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OZET

Chlamydomonas reinhardtii MIKROALGINE AIT MUTANTLARININ
BIYOHIDROJEN URETIM POTANSIYELLERININ iINCELENMESI

ORAL, Izel
Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Suphi S. ONCEL

Agustos 2020, 82 sayfa

Mikroalgler, biyosferde yasayan tek hiicreli, fotoototrofik mikroskobik
organizmalardir. Yesil alglerin 1sikta hidrojen iiretme kabiliyeti, 1942 yilinda
Gaffron ve Rubin tarafindan kesfedilmistir. O zamandan beri, ¢ok sayida
Chlamydomonas tiri  de dahil olmak tizere ¢esitli fotoototrofik
mikroorganizmalarin H tirettigi gosterilmistir. Bu ¢alismada ise, Chlamydomonas
reinhardtii tiriine ait farkli mutantlar kullanilarak, iki farkli tiretim prosesindeki
hidrojen tiiretim kapasitelerini belirlemek amaglanmistir. Bu iki farkli iiretim
prosesinden biri siilfiir yoksunluguna dayanan iki asamali liretim, digeri ise iiretim
ortamin1 degisikligi gerektirmeyen HS iiretim prosesidir. Yapilan denemeler
sonucunda HS (Sueoka’s high salt medium) iiretim prosesinde hidrojen elde
edilememistir. Toplam 11 sus (CC124, WT, D239-40, D240, D240-41, Véro,
1130, mt (+), mt (-), T-1, AOX) kullanilarak ger¢eklestirildigi stilfiir
yoksunluguna dayanan {retimde 1L’lik Roux tipi panel fotobiyoreaktor
kullanilmig ve en ¢ok iiretim yapan D240-41, Véro ve mt (+) mutantlari, 2,5L°lik
karigtirmali tank fotobiyoreaktdorde hidrojen iiretimleri denenmistir. Biitiin

tiretimlerde en ¢ok {iretim yapan mutant Véro olmustur.

Anahtar sozciikler: Mikroalg, Biyohidrojen, Chlamydomonas reinhardtii,

Fotobiyoreaktdr, Biyoyakit






ABSTRACT

EXAMINATION OF THE BIOHYDROGEN PRODUCTION
POTENTIALS OF MICROALGAE MUTANTS Chlamydomonas reinhardtii

ORAL, Izel
MSc in Bioengineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Suphi S. ONCEL

August 2020, 82 pages

Microalgae are single-celled, photoototrophic microscopic organisms that
live in the biosphere. The ability of green algae to produce hydrogen in light was
discovered in 1942 by Gaffron and Rubin. Since then, various photoototrophic
microorganisms have been shown to produce H,, including a large number of
Chlamydomonas species. In this study, it was aimed to determine hydrogen
production capacities in two different production processes by using different
mutants of Chlamydomonas reinhardtii species. One of these two different
production processes is two-stage production based on sulfur deprivation, and the
other is the HS (Sueoka’s high salt medium) production process that does not
require a change in the culture medium. As a result of the trials, hydrogen could
not be obtained in the HS production process. 1L Roux type panel photobioreactor
was used in production based on sulfur deprivation in which a total of 11 strains
(CC124, WT, D239-40, D240, D240-41, Véro, 1130, mt (+), mt (-), T-1, AOX)
was used. D240-41, Véro and mt (+) mutants producing hydrogen have been tried
in 2.5L stirred tank photobioreactor. The most productive mutant in all

productions was Véro.

Keywords: Microalgae, Biohydrogen, Chlamydomonas reinhardtii,

Photobioreactor, Biofuel
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ONSOZ

Diinyadaki enerji kaynaklarinin  olduk¢a azalmasiyla, diinyada
yenilenebilir ve slirdiiriilebilir enerji  kaynagr bulmak icin ¢alismalar
yapilmaktadir. Bu siirecte, bir enerji kaynagi olan hidrojen iiretimi 6nem arz

etmektedir.

Bu ¢alismada ise, tez konusu bu ihtiya¢ gbze alinarak belirlenmis ve
bilimsel agidan yenilik getirilebilecegine inanilarak denemelere baslanmistir. Tez
siiresince, gerek liretim asamasinda gerekse analiz asamasinda bir¢ok aksilikle
karsilagilmig, ancak bu aksiliklere ragmen denemeler defalarca tekrarlanmistir.

Bununla birlikte, bu ¢calisma uzun siiren bir yolculuk sonunda tamamlanmaistir.

[ZMIR
13/08/2020
izel ORAL
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1.GIRIS

Enerji, kiiresel olarak hayati O6nem sahiptir. Ancak birincil enerji
kaynagimiz fosil yakitlar, kiiresel iklim degisikligine, ¢evresel bozulmaya ve
saglik sorunlarina neden olmaktadir. Gelecekte, enerji sistemlerinin yenilenebilir
ve slrdiriilebilir olmasmin yaninda verimli, kullanishh ve giivenli olmasi
gerekmektedir. Hidrojen, gelecekteki bu enerji sistemi i¢in miikemmel bir yakit
olarak onerilmektedir. H, (hidrojen gazi) temiz, yenilenebilir enerji kaynag: olarak
muazzam bir potansiyel sunmaktadir. Hidrojen, bilinen yakitlar arasinda en
yiiksek gravimetrik enerji yogunluguna sahiptir ve c¢evre kirliligine, iklim
degisikligine neden olan karbon bazli emisyonlar liretmeden elektrokimyasal ve
yanma prosesleri ile enerji doniistimii saglar. Hidrojen, suyun elektrolizi, hidrojen
bakimindan zengin organik bilesiklerin termokatalitik reformasyonu ve biyolojik
islemler dahil olmak tizere bir dizi islemle iiretilebilmektedir. Giliniimiizde
hidrojen, neredeyse sadece suyun elektroliziyle veya metanin buharla yeniden
sekillendirilmesiyle iiretilmektedir. Mikroorganizmalar kullanarak hidrojenin
biyolojik tiretimi (biyohidrojen), heyecan verici yeni bir teknoloji gelistirme
alanidir. Biyolojik sistemler hidrojen iiretmek i¢in ¢ok cesitli yaklasimlar saglar
ve dogrudan biyofotoliz, dolayli biyofotoliz, fotofermantasyon ve karanlik
fermantasyonu igermektedir. Biyohidrojen sistemleri H, {iretebilse de, heniiz
higbir ticari sistem mevcut degildir ve biyohidrojen uygulamasmin pratik

uygulamasiyla ilgili sorunlar biiyiiktiir.



2.GENEL BILGILER
2.1 Hidrojen

Evrende sadece bir proton ve bir elektrondan olusan en basit element olan
hidrojen, evrenin kompozisyonunun biiyiik bir boliimiinii olusturmaktadir. Diinya
ylizeyinde hidrojen, oksijen, karbon ve azot gibi diger elementlerle bir bilesik
olarak bulunur; hidrojenin ¢ogu, su formunda oksijenli bir bilesik olarak yer
almaktadir. Normal olarak, saf hidrojen, iki atomlu H, hidrojen atomu formunda
bulunmaktadir (Abe, 2008).

Tablo 2.1: Hidrojenin Ozellikleri (Chauhan and Singh, 2015).

