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degerlendirmektir.

Biyomiihendislik Laboratuari Il dersini alan tiim 6grencilerimize basarilar dileriz.

Biyomiihendislik Ogretim Elemanlari adina,

Prof. Dr. Mehmet Burgin PiSKIN



CALISMA YONERGESI ]

CLASS ID: 38116794
CLASS ENROLLMENT KEY: BYM4242GR1

Raporlar en ge¢ deneyden sonraki hafta Sali glinii 23:59’a kadar Turnitin sistemine
ylklenmelidir.

Her gruptan sadece bir tye kayit yapmal ve final raporunu yiklemelidir. ‘Your First
Name’ sekmesine TR/Grup numarasi yazilmalidir. ‘Your Last Name’ sekmesine ise
deney adi yazilmahdir. Bu sekmelere 6grenci isim soy ismi yazilmamalidir!!

Turnitin intihal orani %30’un Uzerinde olan raporlarin bir kere revize edilme hakki
vardir. Revize sonrasi intihal orani %30'un altina distiglinde raporun intihal bélimi
50 puan olarak degerlendirilecektir. Turnitin benzerlik orani %30’un Uzerinde olan
grup revize igin laboratuvar koordinatord ile iletisime gegmelidir.

intihal orani %20-30 arasinda ise raporun intihal bélimiine 75 puan verilecektir.
intihal puani %20'nin altinda ise raporun intihal bélimiine 100 puan verilecektir
Raporlar Turnitin sistemine 6n kapagi silinmeden yliklenmelidir. Sisteme geg yiklenen
raporlardan puan kirilacaktir.

Raporlar laboratuvar koordinatoriine e-mail ile, yazili giktilari ise deneyden sorumlu
asistana deneyden sonraki Carsamba glini teslim edilmelidir.

Her gec teslim icin raporlardan 10 puan kirilacaktir.



BASARI VE DEGERLENDIRME DURUMU

Yil igi Degerlendirme : % 30

Yil igi Sinavi : %30

Yil sonu sinavi : %40

Yariyil boyunca 5 deney ve 1 tasarim deneyi yapilacaktir. Biitlin deneylere katilmak
zorunludur.

e Cevrimici derse zamaninda katiliniz.

e Deney sonuglari ve yapilan hesaplamalar ayrintili ve belirgin bir sekilde, her grup
tarafindan tek bir grup raporu halinde bir sonraki laboratuvar giinine kadar
bilgisayarda yazilmis olarak hazirlanip sorumlu arastirma gorevlisine teslim edilecektir.

e Ogrenciler deneyin her asamasindan sorumludur ve raporlara konulan her sey
sorulabilir.
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DENEY GRUPLARI

GRUPNO OGRENCIiNO AD SOYAD
DILARA ACIYAN
BUKET HAZAL AGYUZ
ZEYNEP AKBOSTANCI
DOGA IREM AKTAS
SAZIYE ALAN
IREM ALTINTAS
RABIA ARMAGAN
SARA ARNAVUT
PELIN ASLAN
ZENNURE ASAM
AYSEGUL ATAK
OMER ATASOY
BUSRA ATICI
OZGE ECE AYDOGAN
DILAN AYYILDIZ
RUMEYSA BAGGUL
IREMNAZ BANDIRMA
ALEYNA BASARAN
ELIF SENA BEDIR
BUSE BIYIKLI
SIBEL BIGER
GAMZE BOLUKBASI
ESMAHAN GAGLAR
DENIZ GCAKMAK
AYGA GAPA
BEYZA GCAY
ZEYNEP IKLIL GEB
NISANUR GELIK
SEYMA NUR CIFTCI
ILKNUR DANIS
MERVE DEMIR
MUHAMMET ALPER TUGRUL DEMIR
MELISA DEMIRCI
EBRAR DEMIROGLU
MERYEM GAZAL
ILAYDA GENGER
EMINE HASRET GuL
MINA GUNER
GORKEM GUNGOR
ATAKAN GUNGOR
DONE KARDELEN GURBUZ

GRUP NO OGRENCIi NO AD SOYAD
BERFIN SARA TBEK
HANDE YAREN KAHRAMAN
SELIN KANOGLU
MERT BERKAY KARAAGAG
BUSE KELES
CEREN KESKIN
ELIF KILIG
OzGE KIR
ECEM KIZILDAG
YAREN KONAK
ECEM KOMORLU
IREM KOSE
ALPAY KOSE
GOZDE SULTAN  MAMATI
19056905 NILAY MUTLU
18056066 CYRILLE MESUE  NJUME
19056063 MERVE ORHAN
18056015 ILAYDADERYA  ORTULOGLU
20056614 ELIF YAGMUR OKCUN
18056047 BUKET ONDER
19056058 MELISA OZKAN
20056603 NAFIYE ECE OZTAS
18056028 FATMA NUR PEHLIVAN
20056905 SHAM RAI
17056033 YUSUF MERT SABRIOGLU
18056007 OZNUR SAFGOL
18056008 RUMEYSA SARAG
18056046 AYSENUR SUNGUR
19056049 AHMET ENES SIMSEKER
ARZUM TEKIN
BERAY TEKINCAN
FATIHMUSTAFA  TOKOZ
ZISAN TOPRAK
TUGGE TUTEN
RANA BEGUM UGAR
SITARE NAZ UZUN
ATAKAN ONLO
MUSTAFA ONLO
SEREN YALIN
SERAY YELDEN
SEYMANUR BERAT YENI
EMINE YILDIZ
SILA YILMAZ
18056039 KARDELEN AKILLI
19056608 CEREN ALICIKOGLU
18056029 MELISSA ATILA
19056070 EZGI NAMAZCI
20056602 ELIF NUR TEKIN




[ DENEY 1: PLAZMiD DNA iZOLASYONU VE SPEKTRAL ANALizi ]

Bir DNA molekiilii 5 karbonlu sekere bagli bir fosfat grubu ve azotlu bazlardan meydana gelen
nikleotit adli yapitaslarindan olugsmus, ¢ift sarmal olusturan bir molekildir. Bu karbonlar 1’-
5" numarali olacak sekilde diizenlenmistir. DNA’da birbirinden farkl 4 tip nikleotit bulunur.
Bunlardan ikisi olan guanin ve adenin ikili halkasal yapiya sahip purinler, diger ikisi sitozin ve
timin ise tekli halkasal yapiya sahip pirimidinlerdir. Bir DNA molekilinde nikleotitler 6zel bir
sira ile dizilirler. Sekerler birbirine, birinin 3’ karbonu ile digerinin 5’ karbonunu birlestiren
fosfat gruplari ile baglanirken, azotlu bazlar zincire yan grup olarak baglanirlar. DNA
moleklliintn cift iplikli yapisi da azotlu bazlar arasindaki hidrojen baglari ile bir arada tutulur.
Bu tip bir baglanma sadece sitozin ile guanin ve timin ile adenin arasinda olusur. Boylece bir
zincirdeki baz dizilimi digerinin tamamlayicisi, yani komplementeri olur. iki zinciri polaritesi
birbirine zittir; her biri 5’-3’ ydniinde dizilirken dogrultulari birbirine tam aksi ydondedir. Sonug
olarak merdiven benzeri ¢ift zincirli molekil, ¢ift sarmal seklinde kivrilir ve aradaki hidrojen
baglari ile stabilize edilir. Nukleotit merdivenlerinin basamaklari arasindaki bu baglar
proteinlerin alfa-heliks yapisini stabilize eden baglarla analogtur.

