bir faktér olarak goriilmektedir. Balentina ve Boxer (1985) ve
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Sawer ve Boxer (1986) hidrojenaz | enziminin, genis bir aralik olan, pH:4-10 smrlar
arasinda aktif oldugunu ve hidrojenaz 2 enziminin ise pH:6-7 degerleri arasinda
maksimum aktivitede oldugunu gdstermistir. Ancak hidrojenaz 3 enzimi ile ilgili bilgi
meveut degildir. Bu galigmada biyoreaktdrdeki pH degeri 1 M KOH ilavesi ile 6,3-7,0
dejierlerine gikarihnca tekrar gaz gikist gozlenmistir. Bu kosullarda gaz ¢iksinin 6 saat
siire ile devam ettigi goriilmiistir. Sonuglar $ekil 3.8.(a) ve (b)'de verilmistir. Ancak
gaz gikis lnzinin diigiik olmasi, pH'nin yam sira gaz cikigint etkileyen diger faktérlerin

de arastirilmasini gerektirmistir.
3.4.6 Formatin Hy Gaz Cikigina Etkisi

Kondratieva ve Gogotov (1982) anaerobik kosullarda iireyen E.coli hiicreleri ile
Hy gazi ¢rkisinin format ilavesi ile arttigmi belirtmislerdir. Bu ¢alismada gaz ¢ikisi
tamamen durduktan sonra ortama son derisimi 0,2 % olacak sekilde sodium format ve
KOH (1 M) ilavesiyle gaz ¢ikisinin tekrar basladig goriilmistir (Sekil 3.9.(a) ve (b)).
Toplam 718 ml gaz ¢ikisi olmug ve 26 saat siire ile devam etmistir. Yaklagik gaz ¢ikis
izt 0.21 mmol/dak.L. olarak hesaplanmigtir. 50 saat sonunda gaz ¢ikist durmug ve
ortaniin pH degieri 5,11 olarak kaydedilmistir. Ortama ikinci kez format ve KOH ilavesi
ile gaz ¢ikisi tekrar baglamis ve daha sonraki 8 saat siire ile toplanan veriye gore gaz
ctkis hizi 0,18 mmol/dak.L olarak hesaplanmigtir. Bu deneylerden formatin Hy gaz
¢ikist igin gerekli oldugu sonucuna varilmigtir.

Anaerobik kosullarda iireyen E.coli -BR esli sistemi 4 derecede buzdolabinda
bir ay siire ile muhafaza edilmis ve format ilavesinden sonra gaz ¢ikist 0,102
mmol/dak.L hiz defierinde 16 saat siire ile devam etmigtir. Hizda diigiis olmasina

ragmen numuneler yaklagik % 30 aktif kalmistir (Sekil 3.10.(a) ve (b)).

3.4.7 Céktiiriilmiis Hiicrelerle Hy Gazi Uretimi

Fcoli ve ILhalobium hiicreleri sirasi ile anaerobik ve aerobik kosullarda
Giretildikten sonra hiicreler sentrifiijlenerek ¢oktiiriildii ve 0,15 g E.coli ve 0,05 g

11 halobium ¢oktiiriilmiis hiicreler: bioreaktorde 1 M sodium format, 100 mM potasyum
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fosfat ve 0,1 M KCl ile kanigtirldi. Sistemden argon gazi gegirildikten sonra gaz ¢ikisi
takip edildi ( Sekil 3.11.(a) ve (b)). Sistemden gaz ¢ikis hizi 36 X 10-3 pumol
/dak.mghiicre olarak dlgiildi.

Taqui Khan ve Bhatt (1989) Il halobium MMT22 ve E.coli NCL2065ATCC
suslarinin ¢oktiiriilmiis hiicrelerini kullanarak aym deneyi % 25 NaCl'de ve 40 derecede
yaptiklarinda gaz ¢ikigt lzini 40 nmol /dak.mghiicre olarak buldular. Ancak gaz ¢ikist
sadece 30 dakika devam etti.

Bizim calismalarimizda ortama metal iyonlan ilave edildiginde, gaz ¢tkist 12
saat siire ile devam etmistir. Sonuglar Sekil 3.12 (a) ve (b)’de verilmistir. Gaz ¢ikig hizi
10,3 x 1073 pmol /dak.mg hiicre olarak bulunmug olup Taqui Khan ve Bhatt (1989a)"n
hesapladigit gaz ¢ikis hizindan 103 daha azdir. Ancak bizim sistemimizde, hizin diisiik
olmasina ragmen daha uzun siire gaz gikisi gozlemlenmistir.  Ayrica kullantlan
I1. halobium suslart farkhidir.

Farkli anaerobik kosullarda, farkh E.coli ve I halobium esli sistemlerindeki Hp

gaz ¢ikiglart Tablo 3.3 de toplanmigtir.
3.5 SONUCLAR

Hy gazi liretimi igin anaerobik kosullarda gahsan, E.coli ve H halobium igeren
bir fotobiyoreaktér kurulmustur. Hidrojenaz enziminin sentezi ve activitesi igin
anaerobik ko$llllar gerekmektedir. Hy gaz ¢ikisi anaerobik kosullarda iireyen E.coli
suspansiyon hiicreleri veya ¢dktiiriilmig E.coli hiicreleri ve H.halobium hiicreleri, veya
E coli hiicreleri ve BR iceren mor zar pargaciklan kullanilarak gergeklestirilmistir.