Ozellik Deger
Molekiiler Agirlik 2,01594

Gaz Yogunlugu (@ 0°C, 1 atm) 0,08987 kg/m®
Kat1 Yogunlugu (@ -259°C) 858 kg/m®

Sivt Yogunlugu (@ -253°C) 708 kg/m®
Erime Sicaklig1 -259 °C
Kaynama Sicakligr (@ 1 atm) -253 °C

Kritik Sicaklik -240 °C

Kritik Basing 12,8 atm

Kritik Yogunluk 31,2 kg/m®
Filizyon Isis1 (@ -259°C) 58 kJ/kg
Buharlagma Isis1 (@ -253°C) 447 kJ/kg

Isil Iletkenlik (@ -253°C) 0,019 kJ/(ms°C)
Viskozite (@ 25°C) 0,00892 centipoise
Gazin Is1 Kapasitesi (Cp, @ 25°C) 14,3 kJ/(kg°C)
Sivinin Is1 Kapasitesi (Cp, @ -256°C) 8,1 kJ/(kg°C)
Katinin Is1 Kapasitesi (Cp, @ -259,8°C) | 2,63 kJ/(kg°C)

2.2 Hidrojen iiretim yontemleri

Dogada bulunan bircok madde hidrojen igerir. Bunlar arasinda dogal

olarak tuzlu su (deniz suyu), nehir suyu, yagmur veya kuyu suyu olarak



bulunmaktadir. Hidrojen ayrica fosil hidrokarbonlar, biyokiitle, hidrojen siilfiir

veya diger baz1 maddelerden de ekstrakte edilebilir (Dincer, 2012).

Buhar
. Reformasyonu
%_3 Hidrokarbon Kismi
4 Reformasyonu Oksidasyon
; Hidrokarbon Ototermal
g Piroliz Reformasyonu
8@
i — Piroliz
Termokimyasal | |
Proses .
— Gazifikasyon
Biyokiitle
Prosesi — Biyofotoliz
< Biyolojik Proses | . Karanlik
< Fermantasyon
>
N Foto-
= fermantasyon
2 Alkalin
5 Elektroliz
;_CJ Elektroliz | Su Elektrolizi PEM Elektroliz
— Su Pargalanmasi Termoliz Iélaetlkt? clflsllzt
Fotoelektroliz

Sekil 2.1: Hidrojen iiretim yontemleri (Nikolaidis and Poullikkas, 2017; Bi¢akova and Straka,
2010)

2.2.1 Buhar reformasyonu

Katalizorler iki tipe ayrilmaktadir: degersiz metaller (nikel gibi) ve Grup
VIII elemanlarindan degerli soymetaller (platin veya rodyum gibi). Agir kiitle ve
1s1 transferi sinirlamalar1 nedeniyle, buhar reformasyon katalizorleri i¢in etkinlik
faktorleri smirlidir. Bu nedenle daha az pahali olan nikel katalizorleri
kullanilmaktadir. Bunun yaninda, kiitle ve 1s1 transferi sinirlamalarinin mikrokanal
bazli reaktorler kullanilarak asildigi ve buhar reformunun i¢ kinetiginden
faydalanabilecegi gosterilmistir. Bu  sistemlerde o6zellikle rodyum tercih
edilmektedir. Ciinkii nikele gore daha yiiksek spesifik aktivitelere sahiptir.
Bununla birlikte rodyumun yiliksek maliyeti, arastirmacilar1 kobalt tabanli
katalizorler gibi alternatif katalizorler gelistirmeye itmektedir. Buhar

reformasyonu sanayide yaygin olarak, daha yiiksek 1sitma degerlerine dayanarak



yaklasik %85'e varan yiiksek termal verimlerin elde edildigi metandan hidrojen

iretimini kullanmaktadir (Holladay et al., 2009).
CyHn + mH,O — mCO + (m+ %n)Hz

2.2.2 Kismi oksidasyon

Kismi oksidasyon yontemi, ekzotermik bir reaksiyondur. Bu yontemle
tiretilen hidrojen, su-gaz degistirme (Water-Gas Shift-WGS) reaktoriine gonderilir
ve daha sonra uygun yontem kullanilarak saflastirilmaktadir. Buhar reformasyonu
ile karsilastirildiginda bu yontemin verimliliginin diisiik ve yiiksek miktarda saf
oksijen kullanimi nedeniyle isletme maliyeti cok yliksektir. Katalizorler
kullanilarak hidrokarbonun kismi oksidasyonundan hidrojen {iretimi ticari
uygulamalarda ve otomobil yakit hiicrelerinde kullamilmistir (EI-Shafie et al.,
2019).

CHm + goz —>nCO + %Hz

2.2.3 Ototermal reformasyon

Ototermal reformasyon islemi, katalitik kismi oksidasyon iglemine buhar
eklenmesidir (Holladay et al., 2009). Kismi oksidasyon siirecine kiyasla diisiik
basingta yapilmaktadir. Buhar yenileme reaksiyonlarmi yiiriitmek i¢in katalitik
bolgede gerekli olan 1s1, kismi oksidasyon islemi kullanilarak iiretilmistir. Kismi
oksidasyon prosesi ile karsilastirildiginda ototermal reaksiyon prosesinin onemli
bir avantaji, baslatma ve durdurma g¢ok hizli bir sekilde iken biiyiik miktarda
hidrojen gaz1 iretilebilmektedir. Ototermal reaksiyon isleminde, hem
buhar/karbon orani hem de oksijen/yakit orani kullanilarak sicakligin kontrol
edilmesi ve kok olusumunun 6nlenmesi gerektigi diisiiniilmustiir (EI-Shafie et al.,

2019).
CpHn + %mHZO + i mO, — mCO + (%m + %n)Hg

2.2.4 Hidrokarbon pirolizi

Hidrokarbon pirolizi, tek hidrojen kaynaginin hidrokarbonun kendisi
oldugu ve termal ayrismaya maruz kalarak gerceklesen bir islemdir (Nikolaidis

and Poullikkas, 2017). Bu islemin reaksiyonlar1 komiir 6zelliklerine bagl olarak



350°C ile 400°C arasinda yapilmaktadir. Metan gibi diger hidrokarbonlarin termal
ayrismasina bakildiginda, termal ayrigma sicakligt 1400°C gibi yiiksek
sicakliklarda meydana gelmektedir. Bunun yaninda, piroliz isleminin sicakligi,
gecis metali katalizorii (Ni, Fe, Co) kullanilarak diisiiriilebilmektedir (EI-Shafie et
al., 2019).

CiHm — nC + %mHz (Nikolaidis, P. ve Poullikkas, A., 2017)

Piroliz iglemi kullanilarak hidrokarbonlarin kimyasal ayrisma denklemi, su
ve havanin kullanilmadigin1 gostermektedir. Sonu¢ olarak, reaksiyon yan
tirtinlerinde karbon oksitler goriinmemektedir. Piroliz isleminin, kompaktligina ek
olarak herhangi bir organik yakit kullanma esnekligine sahip oldugu ve islem yan
liriiniiniin karbon i¢ermedigi ortaya konmaktadir. Piroliz isleminin avantajlari
olmasina ragmen, biiyiik bir kirlenme potansiyeli bulunmaktadir (EI-Shafie et al.,
2019).