Seker (Deoksiriboz)
Fosfat grubu

Seker-Fosfat
belkemigi

P
®
{s)

Zay1f
hidrojen
baglar

R

[] Timin (T)
2] Adenin (A) Niikleotit
[ Sitozin (C)
[ Guanin (G)

Sekil 1. DNA yapisinin sematik gosterimi

Genetik bilginin DNA tarafindan tasindiginin kabul edilmesinden sonra calismalar, DNA
yapisinin aydinlatiimasi ve bu molekilde depolanan bilginin gozlenebilir bir fenotip
olusturmak (izere ifade edilme mekanizmasi lizerine odaklanmistir. Sonraki yillarda bu
basarilmis ve arastirmacilar, DNA molekdillerini izole ederek 6zgul bdlgelerini ¢ogaltmayi
o0grenmiglerdir. Boylece rekombinant DNA teknolojisi gaginin yolu agiimistir.

Genetik mihendisligi alaninda yapilan ¢alismalarda total hiicre DNA’si, faj DNA’sI ve plazmid
DNA olmak uzere Ug tip DNA molekiliinden yararlaniimaktadir. Plazmitler, bakteri hiicreleri
icinde dogal olarak bulunan, bagimsiz olarak replike olabilen, bakteri kromozomunun disinda,
cift zincirli DNA molekiilleridir. ilk gelistirilen vektorler, genetik olarak degisiklige ugratiimis
plazmitlerdir ve hala klonlama igin yaygin olarak kullanilmaktadir. Plazmidlerin rekombinant
DNA teknolojisi ¢alismalarinda tasiyici DNA (vektor) olarak genis ¢apta kullaniimasi plazmid
izolasyon yontemlerinin gelistirilmesine yol agmistir.

Genel olarak DNA izolasyon yontemlerinde birbirini izleyen ¢ temel asama bulunmaktadir. Bu
asamalar yliksek molekil agirlikli DNA’nin ortaya ¢ikmasi amaciyla hicrelerin lizis solusyonu
yardimiyla pargalanmasi, denatiirasyon veya proteoliz ile DNA-protein kompleksinin
ayrilmasi ve DNA’nin ¢6ziiniir duruma getirilmesi, DNA’nin basit enzimatik ve/veya kimyasal



yontemlerle proteinler, RNA ve diger makro molekiillerden ayrilmasi basamaklarindan
olusmaktadir. Plazmid DNA izolasyonunda ise en sik kullanilan yéntemlerden biri Metot |
olarak verilen Birnoim ve Doly tarafindan gelistirilen alkalin lizis yéntemidir (Birnboim HC,
Doly J; 1979). Bu metod temel olarak sodyum hidroksit ve sodyum dodesil silfat (SDS) gibi
kimyasallar kullanilarak bakterinin pargalanmasi ve nétralize edilmesiyle bakteri kromozomal
DNA’sinin ve diger vyiksek molekil agirlikh hicre komponentlerinin segici olarak
¢Oktlrilmesini saglar. Bu sekilde diger hiicresel bilesenlerden ayrilan plazmid DNA
izopropanol ile izole edilir. Bunun yani sira daha hizli, basit ve verimi yiiksek ¢esitli plazmid
DNA izolasyon yontemleri de bulunmaktadir. Metot Il olarak plazmid DNA izolasyonu asagida
ek olarak verilmistir.

Deneyin Amaci:
Bakteri kaltirinden alkalin lizis yontemi ile plasmid DNA izolasyonu vyapilmasi ve
spektrofotometrik yontem ile DNA miktar tayini yapiimasidir.

Deney Oncesi Arastirilmasi Gereken Sorular:

. Plazmid DNA izolasyonu disinda, diger DNA izolasyon yoéntemleri hangileridir,
Aciklayiniz.

. Genel olarak tiim DNA izolasyon yontemlerinde bulunan temel asamalar nelerdir?

. Plazmid DNA ve genomik DNA arasindaki farklar nelerdir?

. DNA'nin miktar tayini igin kullanilan yontemleri agiklayiniz.

MATERYALLER
Bakteri Kiiltiirii

Deneyde klonlanmasi hedeflenen geni igceren plazmid DNA’ya sahip E.coli bakteri kultlriu
kullanilacaktir. Bakteri kiiltlirt bir gece (veya 24 saat) gelistirilmis sivi besi yeri icerinde inkibe
edilerek ¢ogaltilacaktir.

Soliisyon I:
50 mM glikoz
25 mM TrisCl (pH 8.0)
10 mM EDTA (pH 8.0)
Soliisyon II:
0.2 N NaOH
%1 (wt/vol) sodyum dodesil stlfat (SDS)
3 M potasyum asetat (pH 4.8)
izopropanol
Etanol
dH,0
Cihazlar
Mikrosantrifij, UV spektrofotometre, otomatik mikropipet

Sarf malzemeler
Steril mikropipet uglari, 1.5 ml mikrosantrifuij tipleri, beher, falkon tiip



On Hazirlik
Buz banyosu (veya buz dolu bir strafor kutu) 6nceden hazirlanmahdir.

METOD

Bu metoda gore plazmid DNA, bir alkalin liziz yontemi kullanilarak ekstrakte edilir (Birnboim

ve Doly, 1979).

1. E.coliigeren ependorf tlip buz Gzerine alinir ve I. Soliisyondan 100 uL [50 mM glikoz, 25 mM
TrisCl (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0)] eklenerek slispanse edilir.

2. Hucreler 4 dakika boyunca 200 pL Il. Solisyonu (liziz soliisyonu) [0.2 N NaOH, %1 SDS] ile

muamele edilir.

. 150 plL sogutulmus 3 M potasyum asetat ile notralize edilir.

. Ornekler, 4°C'de 10 dakika 14,000 rpm'de santrifijlenir.

5. Plazmid iceren supernatan esit hacimde izopropanol ile karistirilir ve -20°C'de 15 dakika
inklbe edilir.

6. Ornekler 14,000 rpm'de 30 dakika 25°C'de santrifijlenir.

7. Siipernatan gikarilir ve pelete 500 pL %70 etanol ilave edilir ve 25°C'de 5 dakika 14,000
rom'de santrifdjlenir.

8. Pelet, 50 pL dH,0 iginde yeniden slispanse edilir.

9. izole edilen plazmid DNA'nin miktar tayini gerceklestirilir.

H W

Plazmid DNA'nin Miktar Tayini

izole edilen plazmid DNA'nin miktar tayini icin UV spektrofotometre kullanilarak dl¢iim yapilir.
Gift zincirli DNA molekilleri igin, 1 optik dansitenin (OD) 50 pg/ml ye karsilik geldigi
bilinmektedir. Buna gore cift zincirli DNA igin miktar belirlenmesinde asagidaki formdal
kullanihr:

DNA (pg/ml) = Azeo xsulandirim orani x 50

Soliisyon igindeki protein ve RNA kontaminasyonu hakkinda yorumda bulunabilmek igin
A260nm / A280nm orani kullanilir.
Bu oran > 1.8 ise RNA kontaminasyonu,

< 1.8 ise Protein kontaminasyonu,

= 1.8 ise kontaminasyonun olmadigi seklinde bir yorum yapilabilir.