Hy gaz ¢ikisinda diger snemli parametreler ortamin pH’simin nétr olmas1 ve
disaridan format ve metal iyonlarinmn gereksinimidir. Ortam pH'simin ve substrat
derisiminin kontrol altinda tutulmas: ile bu esli sistemdeki Hp ¢ikisinin daha uzun
siirebilecefii sonucuna vartlmistir. Gelecekteki uygulamalar igin Hy gazi tiretiminin
immobilize hidrojenaz enzimi ve [ halobium ¢oktiiriilmis  hiicreleri kullanilarak

hazirlanacak olan anaerobik fotobiyoreaktorle siirekli hale getirilmesi planlanmaktadir.
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Tablo 3.3. Hidrojen Ureten Sistemlerin Ozeti

Sistem Toplam Cikan H, pH araligi Hiz
Hacim* Mol (umol/dak.L)
(ml) (mmol)

Anaerobik diretilen E.coli 430 16,7 6,60-5,04 245
Anaerobik iiretilen E.coli 546 21,4 6,68-522 320
ve BR /

Anaerobik iiretilen E.coli 560 22,0 6,63-4.89 330
vell hetlobinm

Format eklenmesinin etkisi 704 27,6 5,90-5,35 210
pH etkisi 86 3,4 6,60-5,70 74
Aerobik Kosullarda Bekletmenin 298 i lj”l 6,40-6,55 102
Etkisi

Coktitriilmils E.coli ve H.halobium 117 4)5 6,81-6,80 42
(format ortamina) 361

mol/min.g.cell

Caktiirilmiis E.coli ve H.halobium 28 ])l 6,87-6,86 12

(format ve metal iyonlart varken) 10

mol/min.g.cell

* Toplam hidrojen hacmi: (Toplam ¢ikan gaz ) x ( hidrojen gazinm yiizdesi)
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BOLUM 4

IHDROHHWHQELEKTROKH%YASAL(HU?HNWNDELMLOBACTERHﬂW
HALOBIUM KULLANIMI

4.1.OZET

Bu ¢ahsmada electrokimyasal yontemle hidrojen {iretiminde Halobacterium
halobium ‘un biyokatalitik etkisini incelemek igin bir biyo-fotoelektrokimyasal reaktor
tasarlanmistir. Caligma lig kisimdan olugmaktadir. Birinci kisimda mevcut iki farkls
Ialobacterium halobium susun degisik sartlarda iireme egrisi gikarimistir. fkinci
kisimda, iiretilen bakterilerin fotoaktivitesi olglilmiistiir. Ugiincii kisimda ise tasarlanan
biyo-elektrokimyasal reaktérde hidrojen  Slgiimleri  yapilnugtir. Yapilan deneyler
sonucunda  Halobacterium halobium(H.H) “un hidrojen {iretimine biyokatalitik etkisi
oldugu goriilmiigtiir.

s .

4. GIRIS

Fosil yakitlart (K8miir ,petrol ve dogal gaz) giiniimiizde kullanilan en 6nemli
enerji kaynaklaridir. Bunun yant sira bazi iilkelerde niikleer enerji fosil yakitlarina
alternatif olarak kullanilmaktadir. Fosil enerji kaynaklarinin smirh olmasi ve bu enerji
kaynaklariyla niikleer enerjinin  gevresel etkilerinden dolayr alternatif enerji
kaynaklarmin aragtiriimasina gidilmigtir. Alternatif enerji kaynaklanindan biri olan
hidrojen en  iimit verici enerji kaynagi olarak goriilmektedir  (Getoff,1990,
Dostrovsky,1991). Giiniimiizde meveut hidrojen iiretimi baglica buharla beraber
metanin  reformasyonuyla, komiirle ve elektrolizle yapilmaktadir. Giines enerjisi
kullanarak hidrojen iiretimi ise gelecek igin {imit vaat eden bir yontemdir. Bu yéntemle
hidrojen iiretimi  baslica foto-elektroliziz ve fotovoltaik olarak yapilmaktadir

(Bicelli,1986). Son yillarda biyoteknolojideki hizh gelismenin bir sonucu olarak

hidrojen tretimi  gilineg enerjisi ile beraber cesitli mikroorganizmalar kullanilarak
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yapilmaktadir. Foto-biyolojik olarak hidrojen iiretiminin meveut hidrojen liretim
yéntemlerine gore bir ok avantaji vardir. Bu avantajlar; diigiik sicakliklarda liretebilmek
(10-40 °C), firetimde giines enerjisi ve hidrojen kaynagi olarak su veya organik madde
kullanmak , {retim esnasinda gevre kirliligi olusturmamaktir. Bilindigi gibi hidrojen
yakit olarak kulamldiginda driin olarak sadece su vermektedir.Bu nedenle gevre ile
uyumlu bir enerji kaynagidir.

Foto-biyolojik olarak ilk hidrojen {iretimi 1942 yilinda Gaffron ve Rubin
tarafindan algler kullanilarak yapilmustir (Gatfran ve Rubin,1942). 1949 yilinda Gest ve
Kamen fotosentetik bakterileri kullanmislardir (Gest ve Kamen,1949). Yapilan
calismalar sonucunda mavi-yesil alglerin ve bitkilerin kloroplastindaki fotosentetik
quantum sisteminin uzun sire gines enerjisine maruz kalinca bozuldugu ve ayrica
hidrojen firetimi esnasinda olusan oksijenin hidrojenaz enziminin aktivitesini bozdugu
goritlmiigtir.

Bu arastirmalardan giinimiize kadar giines enerjisi kullanarak biyolojik olarak
hidrojen iiretimi konusunda birgok arastirma yapilmistir. Bu arastirmalarda hidrojen
iiretebilen cesitli mikroorganizmalar kullantlmistir. Bunlar : fotosentetik bakteriler, yesil
alkler, cvanobacteriler ve hilcresiz sistemlerdir. Yapilan ¢alismalar , hidrojen treten
sistemlerin gelistirilmesinin gerekli oldugunu gostermistir.