2.2.5 Piroliz

Biyokiitle pirolizi, 0,1-0,5 MPa'da 650-800 K sicaklikta biyokiitlenin
isitilmasiyla stvi yaglarin, kati komiir ve gaz bilesiklerinin iiretimini saglayan
termokimyasal islemdir. Kismi yanma islemi i¢in, gereken termal enerjinin
saglanmasma izin verilen durumlar disinda, oksijen yoklugunda meydana
gelmektedir. Metan ve diger hidrokarbon gazlar buhar reformasyonuyla
tiretilebilir ve daha fazla hidrojen tiretimi icin WGS reaksiyonu uygulanabilir. CO,
CO; ve Hy'ye dontistiiriildiikten sonra, istenen saflastirilmis hidrojen, PSA (basing
salimim1 adsorpsiyonu) ile elde edilmektedir. Biyokiitle piroliz isleminin tek tek

asamalar1 agagidaki denklemlerle temsil edilmistir:
Biyokiitle — H, + CO + CO, + hidrokarbon gaz
CoHm + NH,0— NCO + (n +-m)H,

CO +H,O — CO; + H,

Biyokiitle pirolizinden hidrojen iretiminin verimi, hammadde tipine,
kullanilan katalizorlin tipine, sicakliga ve kalis siiresine baghdir. Biyokiitle

pirolizinin hidrojen iiretim maliyetinin, tesis biiylikliigiine ve biyokiitle tipine



bagl olarak 8,86 $/GJ ile 15,52 $/GJ (veya 1,25 $/kg ile 2,20 $/kg) arasinda
olmas1 beklenmektedir (Nikolaidis and Poullikkas, 2017).

2.2.6 Gazifikasyon

Biyokiitle ile gazifikasyon (gazlastirma) islemi, kat1 biyokiitlenin buharla

reaksiyonudur.

CrHn + MH,0 ——=""%» mCO + (M + n)H;

Gazifikasyon siirecini etkileyen ana parametreler buhar/yakit orani, proses
sicakligt ve basinci gibi parametrelerdir. Gazifikasyon isleminde farkli gaz
doniistiiriiciiler kullanilmaktadir: sabit yatak, hareketli yatak ve akiskan yatak.
Islem, bu 1sinin nasil saglandigina bagli olarak oto-termal veya tamamen-termal
gerceklesmektedir. Ototermal gazifikasyon durumunda, gerekli 1s1 dogrudan gaz
donitistiiriiciiniin - kendisinde kismi oksidasyon yoluyla iretilmektedir. Sivi
biyoyakitlar (etanol, metanol vb.) ve biyogaz, gazifikasyon ile oldukga analog bir
islem olan termokimyasal islemlerle hidrojene doniistiiriilebilmektedir (Dincer,

2012).
2.2.7 Biyofotoliz ve foto-fermantasyon

Biyo-fotoliz ve foto-fermantasyon, sudan fotonik giidiimlii biyokimyasal
hidrojen {iiretim islemidir. Biyo-fotoliz yoluyla hidrojen iiretimi, dogrudan ve

dolayl tiirler ve foto-fermantasyon tiirii olarak ayrilabilmektedir (Dincer, 2012).

Biyo-fotolizde, 1s18a duyarli bazi mikroorganizmalar, 06zel olarak
tasarlanmig bir fotobiyoreaktorde biyolojik doniistiiriicli olarak kullanilmaktadir.
En uygun mikroorganizmalar mikroalglerdir, ¢iinkii hidrojen evrimi sergilerler ve
hidrojen tutulmasina izin verebilen kapali sistemlerde kiiltlirlenebilmektedirler.
Yiiksek hidrojen verimleri sergileyen mikroalg suslari kiiltlirlenebilir. Biyo-
fotolizin dikkate deger bir avantaji, sulu bir ortamda sudan standart sicaklik ve
basingta hidrojen {iretilmesidir. Biyo-fotoliz heniliz ticari kullanim i¢in
gelistirilememistir, ancak laboratuvar dlgeginde gdsterilmistir. Bu yontemin enerji

verimliligi potansiyel olarak % 10'a kadar ulasabilmektedir (Dincer, 2012).

Su molekiilii, 6zel kosullar altinda siyanobakterilerin eylemiyle biyo-

fotoliz yoluyla boliinebilmektedir. Bu mikroorganizmalar nitrojenaz ve hidrojenaz



enzimlerini sudan hidrojen ve oksijen iiretebilecekleri gekilde {iretip
yonetmektedirler. Hidrojen irettigi tespit edilen bakteriler: Anabaena variabilis
PK84, Anabaena cylindica, Anabaena AMC 414, Gloebacted PCC742,
Synechococcus PCC602, Aphanocapsa montana; ayrica mikroalg olan
Chlamydomonas reinhardtii CC124 ve CC1036'min hidrojen {irettigi
kanitlanmistir. Foto-aktiflestirilen enzimler yardimiyla sudan hidrojen {ireten

genel reaksiyonlar asagidaki sekilde yazilabilir:
6H,0 + 6CO, —» CgH1206 + 60,

CeH1206 + 6H, 0 —» 6CO; + 12H;

2.2.8 Karanlik Fermantasyon

Organik maddede depolanan biyokimyasal enerji, oksijen yoklugunda
veya varliginda hidrojeni c¢ikarmak i¢in  mikroorganizmalarla  elde
edilebilmektedir. Oksijen tamamen yok oldugunda veya cok diisilk miktarlarda
mevcut oldugunda, organik maddenin biyokimyasal doniisiimii anaerobik sindirim
olarak adlandirilmaktadir. Bu nedenle hidrojen iiretim yontemi i¢in iki 6nemli
taraf vardir: (i) organik atiklardan hidrojen iiretilebilmesi; (ii) biyolojik tiirlerin
kontaminasyon tehlikesi ile kontrolsiiz mikrobiyal biiyiimenin kaynagi olabilecek

atiklar stabilize edebilmesi (Dincer, 2012).

Clostridium tiirii bakteriler, belirli kosullar altinda hidrojen iiretim oranini
olumlu yonde etkilemistir. Anaerobik sindirim reaktorlerinde reaksiyon kontrolii
ile 1ilgili Onemli bir problem, hidrojen tiikketen bakterileri temsil eden
metanojenlerin inhibisyonudur. Organik substratta normal olarak bulunan bu
bakterileri elimine etmenin bir yolu, substrati tiim bakteri popiilasyonunu
oldiirecek sekilde yaklagik 100 °C'de kisa siire 1sitmaktir. Ayrica, Clostridium ve
Bacillus tiirleri gibi hidrojen iireten bakteriler biyokiitle olarak ekilmektedir
(Dincer, 2012).