Sonu¢ Raporunda Olmasi Gerekenler:

e DNA miktar tayininde neden 260 nm'deki absorbsiyon degerinin olclldigini
yorumlayiniz.

e UV spektrofotometre ile miktarini tayin ettiginiz DNA'nin safligini yorumlayiniz.

e UV spektrofotometre haricinde bir yontem ile DNA miktarini tespit etmek isteseydiniz,
hangi yontemi segerdiniz, agiklayiniz.

e Ortaya ¢lkan deneysel hatalarin nereden kaynaklanabilecegini ve nasil
dizeltilebilecegini tartiginiz.

e Deney sonuglarinin tekrarlanabilirligi ve dogrulugunu saptamak isteseydiniz ne
yapmaniz gerekirdi tartisiniz.
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[ DENEY 2: URE BiYOSENSOR YAPIMI VE UYGULAMASI ]

Teorik Bilgi ve Deneyin Amaci:

Biyosensorler, 1962 yilinda Leland C. Clark tarafindan ilk enzim elektrotunun gelistiriimesinden
ginimiize kadar tip, ilag, ziraat, biyoteknoloji, askeri uygulamalar ve biyoterdrizm saptama
gibi bir¢cok alanda oldukga yaygin olarak kullanilmigtir. Basitge bir biyoelement ve sensoér
elemanindan olusan cihazlar olan biyosensorler genel anlamiyla su sekilde tanimlanabilir:
Biyolojik molekillerden Uretilmis tanima birimi sayesinde kimyasallari spesifik (6zgiin) olarak
algilayan, algilanan kimyasal bilgileri anlamli elektriksel bilgiye ¢eviren bir donisturiciyle
(transducer) eslestirilerek elde edilen ve bu sayede kompleks biyokimyasal parametreleri
kantitatif olarak belirleyebilen cihazlardir (Sekil 2.1).

Elektriksel
Sinyal
A

Biyoelement @
Biyosensor

Sekil 2.1 Bir biyosensoriin sematik gosterimi.

Diger bir deyisle igerdigi biyolojik malzeme ile analizi yapilacak maddenin etkilestirilmesiyle
elde edilen, sonucu kantitatif olarak yorumlayip anlamli hale getiren cihazlardir. icerdigi
biyolojik malzemeye ve sensér tiiriine gore iki sekilde siniflandinlmaktadir. icerdigi
biyoelemente gore enzim temelli, antikor temelli, nlikleik asit temelli, doku temelli, mikrobiyal
(hiicre temelli) ve polisakkarit temelli olarak siniflandirilabilir. Bu biyolojik malzemeler,
biyosensorlere fiziksel ve kimyasal yolla bir¢ok farkl sekilde tutturulabilmektedir.

Sensor kismina gore ise voltametrik (elektrik potansiyeli 6lgen), amperometrik (elektrik akimi
olcen), konduktometrik (elektrik iletkenligi 6lcen), empedans oOlcen, optik (i1sik siddeti 6lgen),
kitle olgen, termometrik (sicaklik 6lgen) ve viskozite 6lgen biyosensorler olmak tizere pek ¢ok
biyosensor tiiri vardir.

Biyosensorlerin galismasi sirasinda ilk 6nce substratin ¢ozelti igerisinden biyosensor ylzeyine
tasinmasi gergeklesir. Substratin tasinmasi diflizyon, karistirma vb. gibi ¢esitli sekillerde
olabilir. Substrat biyokatalizériin aktif bolgesine difiizlenir. Biyokatalizér polimerik gézenekli
membrana (sellilozik diyaliz membrani gibi) emdirilmis veya algilayici ile polimerik membran
(selofan, seliiloz asetat/nitrat, polivinil alkol, poliliretan vb) arasina sandvi¢ edilmis veya
polimerik bir jel igcinde hapsedilmis olabilir. Bu hapsetme islemi icin poliakrilamid, jelatin,
kolajen, agaroz vb gibi dogal veya sentetik polimerler kullanilabilir. Biyokatalizér ve substrat
arasinda reaksiyon meydana gelir. Bu etkilesme sonucu gaz molekdlleri (O,, CO2, NHs, vb)
salinabilir veya kullanilabilir, segimli iyonlar olusabilir. (H*, NH4*, diger tek degerlikli anyon ve
katyonlar), 1s1 ortaya ¢ikar veya kaybolur, optik yogunluk degisebilir, elektron salinabilir veya
kullanilabilir. Biyokatalizor ve substrat reaksiyonu sonucu olusan Urin algilayici ylizeyine
tasinir. Algilayici ylizeyinde yukarida bahsedilen degisimler algilanip elektriksel devrelerle
olcllebilecek bir boyuta dénustirilir. Olgiilen elektriksel sinyal analit derisimiyle orantilidir.



Bu deneyin amaci kati-hal kontakt PVC-NH, membranli NHs"”a duyarli bir Ure biyosensori
yapilisini 6grenmek ve hazirlanan ure biyosensoriniin bir uygulamasini gergeklestirmektir.

Deney Oncesi Arastirilmasi Gereken Sorular:

e Glnlmuzde oldukga sik kullanilan biyosensérlerin kullanim alanlari nelerdir? Birgok
modern komplike cihaza gore avantajlari nelerdir?

e Biyosensorler nasil siniflandirilir, tirlerini agiklayiniz?

e Potansiyometre nedir, arastiriniz?

¢ Nernst denklemi nedir, biyosensorlerle iliskisi nedir?

e Biyosensorlerde biyoelementi tutturmak igin bir destek malzemeye ihtiya¢ duyulur. Bu
destek malzemeler neler olabilir?

e Biyosensorlerde dnemli hususlardan biri biyoelementin reaksiyon ortaminda kararl bir
sekilde kalmasi ve biyo-tabakadan ayrilmamasidir. Biyoelementin biyo-tabakaya
tutturulma yontemleri nelerdir?

e Biyosensorlerin bir diger avantaji da oldukga spesifik (6zgiin) olarak cevap vermeleridir.
Bu spesifikligi saglayan nedir? Agiklayiniz.

e ideal bir biyosensorde olmasi gereken dzellikler nelerdir, kisaca agiklayiniz?

e Enzim esasl biyosensérlerde enzimler neden immobilize edilir? immobilizasyonun
getirdigi avantajlari agiklayiniz?

e Potansiyometrik Ure biyosensorde gergeklesen reaksiyonlari yazarak, biyosensoriin
¢alisma prensibini kisaca agiklayiniz?

Deneyin Yapilisi:

Deneyde kullanilacak ¢ozelti ve kimyasallar
Sollisyon-1 (% 2.5’lik glutaraldehit ¢ozeltisi):
0.25 g glutaraldehit
9.25mLsu
Sollisyon-2 (0.05 M fosfat tamponu pH 7):
10 mL 0.05 M fosfat tamponu
90 mL su
Sollisyon-3 (lireaz ¢ozeltisi):
1 mg ureaz
20 plL 0.05 M fosfat tamponu (pH 7)
Sollisyon-4 (Ure ¢ozeltileri):
0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 M dure ¢ozeltileri.

Deneyde kullanilacak cihazlar ve geregler
Potansiyometre, referans elektrot (Kalomel elektrot), kati-hal kontakt PVC-NH;
membran NHs""a duyarl elektrot.

Deneyde kullanilacak sarf malzemeleri
Mikropipet, mikropipet uglari, 5 veye 10 mL pipet, puar, deney tupleri, beherler,
Eppendorf tupleri.

On Hazirlik
NHs*a duyarli elektrot ve gerekli ¢ozeltiler nceden hazirlanmahdir.