Prokaryotik ve eukaryotik davranig gosteren ve fotosentetik bir bakteri olan
Halobacterium halobium (H.H) yiksek tuz derisiminde (4 M NaCl) yasamaktadir.
Bakteriorhodopsin, H.H’ un hiicre zarinda bulunan retinal bir proteindir ve ilk olarak
1971 yilinda Oesterhelt ve Stoeckenius (Oesterhelt ve Stoeckenius, 1971,1974) tarafindan
bulunmustur. Ayni kisiler bu proteinin 1tk etkisi ile proton pompalama &zelligini
farketmislerdir. Stoeckenius ve digerleri H.H’un zarnmn sari, kirmizi, ve mor
kisimlardan meydana geldigini gostermislerdir. San kisim gaz kesecikleri ithtiva etmekte
olup bakterinin sudaki derinligini ayarlamasina yardim eder. Kirmizi kisim oksidadif
fosforilasyon enzimlerini igermekte olup, mavi 1gigin oldirtict etkisinden baktertyl
korur. Mor kisim genelde mor zar olarak adlandirilmaktadir ve yaklasik 40 kadar lipid

molekiilleri ile Bakteriorhodopsinden meydana gelmistir. Bakteriorhodopsin ihtiva eden




mor zar, isikla uyanidiginda digan proton pompalayarak proton gradiyenti meydana
getiren bir pompa vazifesi gortir. H.H 151k etkisi ile sisteme proton vermesine ragmen,
yapisinda bu protonu hidrojen gazina déniistiirecek hidrojenaz enziminin bulunmamast
nedeniyle indirgeyici bagka bir sistemin kullamilmasi gerekmektedir. Bu nedenle bu
calismada Bio-PEC sistemi tasarlanmigtir.

Son yillarda Hindistanda bir gurup , Khan ve Bhatt, H.H ve indirgeyici bir
sistemle hidrojen firetiminin miimkiin oldugunu gostermiglerdir. Tablo 4.1."de yapilan
caligmalarin dzeti verilmistir. Bu gurubun ilk gahgmasida protonun indirgenmesinde
kullanmilmak iizere biinyesinde protonu hidrojen gazina cevirecek hidrojenaz enzimi ihtiva
eden Escherichia Coli (E.Coli) kullanmuglardir (Khan ve Bhatt,1989). Tablo 4.1. den de
goriildiigi gibi 1989 da yapilan bu ¢ahgmada 22 degisik H.H susu ile farkh hidrojen
Giretim hizlart bulunmustur. Bu suglardan MMT,, en yitksek hidrojen liretim hizim
vermektedir. Bunu takip eden gahismalarinda MMT,, ve E.Coli degisik malzemelere
tutturarak daha dayanikl bir sistem gelistirmeye calismiglardir. Bu arastirmalarinda en
yiiksek verimi Agoroza tutturulan H.H ve E.Coli sisteminden almuslardir (Khan ve
Bhatt,1990). Ayrica indirgeyici olarak Foto-elektrokimyasal ~sistemle yaptiklan
caligmada daha {imit verici sonuclar almmglardir. Bu gahgmada stireklilk agisindan pH °
min  kontroliinde problemle kargilagmislardir  (Khan ve Bhatt,1990). Bir sonraki
calismalarinda Kesiksiz (Chemostat) bir sistemde H.H ve E.Coli ikilisini kullamislardir
(Khan ve Bhatt,1991). Bu calismada siirekli bir hidrojen {iretimi elde etmelerine ragmen
mikroorganizma kontamine olmugtur. Bu gurup ayrica indirgeyici bagka bir sistemle
(Silikon pilleri) yaptiklan caligmada yaklagik fotovoltaik sistemlere gore iki kat daha
fazla hidrojen elde etmislerdir ( Khan ve Bhatt,1992). Patal ve Madamwar H.H ve E.Coli
ikisiyle fotosentetik bir bakteri olan  Phormidium Valderianum (P.V) birlestirerek
hidrojen gazi Giretmiglerdir. Bu calismada H.H-E.Coli-P.V sisteminin P.V nin tek basina
olan hidrojen iiretiminden yaklagtk fi¢ katindan fazla hidrojen verdigini saptamislardir
(Patel ve Madamwar, 1994). Son olarak Kaya,B ve digerleri H.H ve E.coli ikilisiyle

hidrojen iiretimi yapmistir(Kaya et. al,1996). Bu galigmada iiretim siiresinin Khan ve
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Bhatt'in ilk caligmasina gére daha fazla oldugu bulunmasina ragmen ¢alisilan susun
farkh olmasindan dolay1 hidrojen iiretim hizmm diigtik oldugu bulunmustur.

Bu calismanim amaci , fotosentetik bir bakteri olan H.H kullanarak hidrojen gaz
Gretimi icin bir bio-fotoelektrokimyasal (bio-PEC) sistemin tasarlanmast ve

geligtilmesidir.

43.GEREC VE YONTEMLER

4.3.1. Maddeler

Bu ¢alismada H.H 59 susu kullanilmistir. Bu suslardan biri 1981 yilinda
Prof Dr.Mehmet Simsek tarafindan M.[.T den Prof. Khrona’nmn laboratuvarindan
getirilerek gurubumuza hediye edilmistir. Gurubumuz o tarihden bu yana bu susu transfer
ederek yasatmis ve bu susla birgok aragtirma yapmigtir. Bu sus bu arastirmada Khrona
diye adlandirilmaktadir. Diger sus ise 1993 yihnda Max Plant Enstitisinden Prof.
Oesterhelt tarafindan hediye edilmistir. Bu sug ise Oesterhelt olarak adlandiriimaktadir.
H.H'u {iretmek icin kullamlan 1 litrelik besiyerinin igerdigi kimyasal maddeler Tablo

4.2 de verilmistir.