Hidrojenojenler tarafindan iiretilen enzimlerin (yani hidrojenaz) tercih

ettigi olas1 kimyasal reaksiyonlardan biri, siikrozdan asetik asit fermantasyonudur:
C1oH2,01;1 + H,O — 4CH3COOH + 4CO, + 4H,»

Organik bir substratta, hem nitrojenaz hem de hidrojenaz enzimleri, genel

reaksiyonlara gore serbest protonlari azaltarak hidrojen liretimine katkida bulunur:



Nitrogenaz: N, + 8H" + 8¢ + 16ATP— 2NHj3 + H, + 16ADP + 16Pi
Hidrogenaz: 8H" + 8e” + 16ATP — 4H, + 16ADP + 16Pi

Burada ATP, adenosin tri-fosfat, ADP, adenosin di-fosfattir ve Pi, yaklasik
30,5 kJ / mol serbest enerji salan, ATP —» ADP + Pi reaksiyonuna gére ATP
molekiiliinden ayrilan inorganik fosfat i¢cin kisayoldur; bu biyokimyasal enerji

reaksiyonu yiriitmek i¢in kullanilmaktadir (Dincer, 2012).

Bir calismada, 1 mol glikoz basia 7 mol H» hidrojen verimi gostermistir.
Hidrojen iiretimi i¢in aerobik sindirim ile ilgili en biiylik zorluk, tesisteki her bir
sermaye yatirimi bagina diisen liretim oranidir. Melasin (seker islemenin bir yan
iiriinii) anaerobik sindiriminde, %28'de dikkate deger enerji doniisiim verimliligi

gozlenmektedir (Das and Veziroglu, 2008).
2.2.9 Su elektrolizi

Suyun elektrolizi, suda iki elektrot kullanilarak, elektrik akimin sudan
gecirilerek hidrojen ve oksijen elde etme islemidir. Suyun elektroliz yontemi, ii¢
farkli tipte elektrolit (alkalin, proton degisim membrani (Proton Exchange
Membrane-PEM) ve kat1 oksit elektrolizorii (Solid Oxide Electrolyser-SOE))
kullanilarak gerceklestirilmektedir. Bu yontem igin, ticari olarak diisiik sicaklikli
elektrolizorler gelistirilmis ve 1 atm ve 25°C'de 70,1 — 53,4 kWh*kg‘1 H,
kosullarinda %356 - %73 verime sahiptir. Alkalin elektroliz sistemi, diger su
elektroliz yontemlerine kiyasla en yaygin olanidir. Kat1 oksit elektrolizi, elektrik
acisindan en verimli olmasina ragmen hala gelistirilme agamasindadir. Korozyon,
contalar, termal dongii ve krom gogii kati oksit teknolojisinin karsilastigi en biiyiik
zorluklardandir. PEM elektroliz sistemi alkalin elektrolizoriinden daha verimlidir.
Ayrica, korozyon ve conta sorunlart mevcut degildir, ancak maliyeti alkalin
elektrolizor sistemlerine kiyasla ¢ok yiiksektir. Alkalin elektrolizér sistemi en
diisitk sermaye maliyetine ve en diisiik verime sahiptir, bu nedenle elektrik
enerjisi maliyeti ¢ok yliksektir. Son zamanlarda saf hidrojen iiretmek igin
elektrolizorler kullanilmaktadir ve yiiksek basing birimler gelistirilmistir. Yiiksek
basingli ¢aligtirma {nitesini kullanmanin avantaji, pahali hidrojen kompresor
kullanimin1 ortadan kaldirmasidir. Su elektroliz sistemleri kullanilarak hidrojen

uretmek, biiyiikk Olgekte yiiksek maliyete neden olmaktadir. Ek olarak, su



elektroliz sistemleri, elektrik tiretmek icin yenilenemeyen gii¢ iiretim kaynagindan

yararlanmaktadir (EI-Shafie et al., 2019).
2.2.10 Alkalin elektrolizi

Alkalin elektrotlar, mikro gdzenekli bir ayiric1 ve agirlikgca yaklasik
%30'luk potasyum hidroksit veya sodyum hidroksit alkalin ¢6zeltisinden
olusmaktadir. Alkalin elektrolizérlerinde en yaygin kullanilan katot malzemesi,
katalitik bir platin tabakasi olan nikeldir. Anot, metal oksitleri (mangan, wolfram,
rutenyum) ile kaplanmis nikel veya bakirdan olusmaktadir. Elektrolit reaksiyona
girmez, ancak hidrojenin yenilenmesi gibi diger sistemlerin kaybi1 nedeniyle

stirekli olarak tamamlanmalidir (Bi¢adkova and Straka, 2010).

Alkalin elektrolizérde su, katoda beslenir ve burada elektrolitik
malzemeden oksijenin olustugu anoda gegen hidrojen ve hidroksil iyonlarina
ayrilir. Hidrojen bir alkalin ¢ozeltisi birakir ve elektrolizoriin disindaki bir gaz-
stv1 ayirma iinitesinde sudan ayrilir. Tipik akim yogunlugu 100-300 mA/cm?dir.
Alkalin elektrolizorlerin verimliligi hidrojenin kalorifik degerine gore yaklasik

%50-60’a ulagsmaktadir.
Katot: 2H,0O + 2e° —» H, + 20H"

Anot: 4OH" — O, + 2H,0
Toplam: H,O — H, + % 0,

Kloratlarin veya perkloratlarin elektrokimyasal iiretimi gibi diger
islemlerde de belli miktarda hidrojen olusturulabilmektedir (Bi¢akova and Straka,

2010).
2.2.11 Proton degisim membrani elektrolizi

Proton degisim membran elektrolizorii, polimer elektrolit membranli bir
yakit hiicresi teknolojisi ile ¢alismaktadir. Tipik PEM elektrolizorlerinin temeli,
elektrot katalizorleri i¢in siyah platin, iridyum, rutenyum ve rodyum
kullanilmakta ve bir gaz ayiricis1 olarak islev goren ince Nafion polimer
membranlardan olugsmaktadir. PEM elektrolizoriindeki su, hidrojen katyonuna ve
oksijene boliindiigii anoda beslenir. Hidrojen katyonlar1 polimer zardan katoda

gecer. Katotta, hidrojen katyonlar1 dis devreden akan elektronlarla birleserek



10

hidrojen gazi olusmasina neden olur. Bir PEM elektrolizoriintin verimliligi %55-

70 civarindadir.
Anot: 2H,0—> O, + 4H" + 4¢”
Katot: 4H" + 46 —» 2H,

Toplam, alkalin elektrolizor ile aynidir:
H,O — H, + % 0O,

Hidrojenin iiretimindeki elektrolitin genel verimliligi esas olarak elektrik
enerjisi Uretiminin verimliligine (geleneksel kaynaklar i¢in %30-40) baglanabilir.
Elektrolizin genel etkinligi kabaca %25-35 arasindadir. Bu islemin avantaji, genis

uygulamalar i¢in ayni anda oksijen tiretmesidir (Bi¢akova and Straka, 2010).
2.2.12 Kati1 oksit elektrolizi

Kat1 oksit elektroliz hiicreleri (SOEC) esasen, elektrolit olarak kat1 madde
kullanan yakit hiicrelerinin kati oksitleridir. Elektrolit, artan sicaklikta oksijen
anyonlarin1 segici olarak aktarir. SOEC alkalin sistemi gibi c¢alisir, ¢linki
elektrolitten gegerken oksijen iyonu, hidrojeni reaktif olmayan bir buhar akisinda
birakir. Katotta su, hidrojen gazi ve negatif yiiklii oksijen iyonlari olusturmak igin
dis devreden elektronlarla baglanir. Oksijen iyonlar1 zardan gecer ve anotta

reaksiyona girerek oksijen gazi olusturur ve elektronlar1 dig devrede birakir.
Anot: 40H — O, + 2H,0 + 4¢”
Katot: 2H,0 + 2 —> H; + 20H"