Metotlar:
Ure biyosensorii asagidaki gibi hazirlanir (1. Isildak, 2002):

1.

w

6.

Onceden hazirlanmis kati-hal kontakt PVC-NH, membran ile kapli NH4"a duyarli
elektrot, lireaz enzim ¢ozeltisinin (Sollisyon-3) igerisine daldirilarak enzim membranin
dis ylizeyine uygulanir.

Daha sonra elektrot % 2.5’lik glutaraldehit ¢ozeltisine (Sollisyon-1) daldirilarak 15-20
dakika bekletilir.

Elektrot soguk su ile hafifge yikanir.

Elektrot ikinci defa enzim ¢ozeltisine (Soltisyon-3) daldirilip ¢ikarilir ve capraz baglanma
reaksiyonunun tamamlanmasi igin 15 saat boyunca 4 °C’de bekletilir.

Daha sonra elektrot, 0.05 M fosfat tamponu ile yikanir ve tampon ¢ozeltisi icerisinde 4
°C’de saklanir.

Bu sekilde hazirlanan biyosensdr, haftalarca kararl bir sekilde saklanabilir.

Ure biyosensorii icin kalibrasyon egrisinin elde edilmesi:

1.

w

Elde edilen biyosensor ve referans elektrot, elektrik devresi tamamlanacak sekilde
potansiyometreye baglanir ve uglari 6rnek ¢ozeltiye daldirilir.

Potansiyometreden okunan deger kaydedilir ve bu islem her bir 6rnek igin tekrarlanir.
Sensorler yeni ¢ozeltiye daldirilmadan once her seferinde saf su ile yikanmalidir.
Olgiim her bir érnek icin 3 kez tekrarlanir.

Elde edilen degerler bir tabloya aktarilir ve &lgilen degerlerin ortalamasi alinir.
Potansiyele (y-ekseni) karsi —log[lire] (x-ekseni) grafigi cizilir.

Ornek ire ¢ozeltisinin konsantrasyonunun belirlenmesi:

1.

2.

Elektrotlar konsantrasyonu bilinmeyen ¢06zeltinin igerisine daldirilir ve potansiyel
okunur.
Kalibrasyon egrisi kullanilarak érnek ¢6zeltinin tire konsantrasyonu belirlenir.

Sonug¢ Raporunda Olmasi Gerekenler:

Potansiyometrik biyosensorlerde 6lgim ve kalibrasyon egrisi hangi elektrokimyasal
prensibe dayanir, agiklayiniz?

Kalibrasyon egrisinin neden hazirlandigini tartiginiz.

Ornek iire ¢ézeltisinin konsantrasyonu kalibrasyon degerlerinin st sinirindan fazla
olsaydi, 6lgim nasil gergeklestirirdiniz?

Ornek iire ¢ozeltisinin konsantrasyonu kalibrasyon degerlerinin alt sinirindan az
olsaydi, 6lgim nasil gergeklestirirdiniz?

Deneyde her bir standart Ure ¢6zeltisinin 6lcimi neden 3 kez tekrarlanmistir. Bu nasil
bir avantaj saglar.



DENEY 3: TERMOKIMYASAL DONUSUMLE BiYOYAKIT ELDESI

Teorik Bilgi ve Deneyin Amaci:

Genellikle temiz enerji olarak adlandirilan yenilenebilir enerji, surekli yenilenen dogal
kaynaklari veya suregleri kullanir. BU kaynaklara glines enerjisi, rlzgar enerjisi,
hidroelektrik enerjisi, dalga enerjisi, biyokiitle enerjisi 6érnek olarak verilebilir. Bitlin
bunlardan biyokitle enerjisine bakacak olursak, biyokutle, bitkilerden ve hayvanlardan
gelen yenilenebilir organik malzemedir, bu nedenle ¢ok ¢esitli kaynaklardan temin
edilebilir. Bu kaynaklardan elde edilen enerji ise “Biyokiitle Enerjisi” olarak
tanimlanmaktadir. Biyodizel, biyogaz, biyokdmir gibi biyoyakit kaynaklarinin
belirlenmesi ve kullanilmasi, fosil yakitlarin gcevresel etkisini potansiyel olarak azaltabilir.

Bitkilerde bu enerji, fotosentez sonrasi basta seliiloz olmak lzere kimyasallar halinde
depolanan Giines'ten gelir ve gesitli uygulamalarda kullanilabilir. Glines enerjisini
biyokitle seklinde depolamak canli organizmalar igin cok dnemlidir. Fotosentez ile sadece
enerji kaynagiolarak kullanilabilecek organik bilesikler olusmaz, ayni zamanda solunum
icin gerekli olan oksijen de atmosfere verilir. Fotosentez yoluyla karbondioksitin organik
bilesiklere doniismesi,glines enerjisinin biyokultle seklinde depolanmasiyla sonuglanir. Bu
adim asagidaki denklemdeifade edilmektedir.

nCO,+ nH>0 + Sun Light+ Chlorophyll e (CH;0),+ n0O;

CH,O vyapitasi ile gosterilen karbonhidratlarin olusumu igin yaklasik 470 kJ eneriji
depolanmaktadir ve aciga cikan oksijen sudan kaynaklanmaktadir. Fotosentezin
molekiler mekanizmasi ile ilgili hala yanitlanamamis pek ¢ok soru bulunmasina karsin,
taze biyokitle gelisimi icin gerekli olan kosullar bilinmektedir. Bunlar: karbondioksit,
elektromanyetik spektrumun gorinir bolgesindeki 1sik, klorofil katalizéri ve bir canli
bitkidir. Glines 1s18inin biyokitle tarafindan tutulma veriminin Ust limitinin % 8-15
arasinda degistigi tahmin edilmekte; ancak birgok biyokitle tlril igin bu degerin % 1 veya
daha kiglk oldugu disunilmektedir. Selilozik biyokitle, seliiloz, hemiseliiloz ve lignin
gibi G¢ ana organik bilesen igerir.



Yillar 6ncesinde igerdikleri maddelerin/kimyasallarin geri kazanilmasi birgok gelismis
Ulkede gelisen bir endustriydi. Biyokutle bazi islemlerle Uretilir. Mesela kirma/égutme,
kurutma, paletleme gibi fiziksel siireclerle kati yakitlar elde edilebilir. Ote yandan hidroliz
fermantasyonu, anaerobik ¢lriitme gibi biyokimyasal sireclerle sirasiyla biyoetanol ve
biyogaziretilir. Fosil yakitlara alternatif olarak kati, sivi ve gaz yakitlar, biyokitlenin inert
atmosfer altinda karbonizasyon piroliz, hidrotermal/sivilastirma, yakma vb. islemlerle
termokimyasal strecler ile lretilebilmektedir.
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Sekil 4. Biyokiitle termokimyasal doniigiim yollari.

Gazlastirma, karbon temelli malzemelerin (biyokiitle) termokimyasal olarak hava, oksijen,
buhar, CO2 veya bunlarin bir kombinasyonu gibi gazlastirici bir maddenin varliginda, genellikle
sentez gazlari (syngas) olarak adlandirilan degerli gazlara 700°C'nin lzerinde sicakliklarda
dénisturildugi bir islemdir. Uretilen gaz éncelikle CO, H,, CO; ve CHa'ten olusur.
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Sekil 5. Biyokiitlenin gazlastirma prosesinin sematik diyagrami.