Tablo 4.2 Halobacterium halobium *un 1 It “lik besiyerinin icerdigi kimyasal

maddeler
Kimyasal Madde Miktar(g )
NaCl 250
MgSO,.7H,0 20
Trisodyum sitrat 5.5 H,O 3,64
KCl 2
Bakterial Peptone 10




4.32. Yontemler
4 3.2.1. Halobacterium Halobium un Uretilmesi

H.H Oesterhelt ve Stoeckenius yéntemine gore (Oesterhelt ve Stoeckenius,1974)
39 °Cda yaklagik yedi giinde iiretildi. Bir litrelik besiyerinin igerdigi kimyasal maddeler
Tablo 4.2°de gosterilen miktarlarda hazirlandi. Besiyeri 120 °C’da 1 saat sterilize
edildikten sonra kullanildi. Uretme aerobik, anaerobik, calkalamah ve Qalkalamamz
ortamlarda her iki farkli sus igin yapildi ve bunlarin tireme egrisi elde edildi. Sterilize
edilen besiyeri 250 ser ml’lik iki erlene alindiktan sonra iki farkli sugdan ekim yapildi ve
argon gazi gegirilerek anaerobik ortam elde edildi. Ekim yapildiktan sonra 39 °C’da g1kl
ortamda iiremeye birakildi.  Aerobik ortamdaki  iiretme ise c¢alkalamali  veya
calkalamasiz kosullarda  yapild:. Bakteriler 5 ml’lik sterilize edilmig besi yerine ekilerek
bir gece 39 °C’da biiyiitiilip ertesi giin kiiltiirden 4 tane 50 ml’lik besiyerlere aktarildi.
iki farkh susdan hazirlanan kiiltirlerin bir tanesi galkalamali (120 r.p.m) digeri ise
¢alkalamasiz ortamda liremeye birakildi. Yaklasik ii¢ giinde iireyen bakteriler 250 ml’lik
besiyerine aktarilip tekrar ayni sartlarda liretmeye devam edildi.

Ayrica farkli hacimlerin fireme {izerine etkisini gormek igin deneyler yapildi. Bu
deneyler aerobik ve ¢alkalamal ortamda yapilmstir. fik olarak 1 It de hazirlanan
besiyerini sterilize ettikten sonra yine iki suj kullanilarak 50 ve 250 ml ‘lik besiyerinde
iiremeye birakildi. Ortamdan belli zaman araliklarinda alinan numunelerin absorbanslari
U.V. Spektrofotometre ile slciildii. Bakterinin biiylimesi 660 nm ‘deki olglimlerle,
bacteriorhodopsin ihtiva eden mor zarin cogalmast ise 570 nm’deki olgiimler ile takip
edildi. Uretilen hiicreler 6000 rpm’de | saat santrifiijlenerek sivi besi ortamindan ayirild

ve hiicreler kullantlincaya kadar -20 °C’da muhafaza edildi.
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4.3.2.2. Foto-aktivite diglimler

Coktiiriilmis hiicrelerin foto-aktivitesi hidrojen Olgiimi i¢in tasarlanan biyo-
reaktérde yapildi. Deneyler 25 °C’da 1000 Whk projector lambasi ile 50 ¢m uzaktan
yapildi. Reaktérde % 20 Tk 1 litre NaCl tuz cdzeltisi kullanildi. Isikta ve karanlikta

pH’ nin zamana gére degisimi kaydedildi.

43.2.3. Bio-Fotoelektrokimyasal Reaktor(Bio-PEC)

Hidrojen gazi iretimine ydnelik tasarimu yapilan bio-PEC reaktér Sekil 4.1 de
goriildiigh gibi bashea 4 kisimdan olusmaktadir. Bu kisumlar; reaktdr, gaz toplama
finitesi, su banyosu, ve 1s1k kaynagidir.

Reaktér silindir seklinde pyrex bir camdan yapilmistir. Reaktortin st kisminda Ug
tane giris yeri ve bir tane cikis yeri meveuttur.Bunlardan bir tanesi katod icin kullamilan
platin ve anod ig¢in kullanilan giimils elektrodlar i¢indir. Diger bir giris ise pH
elektroduna aittir.Uctincii giris ise sicaklik olgen ug icindir. Cikis 1se gaz toplama

{initesine baglanmistir.

4.3.2.4. Bio-PEC’de Hidrojen Uretimi

Deneyler bakterili ve bakterisiz olarak iki katagoride yapilmistir. Bakterisiz
deneyler  kontrol amaciyla yapilmistir. Bu deneylerde % 20 NaCl tuz gozeltisi
kullanilmistir. Bakterili deneylerde ise aym ¢ozelti , 7 gin siireyle biiylitiilmils
Halobacterium halobium hiicreleri ile karistiriimis ve kontrol deneyleri ile aymi sartlarda
yapilmistir. Deneyler 25 °C de ve Halobacterium halobium konsantrasyonu 7.2 mg
hiicre/ml olan karigimla yapilmistir.Her iki deneyde de reaktdrden argon gazi gecirilmis
ve dlciimler anaerobik ortamda yapilmustir, Deney siiresince dogru akim kaynagindan
0.88 volt verilmis ve 1000 vatlik 1sik kaynagi ile 50 cm uzakliktan aydmlatilmistir.

Solusyonun pH’si ve toplanan gazin hacminin zamana bagl dedisimi kaydedilmistir.
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Gaz analizi icin mikrogirmga ile alinan numunedeki H, ve Ar gaz kartgimi
Hewlett 5890 gaz kromotografisi ile analiz edildi. 11 ml/dak akis hizindaki nitrojen gazi

tasiyici gaz olarak kullanildr.