Kat1 oksit elektroliz hiicreleri, 80-100 °C sicakliklarda g¢alisan PEM
elektrolizorlerine ve 100-150 °C sicaklik araliginda ¢alisan alkalin elektrolizorlere
kiyasla 500-800 °C'lik yiiksek sicakliklarda calisir. SOEC i¢in kullanilan
malzemeler, ZrO,'deki Y,0O3; gibi kati oksit yakit hiicreleri igin gelistirilen
malzemelere benzer. Anot i¢in malzeme Co-ZrO, veya Ni-ZrO,'dir, oysa
stronsiyum ile katkilt LaMnOj3 katot i¢in kullanilir. Yiiksek sicaklik elektrolizinin
verimliligi sicakliga ve termal kaynaga baghidir ve % 85-90 degerlerine ulasabilir

(Bicakova and Straka, 2010).
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2.2.13 Termoliz

Termoliz veya termokimyasal su ayrimi, suyun hidrojen ve oksijene
ayrilana kadar yliksek bir sicaklikta isitilma islemidir. Birincil enerji giderleri
stirdiiriilebilir 1s1 kaynaklari ile saglanamadigindan, sicakligi diisiirmek ve genel
verimliligi artirmak i¢in birka¢ termokimyasal su ayirma ¢evrimi Onerilmistir.
Termokimyasal dongiiler, farkli sicakliklarda bir dizi kimyasal reaksiyondan
olusur ve 1sinin, hidrojen formunda kimyasal enerjiye doniistiiriildiigii en umut
verici siireglerden birini olusturmaktadir. Termokimyasal ¢evrimin iki Ornegi

asagida gosterilmektedir:

Tek-kademeli su ayrima:

2H,0 —> 2H; + O, T>2500°C

Cok-kademeli Cu-Cl dongiisii:

2CuCly) + H20(g) —» CuO*CuCly) + 2HCl(g) T=400°C
CuO*CuClys) — 2CuClgy + 0,50, T=500°C
4CuCl) + Ho0 — 2CuClyag) + 2Cu(s) T=25-80°C
CuClyag) — CuClyg T=100°C

2Cus) + 2HClg —> 2CuClgy + Hy T=430-475°C
Yeni iki-adimli SnO,/SnO dongiisii:

SnO,) — SnO(y + 0,50, T=1600°C

SnOg) + H20@g) — SnOys) + Hyg T=550°C

Gerekli olan yiiksek sicaklik giines enerjisi veya niikleer enerji ile
saglanabilmektedir. Gliniimiizde, en umut verici, atmosfere herhangi bir sera gazi
(greenhouse gases-GHG) salmadan ve en az 550 °C 1s1 gerektirmeden Cu-Cl ve
Mg-Cl gibi diisiik sicaklik termokimyasal g¢evrimler goriinmektedir. Gerekli
ekipman icin yapilan sermaye yatiriminin yani sira, ilgili elementlerin toksisitesi,
Kimyasallarin  bulunabilirligi ve maliyeti, malzeme ayrimi ve korozyon
problemleri gibi kriterlerin hidrojen iiretim maliyetine yansidigi belirtilmektedir
(Nikolaidis and Poullikkas, 2017).
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2.2.14 Fotoelektroliz

Fotoelektroliz, direkt gilines 15181 kullanarak suyu hidrojen ve oksijene
ayirma islemidir. Fotoelektroliz sistemleri fotovoltaik sistemlerle aynidir, her iki
teknolojide de yart iletken malzemeler kullanilmaktadir. Fotovoltaikte p-tipi ve n-
tipi yart iletken malzemeler kullanilmaktadir. Elektrik akimi, elektronun ters
yoniindeki zorlanmis hareketi nedeniyle olusur. Fotoelektroliz isleminde elektrik
akimi {iretmek yerine su, hidrojen ve oksijene aynstirilir. Fotoelektroliz

reaksiyonu asagidaki sekilde gosterilmistir:
hv 1
H2O = Hyg+ SOz

WO3, Fe,03 ve TiO; gibi farkli foto elektrot malzemelerinin fotoelektroliz
yonteminde ince film olarak kullanilmas1 arastinlmistir. Fotoelektroliz
sistemlerinin performans1 esas olarak fotoelektrotlara ve kullanilan yar
iletkenlerin malzemelerine dayanir. Hidrojen iretim verimliligi, tek bant
araliginda % 8,3, ¢ift bant araliginda %30 oldugu saptanmistir (EI-Shafie et al.,
2019).

2.3 Mikroalgler

Mikroalgler, biyosferde yasayan tek hiicreli, fotoototrofik mikroskobik
organizmalardir. Cok cesitli sekil, boyut ve habitata sahiptirler. Ayn1 zamanda
renkleri de yesil, turuncu ve mor arasinda degismektedir. Bu organizma grubunun
taksonomik siniflandirilmasi birkag yiizyildan beri diizenlenmeye ¢alisilmaktadir.
Ancak hala tamamen ¢oziilemedigi ve yeni cihazlarin ve gozlem tekniklerin

gelistirilmesiyle yeni bilgiler eklenmektedir (Naselli-Flores and Barone, 2009).
2.3.1 Mikroalglerin taksonomik siniflandirma

Algler en az on farkli taksonomik boliime aittir. Siniflandirma dort ana
hususa dayanmaktadir: (1) pigmentasyon, (2) dahili depolama {iriinleri, (3) hiicre
duvar1 ve (4) flajelasyon (Tablo 2.2). Bu taksonomik parametrelerin tiimii
evrimsel olarak klasik kabul edilir ve bu nedenle taksonomik olarak algleri

tanimak i¢in iyi araglardir (Lowe and LaLiberte, 2006).



13

Tablo 2.2: Mikroalglerin taksonomik simiflandirilmas: (Lowe and LaLiberte,

2006).
Sube Pigmentasyon | Hiicre duvari Depolama Flajel
urtint
Bacillariophyta | Klorofil a ve ¢, | Cogunlukla Yag ve | Vejetatif
(diyatom) fakat Si0, ve st | Lokozin formlarinda
karotenoidler | iiste binen iki yok
baski,  hiicre | yaridan
renkleri olusmakta
genellikle
altinsi
kahverengi
Chlorophyta Klorofil a ve b | Seliiloz ve | Bitki Mevcut
(yesil alg) baskin pektin nisastasi oldugunda
genellikle 2-4
ve esit
uzunlukta
Cyanophyta Klorofil a ve | Peptidoglikan, | Glikojen Yok
(mavi-yesil alg) | fikobilinler; gram-negatif benzeri
mavi-yesil ile
zeytin  yesili
renklerinde
Chrysophyta Klorofil a ve c; | Pektin ve | Yag ve | Vejetatif
(sar1-yesil alg) | sari-yesil renk | seliiloz Lokozin formlarinda
yok
Rhodophyta Klorofil a ve | Manna ve | Glikojen Yok
(kirmizi alg) Fikoeritrin; ksilan (ince | benzeri
zeytin yesili ve | olarak)

kestane

renklerinde
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2.4 Mikroalglerin kullanim alanlari
2.4.1 Biyogiibre olarak kullanimi