Piroliz, herhangi bir organik (karbon bazl) Uriine uygulanabilen termokimyasal bir
islemdir ve bu islem araciligiyla biyokitle diger yakitlara dontsturilebilir. Bu islem
sirasinda biyokutle oksijen yoklugunda yiksek sicakliga maruz birakilir. Sonug olarak,
biyokitle kimyasal ve fiziksel olarak farkli molekillere ayrilir. Pargalanma, malzemelerin
kimyasal baglarinin sinirli termal kararlihig1 sayesinde gergeklesir ve bu da isi kullanilarak
parcalanmalarina olanak tanir. Bu termal ayrisma ayni zamanda yeni molekillerin
olusumuna da yol acar. islem sonucunda orijinal kalintidan farkli ve genel olarak dstiin
karakterde urinlerinelde edilmesi saglanir. Bu nedenle giinimiiz endustrisi dnemli bir
sureg haline gelmektedir.

Geleneksel olarak, odun komirl Uretimi, insanlik tarafindan bilinen ve bugin bile
kullanilan en eski kimyasal donlisim siireglerinden biridir. Karbonizasyon, biyokitlenin
isitildigl ve yiiksek oranda karbon igceren daha basit maddelere donusturildtgi ozel bir
form olan yavas bir piroliz islemidir. Biyokutle kaynaklarindan gézenekli karbon olusumu
icin karbonizasyon yéntemleri kullaniimaktadir. Tipik olarak karbonizasyon, biyokitlenin
oksijensiz veya oksijenin sinirli oldugu bir ortamda isitilmasindan olusur, aksi takdirde
tutusurve kile doénusir. Biyokitle isitildikga odun kdmiriine déniisme yolunda belirli
asamalardan gecer ve farkh reaksiyonlar sonucunda farkli yapilar olusur. Reaksiyon
kosullari, kémduriretimini en Ust dizeye ¢ikarmak igcin uyarlanmistir. Esas olarak odun
kéomdari (charcoal) Uretilir, odun kédmdri disindaki Grlinlere genellikle yan Urtnler denir.
Kisaca karbonizasyon veya piroliz isleminden sonra biochar adi verilen ylksek karbon
icerikli Grlin elde edilir.
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Sekil 6. Karbon ve biyokdmiir (biochar) déngiisii karsilagtirmasinin sematik gésterimi.

Biochar (biyokdmdir), tarim ve orman atiklari (biyokitle) gibi sirdurilebilir kaynaklardan
elde edilen organik maddelerin termokimyasal doénlisiimde kontrolli bir sirecte
yakilmasiyla elde edilen kdmir benzeri bir maddedir. Malzemeler yanarken atmosfere
¢ok az kirletici duman ortaya ¢ikarir veya hig ¢ikarmaz. Bu islemle organik malzeme,
atmosfere kolayca kacamayan kararh bir karbon formu olan biyokémiire dontsttralir.
Ek olarak, bu termokimyasal donlisiim sirasinda Uretilen enerji veya 1si yakalanabilir ve
bir temiz enerji bicimi olarak kullanilabilir. Biochar, karbonu kararli bir forma
donistirmekte cok daha verimlidir ve diger kdmir formlarindan daha temizdir. Toprak
kalitesini gliglendirmek de igin kullanilir. Biochar, asiri derecede tiikenmis topraklar, kit
organik kaynaklar, yetersiz su ve kimyasal glibre kaynaklarina sahip alanlarda gida
guvenligini ve ekili arazi gesitliligini artirmakigin dnemli bir arag olarak kullanilabilir. Bu
sayede bitkiler bliylirken gerekli besin maddelerineve suya daha kolay ulasirlar. Ayrica
biochar Uretimi sirasinda ortaya ¢ikan yenilenebilir enerjinin 1sisi ve tasiyicilari geri
kazanilarak enerji kaynagl olarak kullanilabilmekte veya bu enerji ihtiyaci olan yerel
topluluklara verilmektedir.

Biyokutlenin karbonizasyonu ve pirolizi, asagidaki sekilde sematik olarak 6zetlenen
biyokitleozelliklerinden ve islem parametrelerinden oldukga etkilenmektedir.



Biyokiitle Karbonizasyon ve Pirolizini Etkileyen Parametreler

/\

Biyokiitlenin Ozellikleri Sure¢ Parametreleri
e Organik yapi e Sicaklik
« inorganik yapi e Isitma hizi
e Nemigerigi e Gaz ortamin Ozellikleri
e Gozeneklilik (inert gaz,
e Kul miktan e reaktif gaz, basing)
e Ugucu bilesenler e Reaktorde kalma suresi
e Tane boyutu e Reaktor geometrisi
e Isil degeri e Katalizor

e Sabit karbon/ugucu
maddeorani

e Sellloz/lignin orani

e Alkali metal igerigi

Sekil 7. Biyokiitle Karbonizasyon ve Pirolizini Etkileyen Parametreler

Kullanim Alanlari

e Toprak iyilestiricisi ve organik gtibre olarak kullaniimasi
e Hayvan ¢iftliklerinde kullanimi

e Gazlarin tutulumu-Aritma/Filtrasyon

e Enerji depolamada kullanimi

e Katalizér olarak kullanimi

e Yapilarda kullanimi

e Adsorbent olarak kullaniimasi

e Yalitim ve nem dengeleme

Kisaca ézetlemek gerekirse biyokiitle, yenilenebilir ve siirdlirtlebilir bir enerji kaynagidir.
Biyokditlenin pirolizi sonucu biyokémtir elde edilir. Bu yolla karbon dénglisii iyilestirilmis
olur. Bu deneyde biyokiitle kaynaginin termokimyasal olarak bozundurmaya ugratilarak
biochara déniistiiriilmesi ve olusan biochar veriminin hesaplanmasi amaglanmaktadir.

Deneyin Amaci: Bu deneyde biyokitle kaynaginin termokimyasal olarak bozundurmaya
ugratilarak biochara donustirilmesi ve olugsan biochar veriminin hesaplanmasi
amaglanmaktadir.



Deney Oncesi Arastirilmasi Gereken Sorular:

e Biyokutle nedir?

e Biochar nedir, kullanim alanlari nelerdir?

e Piroliz nedir?

e Biochar verimini ve kalitesini etkileyen parametreler nelerdir?

On Galisma:

e Hammaddeler etiivde 24 saat, 105°C de kurutulur.
e Deneye baslamadan Once reaktor azot debisi ile inert ortam kosulu saglanir.

Deneyin Yapihsi:

e Hammaddeler hassas terazide tartilir.

e Tartimialinmis numuneler reaktére yerlestirilir.

e Sicaklik ve azot debisi ayarlanir ve reaktor galistirilir.

o stenilen sicakliga gelindiginde reaktér sabit sicaklikta isitmada birakilir ve daha

sonra sistem sogutmaya alinir.

e Reaktor soguduktan sonra azot kapatilir ve numuneler reaktorden gikarihr.
e Biocharlarin tartimi alinir.

Sonug¢ Raporunda Olmasi Gerekenler:

e Biochar verim ylzdesini hesaplayiniz.

e Biochar verim-sicakhk grafigi ¢iziniz.

e Elde edilen biyochar verimleri literatiirdekilerle karsilastiriniz.

e Elde edilen sonuglara gore biyokitlenin igerigi hakkinda yorum yapiniz.