4.4, BULGULAR VE TARTISMA

4.4.1. Halobacterium halobium *un lireme egrisi

Krona ve Oesterhelt suslarindan ekim yapilarak anaerobik ,aerobik, calkalamah
ve calkalamasiz ortamlarda firemesi yapilan H.H.'un {ireme egrileri Bslim 4.3.2.1°de
anlatildigi gibi elde edildi. Sekil 4.2°de anaerobik ortamda iireyen bakterilerin {reme
egrisi gosterilmistir. Sekilden de g6riildiigi gibi gerek bakterinin {iremesinin gerekse mor
sarda bulunan bakteriorhodopsin’nin ¢ogalmasinin normal tireme siirest icinde ¢ok yavas
oldugu goriilmiistir. Sekil 4.3 ve 4.4°de ise acrobik ortamda calkalamali ve galkalamasiz
kosullarda iireyen bakterilerin {ireme egrileri verilmektedir. Bu deneylerde 50 ml’de
yaklasik iic glinde tireyen bakteriler 250 mi’lik besiyerine aktarihip tekrar ayni sartlarda
tiremeye birakildi. Calkalamasiz kosullarda her iki susdan ekim yapilarak elde edilen
kiiltiirlerin tiremedigi gorildi.

Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7 de ise farkli hacimlere ekim yapilan sujlarin iireme egrileri
verilmektedir. Deneyler aerobik ortamda sallamali kosullarda yapimistir. Sekil 4.5°de
250 ml hacimli besiyerine yapilan ekim sonucunda elde edilen {ireme egrileri verilmistir.
Sekil 4.6 “da 2 ml ‘ye yapilan ekimin 1 giin sonra 50 ml hacimli besiverine aktarildiktan
sonra elde edilen iireme egrisi verilmektedir. Sekil 4.7°de ise Sekil 4.67da lireme egrisi
verilen 50 ml’lik kiiltiirden 250 ml hacimli besiyerine aktarildiktan sonra elde edilen
{ireme egrileri verilmektedir. Sonug olarak ekim yapilan besiyeri hacminin artmasiyla
{ireme hizinin onemli oranda de@ismedidi , Oesterhelt ve Stoeckenius vontemine gore
[8] kademeli olarak yapilan {iretmenin yerine tek kademeli olarak viiksek hacimli

besiyerinde tiretimin miimkiin oldugu goritlmistiir. Ayrica bu deneylerde Oesterhelt susu

ile yapilan firetmenin daha hizh oldugu bulunmustur.
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4.4.2. Halobacterium halobium "un foto-aktivite ozelligi

H.H'un foto-aktivitesi Boliim 4.3.2.2’de anlatildigy sekilde &lgiilmiigtiir. Sekil
4 8°de foto-aktivite sonucu verilmistir. Bu deneyde Oesterhelt susu ile elde edilen
kiiltiirden ¢oktiiriilmiis hiicrelerden H.H’un derigimi 4/;2 UM olan karigimla anaerobik
ve aerobik ortamda yapilmstir. Sekildende gérildiigi gibi H.H Isikta sisteme proton
vermekte karanlikta ise protonu geri almaktadir. Bu sonug biiyiitiilen bakterilerin aktif
oldugunu gdstermektedir. Ayrica anaerobik ve aerobik ortamdaki fotoaktivitenin Snemli
derecede farkhi olmadifi ve bacteriorhodopsin derisiminin artmastyla fotoaktivitenin

arttig1 gozlenmistir.
4.4.3 Hidrojen tiretimi

Halobacterium halobium-indirgeyici elektrod sisten ile yapilan deneylerde
hidrojen iiretimini etkileyen faktorler arastirilmistir. Kontrol amacr ile yapilan deneylerde
9% 20 NaCl ¢dzeltisinde bakteri katmadan 0,88 volt indirgeme potensiyeli verilerek gaz
{iretimi takip edilmis ve iretilen gazdan alman numuneler gaz kromotografta analiz
edilmistir. Uretilen gazin sadece hidrojen oldugu gézlenmistir. Ayni deney H.H ihtiva
eden % 20 ‘lik tuz solusyonunda tekrarlanmistir. Bu deneyde 0,88 volt indirgeme
potensiyeli verilerek 100 dakikada 15 ml gaz iretilmistir. Gaz analizi tiretilen gazin
sadece hidrojen igerdigini géstermistir. Bu deneyler esnasinda biyoreaktor igindeki pH
elektrodu ile pH’min zamana gére degisimi kaydedilmistir. Kontrol deneyinde pH stirekli
yiikselmekte ve bir siire sonra sabit degere ulagmaktadir. Baslangigta gaz lreme hizinin
da yiiksek oldugu ancak zamana bagh olarak azaldigi ve durdugu gozlenmigtir. Bunun
nedeni protonun indirgenerek hidrojen gazina doniligmesi ve dolayis1 ile ¢dzeltinin
pH’sinin yiikselmesidir. Bakteri ile yapilan deneyde ise baslangigta 151k ile uyarilan

bakteri sisteme proton verdigi igin gdzeltinin pH’sinda azalma gérilmiistir. Ancak
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elektroliz ile hidrojen gazinin olusturulmasi ile pH bir siire sonra yiikselmigtir ve pH
8,16”ya ulaginca gaz iiretimi durmustur.