Mikroalgler, tarimda biyoglibre ve toprak diizenleyici olarak
kullanilmaktadir. Siyanobakterilerin ¢ogu, atmosferik azotu sabitleyebilmekte ve
etkili bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, toprak verimliliginin korunmasinda
onemli rol oynamakta, dolayisiyla piring biiylimesini arttirmaktadir (Sharma and
Sharma, 2017). Piring yetistiriciliginde siyanobakterilerin tarimsal 6nemi, azot,
toprak ve bitki i¢in diger olumlu etkileri diizeltebilme yetenekleriyle dogrudan
iligkilidir. Sudan sonra azot, birgok alanda bitki biiylimesi i¢in ikinci sinirlayict
faktordiir. Bu elementin eksikligi giibreler tarafindan karsilanmaktadir. Mavi-yesil
alglerin kullanimiyla, verim artig1 ve giibre azotu tasarrufunun yam sira, topragin
azot ve karbonunun birikmesi, toprak pH’min ve elektrik iletkenliginin artmasi

gibi fiziko-kimyasal 6zellikleri de gelismistir (Priyadarshani and Rath, 2012).
2.4.2 Farmasotik kullanimi

Mikroalgler, biyolojik olarak aktif primer (birincil) ve sekonder (ikincil)
metabolitler agisindan oldukg¢a zengindir. Bu metabolitler, ticari kullanim igin
farmasotik endiistrisinde potansiyel biyoaktif bilesiklerdir. Farmasdotik ve besinsel
Ooneme sahip onemli protein kaynaklar1 ve katma degerli bilesikler olarak ortaya
cikmistir. Mikroalgler, dogal biyoaktif molekiillerin kaynag:i olarak onemli bir
cekicilige sahiptir. Kimyasal sentezi ile liretilmesi zor olan biyoaktif bilesikleri
kiiltiirde tretme potansiyeli bulunmaktadir (Priyadarshani and Rath, 2012).
Mikroalglerin  icerdigi  bilesikler —antioksidan, antibakteriyel, antiviral,
antienflamatuar ve antikanser 6zelliklere sahiptir (Metsoviti et al., 2019). Cesitli
mikroalglerin  (6rnegin; Chlorella wvulgaris, Chlamydomonas pyrenoidosa)
ekstraktlarimin hem gram-pozitif hem de gram-negatif bakterilere karsi in vitro
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu kanitlanmistir (Sharma and Sharma, 2017).
Ayrica, yesil alg, diyatom ve dinoflagellat ekstraktlarinin in vitro antifungal
aktiviteye sahip oldugu da bildirilmistir. Ochromonas sp., Prymnemisum parvum
ve bircok mavi-yesil alglerin, farmasotik uygulamalarima sahip olabilecek
toksinler iiretmektedir (Priyadarshani and Rath, 2012). Farmasétik uygulamalarda

mikroalgal biyokiitleden ¢ikarilan c¢oklu doymamis yag asidi (PUFA) ve
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dokosaheksaenoik asitin (DHA) yillik 10 milyar dolarlik piyasa degeri vardir ve
ayrica bebeklerin giinliik beslenmelerinde 6nerilmektedir (Naruka et al., 2019).

2.4.3 Akuakiiltir beslemede kullanimi

Mikroalgler, larva ve yavru balik kiiltiiriinde kullanilmasinin yani sira
yavru hayvanlarin  beslenmesinde gerekli olan zooplankton i¢in de
kullanilmaktadir. Akuakultiirde kullanilan en sik tiirler; Chlorella, Skeletonema,
Isochrysis, Pavlova, Phaeodactlyum, Chaetoceros, Nannochloropsis, Tetraselmis
ve Thalassiosira’dir (Khatoon and Pal, 2015). Kedi, kopek, akvaryum baliklari,
stis kuslari, atlar, kiimes hayvanlar1 igin genellikle Spirulina ve Chlorella
kullanilmaktadir. Larva beslemelerinde ise Chaetoceros, Thalassiosira,
Tetraselmis, Isochrysis ve Nannochloropsis tercih edilen mikroalg tiirleridir.
Mikroalg tiirlerinin 6zellikle protein agisindan zengin olan Hypnea cervicornis ve
Cryptonemia crenulata’nin karides beslemesinde test edilmesi su firiinleri
yetistiriciliginde mikroalglerin kullanilmasina bir drnektir. Diger bir 6rnek ise,
Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis ve Spirulina gibi mikroalgler karides,
salmonid baligi ve siis balig kiiltiirii i¢in dogal pigment kaynagi olarak

kullanilmaktadir (Priyadarshani and Rath, 2012).
2.4.4 Gidada kullanimi1

Mikroalgler, zengin bir karbonhidrat, protein, enzim ve lif kaynagidir.
Ayica, A, C, Bl, B2, B6, niasin, iyot, potasyum, demir, magnezyum ve kalsiyum
gibi bir¢cok vitamin ve mineral mikroalglerde bulunmaktadir. Bu kadar zengin bir
temel besin kaynagi olmasi, 6zellikle Cin, Japonya ve Kore gibi Asya iilkelerinde
onemli bir gida kaynagidir (Priyadarshani and Rath, 2012). Insan beslenmesi igin
giiniimiizde tabletler, kapsiiller ve sivilar gibi farkli sekillerde pazarlanmaktadir.
Ayrica makarnalar, atistirmalik yiyecekler, seker cubuklari veya sakizlar ve
iceceklere de dahil edilmektedir (Spolaore et al., 2006). Biyoteknolojik agidan en
uygun mikroalglerden bazilari; Chlorella vulgaris, Haematococcus pluvialis,
Dunaliella salina ¢ogunlukla insanlar i¢in besin takviyesi olarak kullanilmaktadir.
Mavi-yesil bir alg olan Spirulina platensis, insanhigin bildigi en besleyici
gidalardan biridir. Milkemmel bir protein kaynagi, ¢coklu doymamis yag asitleri,

pigmentler, vitaminler ve fenolikler igerdigi gosterilmistir. Giiniimiizde
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Spirulina’nin esas kullanimi, mavi fotosentetik bir pigment olan fikosiyaninin

elde edilmesi igindir (Priyadarshani and Rath, 2012).

Gida olarak kullanilan bir diger potansiyel mikroalg, Chlorella’dir.
Chlorella’nin en 6nemli ekonomik iiriinii, meyve ve sebze koruyucularinda
kullanilan ¢esitli yan {irinlerdir. Bir diger onemli mikroalg ise Dunaliella
salina’dir. Bu tiir, fotosentetik pigment ve p-karoten kaynagi igin
yetistirilmektedir. B-karoten, C vitamini takviyesi olarak kullanilmaktadir. Suanda
mikroalg pazarina Chlorella ve Spirulina hakimdir. Temel olarak yiiksek protein
icerigi ve besin degerlerine sahip, ayrica bilyiimeleri kolaydir (Priyadarshani and
Rath, 2012).