[ DENEY 4: ISIK SACILMASI YONTEMIYLE PROTEINLERDE BOYUT VE ZETA
POTANSIYEL ANALIZi

Teorik Bilgi ve Deneyin Amaci

Proteinler, ¢ok sayida amino asidin birbirlerine kovalent olarak baglanmasiyla olusan ve
biyolojik sistemlerde spesifik islevleri yerine getiren makromolekillerdir. Proteinlerin en
onemli rolleri, enzim olarak kimyasal reaksiyonlari katalizlemeleridir. Ayrica hicre
sinyallemesi, ligand tasima ile hiicre iginde ve disinda dnemli yapi malzemeleri olma &zellikleri
vardir. Bu nedenle proteinlerin arastiriimasi biyomuhendislikte 6nemli bir yer tutar.

Sentetik ve rastgele dolanmis (random coil) dogal polimerlerin aksine, proteinler dogal
hallerinde belirli ve kararli 3 boyutlu yapilara sahiptirler. Proteinler, sadece belirli 3 boyutlu
yapilarindayken islevsel olurlar. Bu vyapilarin arastiriimasinda boyut, ylzey yuki ve
denatiirasyon noktasini bulmak 6nemlidir. Bu o&zelliklerin belirlenmesinde 1sik sagiimasi
ybntemi yaygin olarak kullaniimaktadir.

Dinamik 1sik sagilmasi teknigiyle proteinlerin boyutlari 6lgilir. Bu teknikte, proteinlerin
¢Ozelti icinde yaptiklari Brown hareketinden faydalanilarak énce diflizyon katsayisi, diflizyon
katsayisindan da boyut bulunur.

Brownian hareketi, bir sivi ortam igindeki pargaciklarin, ¢evredeki diger pargaciklarin stirekli
carpismalari sonucu vyaptiklari rastgele harekettir. DLS tekniginin kullanilabilmesi igin
Brownian hareketinin varhgi bir sarttir ve Brownian hareketin olmadigi sistemlerde DLS
teknigi kullanilamaz!

DLS tekniginde, numune Uzerine lazer 15181 gonderilir ve numune igindeki pargaciklardan
sagilan isik bir detektor Gzerine duslrilar. Isigin siddeti, detektdr tGzerinde belli bir anda belli
bir degerdedir. Pargaciklar Brownian hareketi sonucu surekli hareket ettiklerinden, sagilan igik
da surekli degisir. Sagilan 1s18in degismesiyle girisim sonucu detektor tGzerindeki isik siddeti de
surekli degisir.

DLS tekniginde, pargaciklarin Brownian hareketinden dolayi yaptiklari hareketi 6lgmek igin
sagilan 1518in detektérde algilanan 1sik siddetinin degismesine bakilir. Pargaciklar ne kadar
kiglkse sagilan 1si8in siddetinde gorulen degismeler de o kadar hizli olur.

DLS tekniginde, 1sik sagilmasiyla olusan isik siddetinin zamanla degismesi 6lglilerek ham veri
elde edilir. Bu ham veri kullanilarak boyut hesabi yapilir. Boyut hesabi Stokes-Einstein
denklemi kullanilarak gergeklestirilir. Stokes-Einstein denklemi kullanilarak hidrodinamik ¢ap
hesaplanir. Bu gap, diflizyon katsayisindan hesaplandigindan, difiizyonu etkileyen faktérler
sonucu da etkiler.
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Sekil 1. Kiguk ve bliylk partikillerin hareket 6zellikleri

Elektroforetik i1sik sagilmasi teknigiyle de proteinlerin zeta potansiyelleri 6lgulir. Bu teknikte,
yoni siirekli degisen bir elektrik alan altinda proteinlerin hizlari incelenir ve Doppler kaymasi
etkisinden faydalanilarak bu hiz degisimlerinden zeta potansiyelleri Olglliir. Protein erime
noktasi da (denatlire olunan sicaklik) boyut olciimlerinden bulunabilir. Tim bu 6zellikler
ortamin pH’indan etkilenmektedir.

Bu deneyin amaci, bir proteinin boyut ve zeta potansiyelinin farkli pH degerlerinde nasil
degistigini belirlemektir. Sizden beklenen,
e BSA’nin farkli pH’larda boyut ve zeta potansiyel dlgimlerini gergeklestirmek,
e BSA’'nin izoelektrik noktasini da géz online alarak, boyut ve zeta potansiyelin pH ile
iliskisini incelemek,
e Farkli pH’lardaki zeta potansiyel 6l¢giimlerinden BSA’nin izoelektrik noktasini bulmak,
e Deney siirecinizi yazili rapor halinde sunmaktir.

Deney Oncesi Arastirilmasi Gereken Sorular:

1. Brown hareketi nedir?

2. Dinamik igik sagilmasi nedir?

3. lsik sagilmasiyla gergeklestirilen boyut dlglimlerinde elde edilen siddet (intensity) ve
hacim (volume) dagilimlari ne demektir?
Esdeger kiire teoremi nedir?

Doppler kaymasi nedir?

Elektroforetik 1sik sagilmasi nedir?

Zeta potansiyeli nedir?

Protein denatirasyonu hakkinda ne biliyorum?
BSA’nin izoelektrik noktasi kagtir?

10 BSA’nin erime noktasi kagtir?

Lo N U s



Deneyin Yapilisi:

Deneyde, Malvern marka Zetasizer Nano ZS cihazi kullanilacaktir. Cihazda, 4 mW giclinde
632,8 nm dalgaboylu He-Ne lazeri ve 1s18in geri sagilmasinin dlgimi igin 173%de detektor
bulunmaktadir. Boyut ve zeta potansiyel 6lglimleri 25 °C'de gercgeklestirilecek, dispersant
viskozitesi, kirllma indisi ve dielektrik sabiti i¢in cihaz yaziimindaki su degerleri segilecektir.

Deneyde asagida adim adim verilen islemler yapilarak boyut, zeta potansiyeli ve erime sicakligi
olimleri yapilacaktir:

1.
2.

ouhkWw

Cihaz agilarak lazerin kararl hale gelmesi beklenir.

15,15 uM’lik 3’er mL fosfat tamponu iginde pH’1 4,0, 5,0 ve 6,0 olan BSA ¢ozeltileriyle
yine 15,15 uM’lik 5 mL iginde pH’1 7,0 olan BSA ¢6zeltisi hazirlanir.

Ornekler 0,22 um’lik filtreden gecirilerek kapiler kiivetlere konur.

Kuvet cihaza yerlestirilir ve yaziimdan 6lgiim parametreleri girilir.

Sirasiyla 6dnce boyut sonra zeta potansiyelleri 6lgilur.

Olgtimler bittikten sonra kiivetler destile suyla temizlenir.

Sonu¢ Raporunda Olmasi Gerekenler:

1.

Farkh pH’larda 6lgulen boyut degerlerini tablo halinde veriniz. Boyut dagilimlarini da
ekleyiniz.
Farkh pH’larda dlglilen zeta potansiyel degerlerini tablo halinde yaziniz.

. BSA'nin izoelektirk noktasini da goz oniine alarak pH’In boyut ve zeta potansiyel

Uzerine etkisini tartisiniz. Deneysel olarak BSA'nin izoelektrik noktasini belirleyin.
Gozelti igindeki proteinlerin boyut ve zeta potansiyellerini etkileyebilecek diger

parametreler nelerdir?