Bityiitme ortaminda hiicre % 20 ‘lik NaCl ¢ézeltisi ile kangtirldigmda baslangig
pH’st artmaktadir (8-8.2). Halbuki % 20°lik NaCl ¢ozeltisinin pH’s1 7,60 civarindadir.
Bu nedenle iiretilmis hiicre’yi besiyerinden ayirmak igin  santrifuj yapilmistir.
Coktiiriilen hiicre % 20’lik NaCl ¢ozeltisi ile belli bir derisimde karigtirimigtir. Sekil 4.9
‘da goriilen deney baslangig pH’si 7 60 olan % 20°lik NaCl karigiminda H.H’la ve H.H
olmadan argon ortammda yapilmigtir. Kontrol amaciyla yapilan deneyde yaklasik olarak
5 ml hidrojen gazi iiretilmis ve solusyonun pH’si yaklagik olarak & 15 iken gaz {iretimim
durmustur. Coktiiriilmis hiicre ile yapilan deneyde ise 18 ml hidrojen gazi elde
edilmistir.Sekil 4.10°da gériildigii gibi baslangigta solusyonun pH’sinda daha 6nceki
deneyde oldugu gibi H.H tarafindan sisteme proton verildigi i¢in azalma gbriilmiig ve bir
siire sonra tekrar yiikselerek yaklagik 8,03 civarinda gaz iiretimi durmustur.  Bu
¢alismada hidrojen {iretimi i¢in en diigiik indirgeme potensiyeli olarak 0,88 volt
bulunmustur.

Yapilan deneyler sonucunda  Halobacterium halobium “un hidrojen {iretimine
biyokatalitik ~etkisi  oldugu goriilmiistir.  Ancak hidrojen iiretimi  soliisyonun

alkalinitesinin artmasindan dolayr durmaktadir.

4.5. SONUCLAR

iki farkli susun degisik kosullarda lireme egrisi elde edildi. Buradan elde edilen
sonuclara gdére aerobik ortam ve calkalamali kosulda iiremenin daha hizli oldugu
goriildii. Uretilen bakterilerin fotoaktivitesi aerobik, anaerobik ortamda ve farkh BR
konsantrasyonlarinda élgiildii. BR’m fotoaktivitesi aerobik ve anaerobik sartlarda fazla
degiismemesine ragmen, BR miktarinin  artmasiyla fotoaktivitenin arttigs gozlendi.
Fotoelektrokimyasal caligmada ise H.H’un elektrokimyasal yolla hidrojen {iretimine
etkisi incelendi. H.H ile hidrojen iiretiminin H.H’suz ortama gore daha fazla oldugu

goriildii. Burda H.H un hidrojen iiretimine biyokatalitik etkisi oldugu gortilmistir.
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BOLUM 5
BACTERIORHODOPSIN KROMOFORUNUN TEORIK INCELENMESI

Yasayan organizmalarin gogunda her hangi bir metabolik prosesin bir parcast
olarak proton transferi vardir. Proton pompalart denilen bu sistemlerin mekanizmasi hala
pek ¢ok aydinlanmamis nokta ihtiva eder. Halobacterium halobium’ un mor zarinda
meveut proton pompalanmast bilinen en basit biyolojik enerji finitesidir. Mor zar,
bacteriorhodopsin (BR) denilen retinal bir protein igermektedir ki retinal kismu bir Schiff
bazi {izerinden protein kismmmn 216-lysin bdlgesine baglanmigtir (Henderson, 1977).
Halobacterium halobium’ un BR’ 1 ile gbzde bulunan rhodopsinin bazi miisterek
zellikleri (mesela : miistercken retinal ihtiva ederler) olmasina ragmen, bagimsiz iki
fotosiklusin meveudiyeti ve gesitli ara Griinlerin bulunmast sebebiyle BR’™ 1 mekanistik
olarak rhodopsinden daha kompleks oldugu asikardir (Liu et al., 1985).

All-trans-retinal molekiiliiniin yapisi asagidaki gibidir.

/W\\')\\/\O

Isikta yavas bir sekilde 13-cis hali, all-trans haline déniisiir. Sicakhigin 0 °C nin
altinda oldugu durumlarda karanhik uyumlu sekil bastinldigimdan , BR' dontigiimi tamdir.
Bir foton yutulmast ile BR” n asagidaki degisimlere ugradig onerilmistir (El-Sayed,

1972).
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Bu fotosiklus, protonun, hiicre zarmin ig tarafindan disariya dogru proton
pompalanmasina yol agar ki ortaya cikan proton gradyeni organizmanin cesitli metabolik
faaliyetlerinde mesela ATP sentezinde kullamlir (Dencher et al., 1975; Honig, 1977,
Belliveau ef al., 1975). Hiicreden proton atilmasimin My, olusu ile mukayase edilebilir
oldugu iddia edilmistir (Lozier et al., 1976; Ort ve Parson, 1978). Bu ara iiriin, BR
yapisindaki Schiff bazimin protone vaziyette olmayan tek halidir (Lewis et al., 1975;
Aton et al., 1977; Marcus ve Lewis, 1977; Braiman ve Mathies, 1980; Bagley et al,,
1987).

BR i proton pompalama mekanizmast {izerinde cesitli modeller ortaya atilmigtir
(Fodor et. al., 1988; Honig et.al , 1976; Kalinsky et. al, 1981; Nagle ve Tristram-Nagble,
1983 Schulten (1978) ; Warshel, 1978; Mathies ef al., 1991 | Birge ve Pierce, 1983).
Schulten (1978) ile Birge ve Pierce (1983) modelleri ézellikle molekiiler yapilar ve
mekanistik detaylar ihtiva ederler, fakat proton transferi olayinda proteinin roliinii ihmal
ederler. Mekanistik olarak iddia edilen all-trans ----- >13-cis,14-s-cis doniigiimiintin
primer fotokimyasal proses oldugu MINDO/3 ve MNDO hesaplari vasitasiyla teorik
desteklerde bulunmustur (Orlandi ve Schulten, 1979). Birge ve Pierce (1983) modeli ise
a-karbon ile siklohekzenil halkasinin proteine tutalmus oldugunu kabul eder. Primer
proses igin bu model “Extended bicycle-pedal” modelini (Warshel, 1976) gegerli sayar.
Fakat, modelin islerligi igin retinal molekiiliiniin 15,16 karbonlarinin bulundugu kisimin
geometrisini gelisi giizel bir sekilde syn olarak kabul eder ki deneysel bir dayanagi

yoktur (Liu et al, 1985).
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Diger taraftan, gerek Birge ve Pierce, gerckse Towner ve arkadaglarimin (1981)
¢alismalarindan anlagilmistir ki, BR’ 1n hizli erken prosesleri, sadece o-karbon ile
siklohekzenil kismi arasindaki mesafenin fazla degsiklige ugramadigi yapilar iizerinden

yurir.