2.4.5 Kozmetikte kullanimi

Mikroalg bilesenleri kozmetikte ¢ogunlukla kivamlastirict maddeler, su
baglayict maddeler ve antioksidanlar olarak kullanilmaktadir. Kozmetik igin
kullanilan tipik tiirler; Chondrus crispus, Mastocarpus stellatus, Ascophyllum
nodosum, Alaria esculenta, Spirulina platensis, Nannochloropsis oculata,
Chlorella vulgaris ve Dunaliella salina’dir. Mikroalg ekstreleri siklikla yiiz ve cilt
bakim iiriinlerinde, yaslanma karsit1 krem, canlandirici veya yumusatict bakim
iiriinlerinde bulunmaktadir. Bunun diginda giinesten korunma ve sa¢ bakim
tirtinlerinde de kullanilmaktadir (Priyadarshani and Rath, 2012). Bazi mikroalgler,
fotosentezde yer alan goriiniir radyasyonun ge¢mesine izin verirken kendilerini
UV radyasyonundan korumak igin sporopollenin, scytonemin ve mikosporin
benzeri aminoasitler gibi organik metabolitler iiretmektedir (Sharma and Sharma,
2017).

2.4.6 Gida renklendirici olarak kullanimi

Mikroalgal pigmentler, dogal gida boyasi olarak kullanilmaktadir. Bazi
mikroalgler Onemli miktarlarda karotenoit icermektedir. Bu karotenoitler,
margarine sari rengi saglamada, balik etinin ve yumurta sarisinin rengini
arttirmakta ve tahil sagligini ve verimliligini arttirmakta gida katki maddesi olarak
kullanilmaktadir (Sharma and Sharma, 2017). Ozellikle, dogal p-karoten,
sentetikle kiyaslandiginda daha iistlin fiziksel 6zelliklere sahiptir. Ulusal Kanser
Enstitiisti, B-karotenin antikanserojen oldugunu belirtmistir. Ayrica, kolesterolii

kontrol etmede ve kalp hastaligi riskini azaltmada p-karotenin etkili oldugu
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yapilan ¢aligmalarda kanitlanmistir. Bu bulgular, B-karoteni degerli kilmakta ve
talebin artmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte, mikroalglerin bir gida
boyasi olarak kullanilma potansiyeli sinirlidir. Bu simnirlamaya ragmen, mikroalg
kaynakli gida renklendirme pazari genistir. Dunaliella salina, fotosentetik
pigment olan P-karoten i¢in yetistirilmektedir ve turuncu bir boya olarak

kullanilmaktadir (Priyadarshani and Rath, 2012).
2.4.7 Yiiksek degerli molekiil olarak kullanimi

Bilinen en az 30.000 mikroalg tirii bulunmaktadir. Sadece bir kismi
suanda ticari 6neme sahiptir. Bunlar genellikle pigmentler veya proteinler gibi
yiikksek degerli bilesenlerin ¢ikarilmasi igin yetistirilmektedir. Mikroalgler,
fonksiyonel icerik olarak kullanilabilecek biyolojik aktiviteye sahip yeni bilesik
kaynag1 olarak gosterilmektedir. Aslinda, bazi mikroalgler ekstrem kosullarda
(yiiksek tuzluluk, diisiik sicaklik, UV 1sinlar1 gibi) yasayabilmektedir. Bu nedenle
hayatta kalabilmek icin diger canlilarda bulunmayan c¢ok cesitli ikincil
metabolitler lretmektedirler. Ayrica, biiyiik taksonomik c¢esitlilik gbéz Oniine
alindiginda, biyolojik olarak yeni aktif bilesiklerin aranmasi oldukg¢a genis bir
alan olarak goriilebilir. Deniz mikroalgleri, birka¢ hastalifin dnlenmesinde veya
tedavisinde etkili oldugu gosterilen yiiksek oranda ¢oklu doymamis yag asitleri
(PUFA) ile onemli bir yenilenebilir biyoaktif lipit kaynagi olarak kabul
edilmektedir. Coklu doymamis yag asitleri, kardiyovaskiiler bozukluklar, kanser,
tip 2 diyabet, enflamatuar bagirsak rahatsizliklari, astim, artrit, bobrek ve cilt
rahatsizliklart dahil olmak {izere depresyon ve sizofreni gibi birgok hastaligin
onlenmesinde veya tedavisinde etkili oldugu gosterilmektedir. Dunaliella,
Chlorella ve Spirulina tiirleri, lipidler, protein ve pigmentler gibi yiiksek degerli
bilesikleri tiretmek igin basariyla kullanilmaktadir (Priyadarshani and Rath, 2012;
Sharma and Sharma, 2017).

2.4.8 Biyoyakit olarak kullanimi

Mikroalgler, yiiksek yag igerigi ve hizli biyokiitle {iretimi nedeniyle biyoyakit
iretimi i¢in potansiyel olarak iyi kaynaklar olarak kabul edilmektedir (Khatoon
and Pal, 2015). Son yillarda, alternatif bir biyodizel hammaddesi olarak mikroalg
kullanimi, aragtirmacilardan ve girisimcilerden bliyiik ilgi gérmektedir.

Mikroalgler bu konuyla ilgili bir¢ok avantaj sunmaktadir:
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- Soya fasulyesi ve diger yag bitkilerinden daha yiiksek (1000-4000
galon/doniim/y1l) iiretilebilmektedirler.

- Geleneksel tarimla rekabet edemezler, ¢linkii geleneksel yiyecek ve yem
degildirler. Ayrica, biiylik acik havuzlarda veya tarima elverisli olmayan
arazilerde bulunan kapal1 fotobiyoreaktorlerde tiretilebilirler.

- Cok c¢esitli iklim ve su kosullarinda yetisebilir ve COz’yi pek ¢ok
kaynaktan kullanabilirler.

Trans-esterifikasyon yoluyla biyodizel, fermantasyon yoluyla biyoetanol,
anaerobik sindirim yoluyla metan, yanma yoluyla 1s1, termokimyasal doniisim
yoluyla biyo-yag, biyolojik komiir ve yiiksek proteinli hayvan yemi gibi genis
tirtin yelpazesine sahiptir (Priyadarshani and Rath, 2012).