Deneyden bulunan izoelektrik nokta ile literatlrdeki degerlerini karsilastiriniz. Ortaya
citkan deneysel hatalarin nereden kaynaklanabilecegini ve nasil dizeltilebilecegini
tartisiniz.



[ DENEY 5: BIYOREAKTORDE MAYA (Saccharomyces cerevisiae) URETIMI ]

5.1. Deneyin Amaci

Bu deneyin amaci kapal sistemde ¢alisan 5 L hacimli bir biyoreaktérde Saccharomyces
cerevisiae Uretmek, gelisim siirecinde ornekler alarak blylime egrisi olusturmak ve blylime
evrelerini gdzlemlemektir.

5.2. Teorik Bilgi

Biyoreaktor; icinde kontrolli yontemlerle organizma (bakteriler, mantarlar, mayalar, vb.) veya
ardn Uretimi igin organizmalarin gelistirildigi veya bazi 6zel durumlarda 6zgul reaksiyonlarin
yapildigi tanklardir (Sekil 9). Biyoreaktorler proteinlerin, organik asitlerin, aminoasitlerin,
antibiyotiklerin, enzimatik veya mikrobiyal proseslerinde énemli bir role sahiptir. Bu prosesler
aerobik veya anaerobik olabilir. Biyoreaktorlerin temel hedefi istenilen (irtiniin en verimli ve
kaliteli sekilde Uretilmesi i¢in uygun ortam saglamaktir. Biyoreaktoriin gaz (oksijen, nitrojen,
karbondioksit) ve sivi akis hizlari, sicaklik, pH, substrat ve Grlnlerin konsantrasyonu, hiicre
sayisl ve bilesimi (proteinler ve niikleik asitler), ¢c6zinmis oksijen seviyeleri ve karistirma hizi
gibi cevresel kosullari yakindan ve sirekli olarak izlenmeli ve kontrol edilmelidir.
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Sekil 9. Biyoreaktor

Biyoteknolojik bir proses 3 ana bollimde incelenebilir: hammaddelerin hazirlanmasi ve 6n
islemden gecirilmesi (upstream processing), fermantasyon veya biyolojik reaksiyon
(cultivation) ve ayirma ve saflastirma (downstream processing). Biyoteknolojik bir prosesin
genel akis diyagrami Sekil 10°da verilmistir. Diyagrami olusturan basamaklardan en 6nemlisi
biyoreaktorlerde mikroorganizmalarin Gretilmesidir.
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Sekil 10. Biyoteknolojik liretim prosesinin genel akis semasi (Schiigerl ve Bellgardt, 2000).

5.2.1. Biyoreaktorlerin isletim Sekilleri

Biyoprosesler besiyerinin reaktére beslenmesine ve sisteme oksijen verilip verilmemesine
bagh olarak gesitli sekillerde siniflandirilabilir. Besiyerinin akisina baglh olarak biyoreaktérler
kesikli, yari kesikli ve stirekli olarak temelde 3 gruba ayrilir.

a) Kesikli b)Yari kesikli ¢) Siirekli

Sekil 11. Biyoproseslerin temel isletim sekilleri.



5.2.1.1. Kesikli Prosesler

Kesikli proseslerde sisteme gelen ve sistemi terk eden besiyeri yoktur. Substratlarin tamami
baslangicta reaktdre konur. Az bir miktar biyokitle ile asilandiktan sonra hiicreler Greme igin
gerekli substratlardan biri tiikeninceye kadar veya inhibitér Urinler Gremeyi durduruncaya
kadar ¢ogalmaya devam eder. Kiiglk o6lgekli islemlerde, tam olarak gelistirilmemis yeni
prosesleri test etmek, ¢ok pahali Urinlerin tretimi ve surekli islemlerle dontisimi zor olan
proseslerde kesikli reaktorler kullanilir. Ayrica bu reaktorler ylksek substrat derisimlerinin
istenen biyolojik reaksiyon lzerine olumsuz etkisinin olmadigi ve iriin miktarinin az olacagi
durumlarda kullanilabilir. Kesikli reaktor, girdinin uzun siire reaktérde kalmasi ile elde edilen
yuksek dontislim Ustlnliglne sahiptir ve proses kontroli igin az emek gerekmektedir. Ancak
ayni zamanda yukleme basina yiksek is¢ilik maliyeti, tGrtnlerin yiklemeden yiklemeye Uriin
degiskenligi ve bliyuk olgekli Gretim zorlugu gibi dezavantajlara sahiptir.

5.2.1.2. Yari Kesikli Prosesler

Reaktore siirekli besiyeri beslenir, fakat ortamdan uzaklastirilmaz. Yani reaktérde sivi hacmi
surekli artar. Yari kesikli proses, substrat derisiminin ortamda disik olmasi gerektigi
durumlarda kullanilir. Biyokltle derisimi siirekli olarak artar ve biyolojik reaksiyonun hizi
kesikli prosesin aksine besleme hizi ile kontrol edilir.

5.2.1.3. Siirekli Prosesler

Besiyeri reaktore siirekli beslenir ve genellikle ayni hizda ortamdan uzaklastirilir. Yari kesikli
prosese benzer sekilde biyolojik reaksiyon hizi besleme hiziyla kontrol edilir. Besleme hizinin
nasil kontrol edildigine bagh olarak degisik strekli prosesler vardir. En dnemlisi olan kemostat,
sabit giris besleme hizinda isletilir. Tlrbidostat ise giris besleme hizi ¢ikis hiicre derigsimi ile
kontrol edilir. pH-auxostat ise kontrol degiskeni pH’tir. Surekli prosesin avantaji genellikle
verimliligin digerlerine gore yiksek olmasidir. Fakat uygulamada kesikli veya yari kesikli
prosesler daha ¢ok tercih edilmektedir. Bunun nedeni, proses segiminde verimliligin tek basina
belirleyici bir etken olmamasi ve diger baska etkenlerin de dikkate alinmasi gerektigidir.

5.2.2. Mikrobiyal Biiyiime Kinetikleri

Biyoteknolojide fermantasyonlar kesikli (batch), kesikli beslemeli (fed-batch) veya sirekli
(continous) yontemlerle yuritilmektedir.

Kesikli kiltirlerde fermantasyon ortami hazirlanir ve mikroorganizma asilanir. Sistemin pH,
sicaklik ve diger degerleri ayarlandiktan sonra ortama yeni substrat veya mikroorganizma
ilavesi olmaz. Fermantasyon, ortamdaki besin elementleri tliikeninceye kadar veya cevresel
kosullarda gozlemlenen degisikliklere gére sonlandirilir. Fermantasyon boyunca fermentoére
oksijen, kdpuk dnleyici ve pH ayariigin ilave edilen asit ve bazlar harig herhangi bir madde ilave
edilmez. Kiltir ortami, biyokitle ve metabolit konsantrasyonu hiicre metabolizmasinin bir
sonucu olarak siirekli olarak degisiklik gosterir. Kesikli fermantasyonda steril besiyerine
asilandiktan  sonra (inokilasyon), uygun kosullar altinda inklbasyona birakilan
mikroorganizmada dort temel blylme fazi goralur (Sekil 12).
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Sekil 12. Kesikli kiiltiirde hiicre biiylimesinin kinetigi.
Lag Faz:

Lag faz olarak adlandirilan alisma fazinda, hiicre konsantrasyonunda ¢ok az artis vardir. Lag faz
asamasinda hiicreler kendilerini yeni ortamlara gére ayarlamaktadir. Bu sire icinde hiicreler,
substratin hiicreye girmesi igin gereken tasima proteinlerinin sentezlenmesi, yeni substrati
kullanmak igin gereken enzimlerin sentezlenmesi ve hiicrelerin genetik materyalini
kopyalanmasi gibi islevleri yerine getirir. Lag fazin uzunlugu veya kisaligi hiicrelerin inokulum
oncesi hangi fazda olduklarina baghdir. Hicrelerin inokulum ortami ile fermantasyon ortami
arasinda farkliliga gére de bu siire uzun veya kisa olabilir.