5.1. METOD

Literatiirde meveut, BR ile ilgili teorik ¢aligmalarin esasini retinal kromoforunun
modellendirilmesi teskil eder. Protein kismi ihmal edilir ve hatta ¢ogu kez hesaplar
kolaylagtirmak i¢in retinal Schiff bazinin da sadece bir kismi hesaba dahil edilir. Mesela
Orlandi ve Schulten’ in (1979) ¢aligmasinda siklohekzenil kismi da, lysine kismi da g6z
éniine alinmadan MNDO hesaplan yapilmustir.

Bizim calismamizda ise retinal Schiff bazinin tamami ile BR molekiiliinde bagh

oldugu 216-lysin kismunt ihtiva eden asagidaki model kullanilmgtir.

Gériildigi gibi model, lysin molekiilini peptit yapisinda ihtiva etmektedir. Bu
caligmada bu ve diger BR ara iiriinleri {izerinde “Hyperchem” programi vasitastyla
molckiiler mekanik hesaplani, MM+ metodu seviyesinde yapilmustir. Bu  amagla,

molekiiller “MM+ force-field” 1 altinda geometri optimizasyonuna tabi tutulmuslar ve
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toplam enerjileri konjuge bir gradyen yéntemi olan Polak-Ribiere metodu ile minimize

edilmiglerdir.
5.2. BULGULAR ve TARTISMA

Sekil 5.1 de Schulten modeline gore ortaya atilan gesitli proton ve serbest retinal
Schiff bazlarma ait toplam enerji degerlerine keal/mol cinsinden verilmistir. Parantez
icindeki degerler ise nokta isaretli pozisyonlarin  Angstrém cinsinden Dbirbirinden

uzakhgidir.
Enerji hesaplarindan da goriinecegi iizere, BR' ile BR® arasinda BR' lehine

termal bir denge s6z konusudur. Schulten modelinde séz konusu edilmemis bile olsa

dengesi M,; lehine (I£ = —0}9257 kcal ) gézilkmektedir. Zaten proton transferi ile, igarethi

noktalar arasindaki uzaklik da hemen hemen aynt kalmaktadir. Benzer sekilde

termal dengesi de bir miktar K, L° lehine goriinmektedir. Bu muhtemelen asagidaki

basamaklar tizerinden olabilir.

73




? |
\/\\/\\ﬂ
L

+
N —Lys
10,672 n 0

eyl
{:93 ?égzj;

v L

+ )
W7
ot |
- f‘§ i«;{,}
§296)
f/f
A
;ff‘ i N
i / : é‘f\ ‘-~ 5‘7:
i ~ /j i [

¥, H
£ _ ; if‘)
29,3540 ¥
(’3? ?@5;}

Sekil 5.1 Schulten modeline gore ortaya atilan gegitli proton ve serbest retinal

Schiff bazlarna ait enerji degerleri(kcal/mol)
(Hyperchem programy ile hesaplanan)

74




Goriildiigii gibi bir siirii elektron kaymasi ve o-baglari etrafinda  doniisiim
gercktiren bu denge termal olarak miimkiin goziikse bile, yiiksek aktivasyon enerjileri

gerektirebilir. Benzer miilahazalar

K I,C :’:::‘,’:::’:’>M i -+ Iﬂ{‘

oh]

\

BR®

déniisiimii igin de sdylenebilir. Keza enerji agisindan da incelendiginde

doniigiimii ile miimkiin goziikmektedir.
5.3. SONUCLAR

Bu caligmada yapilan molekiiler mekanik hesaplari sonucunda, sirf enerji

miilahazasiyla asagidaki proton aligveris siklusu da miimkiin goriinmektedir.

BR! <=====> BR® ---------- > K, L -mmmmmmmes > M,
-H' H'
MH
Bununla beraber, H' + M ~--------- >déniistimil enerjitik olarak M, + H' ---> BR®

déniisiimiinden  daha tercihli olamasina ragmen konformasyon agisindan  ikincisi,
retinalin bulundugu bélgede daha az perturbasyona neden olmaktadir. Bu bakimdan
ikinci déniisiim, proton kanallarinin gapinin degiiserek proton gradyeninin olugsmasinda

daha az etkili olmahidir.
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BOLUM 6
SONUCLARIN UYGULANABILIRLIK DURUMU

Artan atmosfer kirliligi ve niikleer enerji kullanimindaki sakincalar 21. yiizyilda
fosil ve nikleer yakitlarin kullanimini en aza indirecek baska iretim sekilleri
gelistirilmesini gerektirmektedir. Yenilenebilir enerji kaynaklari, su giicii, nikleer fizyon,
giines enerjisi, ~ rizgar gicl ve hidrojen enerjisini kullanmak imkan dahilinde
gériilmektedir. Bu konulardaki aragtirmalar devam ederken hidrojen enerjisini gelecek
yiizyilin enerjisi olarak gdrenler oldukga etkili aragtirmalar yapmaktadir.

Hidrojen gazi gerek 6nemli bir kimyasal gerekse gelecekte kullamlabilecek ¢ok
Snemli bir yenilenebilir ve temiz enerji kaynagidir. Ancak hidrojen gazi liretiminde
meveut teknolojiler heniiz bu maddenin yakit olarak kullanilabilmesine ekonomik agidan
elverisli degildir. Biyolojik yontemle hidrojen gazi lretimine yonelik bir teknolojinin
gelistirilebilmesi gerek {ilkemiz gerekse diinyanz i¢in énemli bir gelisme olacaktir.

Hidrojen gazimin yakit olarak kullanilabilmesine olanak saglayan 6nemli bir
konu bu gazin en verimli sekilde yakilmasidir. Apollo astronotlan uzaya gittikler: zaman,
uzay gemileri igin gerekli olan elektrik, hidrojen ve oksijen kullanan elektrokimyasal
pillerle saglannusti. Bu pillere “yakit pili (fuel cell)” adi verilmektedir. Bu gazlar yakit
pilinde birleserek su ve dogru akim tretmektedir ve higbir kirli tiriin ¢gtkmamaktadir.
Yakit pili bir izotermal galvanik elemandir ve icinde kimyasal enerjiyi dogrudan ve
siirekli olarak elektrik enerjisine gevirmektedir. Bu déniisiim, termal giig birimleri i¢in
olan Carnot verim limitlerine uymaz ve teorik olarak %80 kimyasal enerji direkt olarak
elektrik enerjisine doniistiriilebilir. Pratikte yaklasik olarak %60 verim elde edilebilir
oysa bir Otto motoru yalnizea %35 verimle ¢alisabilmektedir.

Literatiirde bircok yakit pili gesidi ve gesitli siniflandirmalar bulunmaktadir. En
pratik smiflandirma yakat cesidine gore olamidir. Ancak hidrojen, {izerinde en g¢ok
caligilan yakittir. Mithendislik yoniinden yapilmas: en kolay tipler alkalin yakit pilleridir.

Yakit pili sistemlerindeki en Snemli problem fiyattir. Katalizor fiyatlar son on
yilda 100 kat azaltilabilmistir. Katalitik karbon elektrotlar, tek diisiik fiyatli segenektir.
Yerlesik gii {initeleri i¢in fiyat KW basina 500-1000 dolar arasindadir. Araglar igin 1se
bu fiyat 30-50 dolar arasindadur.

Hidrojen, dogial gazdan reforming sistemiyle CO, ‘1 absorpsiyonla ayirarak elde
edilebilir ancak boyle bir sistemin kiigiik uygulamalarda kullanlmast zordur ve pratikte
alkalin sistemler elektroliz tinitesinden alinan temiz hidrojeni kullanirlar.

Bu projede fotosentetik bakteriler ile yaptifimiz ¢alismalar bize cok yiiksek
saflikta hidrojen gazi firetilebildigini gostermigtir. Bu  tlr biyoreaktdrler degisik
kapasitelerde kurulabilir. Bu biyoreaktérler yine uygun kosullar icin gelistirilen yakit
pilleri ile elektrik enerjisine déniistiiriilebilirse gelecekte temiz ve yenilenebilir, ¢evre ile
uyumlu Snemli bir enerji teknolojisine iilkemiz kavusabilir. Bunun ise llkemiz
kalkinmasina yapacag katki ¢ok biiytik olacaktir. :

Asafidaki sekilde gelecek yiizyilda hidrojen enerjisine dayali bir dinya
tasarlanmistir.  Hidrojen, fotosentetik  bakteriler tarafindan fotobiyoreaktorlerde
iiretilmekte, bu hidrojen endiistride, tagitlarda (arag, tanker, ucak, roket v.b.), isitmada ve
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clektrik dretiminde kullanilmaktadir. Fotobiyoreaktérlerde iiretilen hidrojenin yaninda,
protein, karbonhidrat, yag ve benzer biyokiitle yan {iriin olarak iiretilmektedir. Bu yan
iiriinlerde gida sanayiinde veya hayvan yemi olarak kullanilabilir. Bu projede elde edilen
sonuglar gelecekte béyle bir uygulamaya temel teskil edebilir.

Diinyada bu konuda ¢ok Snemli aragtirmalar  yapilmaktadir.  Hidrojen
teknolojisinin iilkemizde de gelistirilmesi, bu konuda bilgi ve altyapt olusturulmasi
snemlidir. Bu projeyle laboratuvar boyutlu biyoreaktorler kurulmus ve geligtirilmistir.
Gelecekte bu biyosistemlerin siirekli hidrojen {iretme kosullarinin aragtirllmasi ve bu
amagla siirekli calisacak biyoreaktdrlerin tasarlanmasi gerekmektedir. Ekibimiz bu
konuda bir proje hazirlayarak TUBITAK ‘a sunacaktir.
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Sekil 6.1. Gelecekte Hidrojen Enerjisi Uretim ve Kullanim Plan
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Anahtar KelimeleT! iy 0reaktor, bacteriorhodopsin . b dee w o Lt o

9- Proje ile ilgili Yayin/Tebliglerle ilﬁéii Bilgiler 3 Makale basilmis ve 4 Teblig basilmak uzere
11. Diinya Hidrojen Enerjisi Konferansina kabul edilmistir. (listesi raporda veril-
mektedir) 2 teblig Konferanslarda sunulmustur.

10- Bilim DaluBiyoteknoloji £(4 p1 0¥ i
Dogendik B. Dali Kodu: 4,53  £1-0f ISIC Kodu:

Uzmanlik Alam Kodu:
11- Dagiam (*): O Sl @ Swnrsiz
12- Raporun Gizlilik Durumu : O Gizli . O Gizli Degil
) Projenizin Sonug Raporunun ulasuriimasin istediginiz kurum ve kuruluglart ayrica belirtiniz

TCBITAK Yaym - Dagium Daire Bagkankg: 92 - 0054