Log Faz:

Lag fazin sonunda hiicre yeni kiiltir ortamina adapte olmus olarak hizla Gremeye baslar. Hicre
kitlesi bu asamada hizla artar. Hicre sayisi logaritmik olarak artarken, kilturin spesifik
bliylme hizi sabit kalmaktadir. Log faz, hiicre ¢ogalma hizi hiicre konsantrasyonu ile orantili
olmasi nedeniyle cogalma fazi olarak adlandirilir. Bu fazda metabolizma icin gereken tim
enzimlerin yolu besin icinde oldugundan (alisma fazinin bir sonucu olarak) ve hiicreler besinleri
en verimli sekilde kullanacaklarindan dolayi hiicreler maksimum hizda béliinmektedir.

Durgun Faz:



Durgun faz, kararh fazdir. Duragan faz sirasinda, besinlerin veya 6nemli metabolitlerin
tikenmesinin bir sonucu olarak net ¢ogalma hizi sifirdir. Bu fazda net biiyime goézlenmez,
biyokltle miktari sabit kalir. Cogu antibiyotik dahil bir cok 6nemli fermantasyon Uriin(, sabit
fazda uretilir. Ornegin, Penicillium chryogenurn kiifii kullanilarak ticari olarak iretilen penisilin,
ancak hiicre ¢ogalmasi sirasinda meydana gelen organik asitlerin ve zehirli maddelerin etkisi
ile de yavaslar.

Oliim Faz:
Hlcrenin enerji rezervlerinin tamamen tiikendigi ve metabolik aktivitenin durdugu dénemdir.
Ticari islemlerde 6lim fazinin higbir degeri yoktur. Bu asamaya gelir gelmez fermantasyon

kesilmektedir.

5.2.3. Ureme Kinetigi

Eksponansiyel blylime asamasi (log faz), Urunu ve/veya biyokitlenin kendisini tGretmek
istedigimizde biiyiime kinetiginin en 6énemli asamasi olarak belirtilir. Ustel biiyiime hizinin
Olctlmesi (yani hiicrelerin ne kadar hizh biyadigu), kaltir kinetiginin 6lglilmesinde ilk temel
adimdir.

Kiltir ortaminin besin oranlari ve pH, sicaklik, iyon kuvveti vb. gibi fizikokimyasal kosullari
uygunsa “dt” gibi belirli ve kiiglik bir zaman arahigindaki mikroorganizma (biyokitle) artisi “dx”;
ortamdaki mikroorganizma konsantrasyonu (x) ile orantilidir. Bu tanimlama asagidaki
matematiksel baglantilar ile gosterilir:

_LnX; —LnkX,;
T iy =ity

U

*tg=In2/ 1

(n=spesifik lireme hizi; Xo=Log faz sonundaki hiicre sayisi; Xi=Log faz basindaki hiicre sayisi;
t2-t1= log faz siiresi; ty=ikilenme siiresi)

NOT!! Ureme kinetigi icin olan bu denklemler sadece log faz siiresince uygulanabilir. Yani
spesifik iireme hizi ve ikilenme siiresi hesaplanmasi icin olusturulacak grafik log faza gore
cikartilmalidir.

*Spesifik bliyime orani (W), hiicrelerin ne kadar hizli gogaldigini tanimlar. Spesifik biyime
oraninin daha yiksek degeri, hiicrelerin daha hizh buyldigu anlamina gelir. Hicreler
bliylmediginde, spesifik bliylime hizlari sifirdir. Log faz sirasinda, spesifik blylime hizi nispeten
sabittir.

Saccharomyces cerevisiae tek hiicreli canlilar grubundan olup ekmek mayasi olarak bilinir.
Maya hucreleri yuvarlak veya oval seklinde olup, boyutlari 2-3 um ile 20-50 pum arasinda



degisir. 1 gr yas maya yaklasik 10 milyar hiicre igerir. Yaklasik 600 adet bilinen maya tiiri
olmakla birlikte bunlardan sadece birkag tanesi ticari 5Gneme sahiptir. Ekmek yapiminda
kullanilan maya tiirti Saccharomyces cerevisiae’dir.

Deney Oncesi Arastirilmasi Gereken Sorular:

e Bir biyoreaktoriin sahip olmasi gereken 6zellikleri ve galisma prensipleri nelerdir?

e Biyoreaktorl olugturan ana elemanlar hangileridir?

e inokiilasyon, inokuliim, kiiltivasyon ve fermantasyon nedir?

e Mikroorganizmalar hangi yollarla gogalirlar?

e Mikroorganizmalar laboratuvar kosullarinda uretilmek isteniyorsa nasil bir yéntem
izlenmelidir?

e Saccharomyces cerevisiae nasil bir mikroorganizmadir, 6zellikleri nelerdir?

On Galisma:

e Saccharomyces cerevisiae’nin saf klltlri kati besiyerine yayma yontemi ile ekilir, 48
saat 30°C’de inkube edilir.

e Kati besiyerinden tek koloni ekimi ile 10 mL’lik sivi besiyerine gegilir (mini-prep). 48
saat 30°C’lik galkalayici inkiibatérde birakilir.

e Olcek biiyiitme isleminde kullanilan sivi besiyeri hacmi biiyiik élceklinin %10 kadari
olmahdir.

e Sire sonunda 10 mL’lik kaltir 100 mL’lik steril besiyerine aktarilir ve 48 saat 30°C’lik
calkalayici inkiibatoérde birakilir.

Deneyin Yapilisi:

e Sire sonunda 100 mL’lik besiyerinin tamami blylk 6lgekli besiyerine (biyoreaktore)
aktarilir.

e Biyoreaktore ekim yapildiginda (t = 0, kontrol) 6rnek alinmaya baglanir ve biyiimenin
gerceklesecegi 48 saat icinde belirli araliklarla 6rnek alimina devam edilir.

e Ornek alim isleminde cihazin tahliye vanasi kapatilir, 6rnek alma aparati kullanilarak
birkag mL sivi besiyeri bir deney tlpiine aktarilir.

e Alinan o6rneklerin absorbanslari spektrofotometrik olarak olgiliir. Blank (kor) olarak
steril besiyeri kullanilmalidir. Blank cihaza yerlestirilir. Auto zero yapildiktan sonra
ornek kiivete eklenir ve ODgqo belirlenir.

Sonu¢ Raporunda Olmasi Gerekenler:

e Alinan her drnek igin t = 0 anindan baslayarak zamani belirleyiniz.
e Elde ettiginiz ODeoo degerlerini (x=hlcre sayisi) kaydedip zamana karsi bir grafik
olusturunuz.



Grafik Gzerinde biylme evrelerini gosteriniz.

Log fazi belirleyiniz.

Spesifik Greme hizi (W) ve ikilenme siresini (tg) hesaplayiniz.

Lag fazdan logaritmik faza gecisi hizlandirmak igin yapilmasi gerekenleri yaziniz.