Algal biyoyakit ¢aligmalarindaki en son trendlerden biri olan biyohidrojen ise,
ilk olarak 1942'de literatiirde ortaya cikmaktadir. Gilinlimiizde algal hidrojen
iiretiminin bilinen metabolizmasi, hidrojenaz olarak adlandirilan bazi enzimlerin
anaerobik kosullar altinda aktivasyonudur. Algal biyohidrojen iiretimi bazi
yonlerden degerlendirilmektedir: (1) hidrojenaz enzimlerinin oksijene duyarliligy;
(2) inhibitorlerin hidrojen iiretim mekanizmasi ile iliskisi; (3) mikroalg tiirlerine
0zgli hidrojen iiretimi; (4) hidrojen iiretiminin genetik temeli; (5) depolama
metabolizmasini degistirmek icin hiicre metabolizmasinin diizenlenmesi; (6)
beslenmenin PSII sistemine etkisi; (7) biyofotolizin degerlendirilmesi; (8) verimli
bir liretim icin genetik miithendisligi araglari; (9) ticarilestirme ve biiylitme; (10)

siirdiiriilebilir biyohidrojen iiretimi i¢in immobilizasyon (Oncel et. al, 2015b).
2.5 Chlamydomonas reinhardtii

Chlamydomonas reinhardtii, adi; yAduvg (chlamys) pelerin veya ortii,
uovog (monas) tek olan Yunancadan gelen tek hiicreli bir yosundur (Dubini,
2011). Chlamydomonas reinhardtii hiicreleri, 6n u¢larinda iki flagel bulunan, oval
sekilli, yaklasik 10 um uzunluk ve 3 pm genisligindedir. Hiicreler, hiicre hacminin
%40'm1 isgal eden tek bir kloroplast ve birka¢ mitokondri igerir. Bu hiicreler
ciftlesme tipi (+) veya ¢iftlesme tipi (-) olarak bulunur. Haploid vejetatif hiicreler
mitotik boliinmelerle ¢ogalir. Bununla birlikte, azot acgligi lizerine vejetatif
hiicreler, uygun aydinlik-karanlik kosullar altinda mayoz gecirecek ve vejetatif

bliyiimeye devam edebilen dort haploid kiz hiicresi iiretecek olan bir zigot
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olusturacak sekilde gametlere ve capraz ciftlesme tipi kaynasmayla olusan
hiicrelere farklilagirlar. Ciftlesme reaksiyonundan sonra mitotik olarak bdliinen
diploid hiicrelerin geri kazanilmasi da miimkiindiir (Rochaix, 2013). Bu tatli su
yosunu, sirali bir genomun mevcudiyeti, genomunu manipiile etmek i¢in ¢ok
cesitli karmasik genetik araclar, eksprese edilmis bir sekans etiketi gibi
biyoinformatik araglarin varligi, klasik genetik analizlere ve ¢esitli genotiplerin
iiretilmesine / incelenmesine izin veren basit bir eseysel dongiiye sahip olmasi
nedeniyle yesil alglerde biyoyakit ¢alismalar1 i¢in bir model organizma haline
gelmistir. Chlamydomonas bu nedenle hidrojen, etanol ve lipit tiretim yollarinda

bir dizi bilginin mevcut oldugu iyi bir ¢alisma modelidir (Dubini, 2011).

Ehrenberg, 1833'te Chlamydomonas cinsini ve 1888'de Dangeard C.
reinhardtii tiirtinii tanimlamistir. Chlamydomonas, 20. yiizyilin baslarinda genetik
calismalar i¢in uygun bulunurken, C. reinhardtii'nin model bir organizma olarak
gelisimi, ilk mutantlarin iretildigi 1950'lere dayanmaktadir (Harris, 2009). C.
reinhardtii, i¢ transkripsiyonlu aralayicilarin (ITS) veya gesitli filogenetik olarak
bilgilendirici genlerin sekanslanmasi yoluyla acik bir sekilde tanimlanabilir
(Préschold et al., 2005). Yine de bir¢ok ekolojik calisma Chlamydomonas

tirlerini tanimlamak i¢in 11k mikroskobuna dayanmaktadir (Sasso et al., 2018).

Optimum kosullar altinda C. reinhardtii ¢ok hizli biiyiir ve yaklasik 8
saatte bir ikiye katlanabilmektedir (Sasso et al., 2018). Biiyiime ortaminda asetat
mevcudiyetinde, C. reinhardtii hiicrelerinin fotosentetik fonksiyonuna gerek
kalmayabilir. Bu 0zellik, fotosentetik aktivitede eksik olan mutantlarin izole
edilmesi ve muhafaza edilmesi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Hiicreler
boylece, tek karbon kaynagi olarak CO; ve 151k iceren minimal ortam (fototrofik
biiylime), 151kl1 (miksotrofik biliylime) veya 1s1ksiz (heterotrofik biiylime) asetat
iceren ortam olmak {izere li¢ farkli kosulda biiyiitiilebilir. Daha da 6nemlisi,
karanlikta yetisen C. reinhardtii hiicreleri, 151k yoklugunda klorofil sentezleme
kabiliyetlerinden dolay1 fonksiyonel bir fotosentetik ara¢ saglarlar. Hiicrelerin
biiyiimesi aydinlik-karanlik dongiilerle kolayca senkronize edilebilir (Rochaix,
2013).
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2.5.1 Chlamydomonas reinhardtii ve biyohidrojen

Tek hiicreli yesil alg Chlamydomonas reinhardtii, kloroplast stromada
lokalize olmus oldukga aktif olan [FeFe] -hidrojenaz HydAl enzimine sahiptir. Bu
molekiil O;’ye karst oldukg¢a duyarlidir ve sadece O, yoklugunda ifade
edilebilmektedir. Enzim, fotosentetik elektron tasima zincirinin indirgeyici
bolgesinde yer almaktadir ve elektronlart dogrudan ferrodoksinden kabul
etmektedir. Bu nedenle hidrojen, CO, asimilasyonu olan diger indirgeyici
yollardaki elektronlar igin rekabet eder. C. reinhardtii’de hidrojen tiretimi, CO,
konsantrasyonu diigiik oldugunda veya tam tersi oldugunda en yiiksek oldugu

gosterilmistir (Hemschemeier et al., 2008).

Hidrojen tretimi sadece 1sikta gozlenmektedir. Bu da fotosentetik 11k
reaksiyonlarindan kaynaklanan elektronlarm H* indirgenmesi icin ana elektron
kaynagi oldugunu gostermektedir. Daha Onceki c¢aligmalarda, PSI'in C.
reinhardtii'de hidrojen iiretimi i¢in vazgegilmez oldugu, oysa PSII'nin olmadigi
gosterilmistir. PSII'nin hidrojen foto-evrimi igin gerekli olmamasma ragmen,
hidrojenaz i¢in bir elektron kaynagi olamaktadir, bunun sonucunda ayn1 anda H;
ve O, iiretimi ile sonuglanmistir. Ancak, bu islem sadece gegici olarak (60-90 s)
gerceklesmektedir. Ciinkii hidrojenaz fotosentetik olarak iiretilen O, tarafindan
inhibe edilmektedir. Hidrojen foto-evrimi igin elektron saglayabilen ikinci bir yol,
NAD(P)H-plastokinon-oksidorediiktaz ile plastokinon (PQ) havuzundaki
NAD(P)H’den elektron aktararak gerceklestirilen fotosentetik elektron taginmasi
ile organik substratlarin  oksidatif degradasyonunu birlestirmektir. PQ
havuzundaki fotokimyasal olmayan indirgenme yiiksek bitkilerde ve C.

reinhardtii’de gozlemlenmistir (Hemschemeier et al., 2008).

Melis et al. (2000), siilfiir (S) yoksunluguna dayanan ve uzun siireli
hidrojen tiretimine izin veren bir deney protokolii onermislerdir. Bu protokol iki
asamali bir slirece dayanir: ilk asamada, oksijenli fotosentez, biyokiitle ve
karbonhidrat depolarinin {iretimini yonlendirir ve ikinci bir anaerobik asama
sirasinda hidrojenaz indiiklenerek hidrojen iiretilir. Silflir a¢liginin hidrojen
iretimine iki 6nemli etkisi vardir: (1) besin acligina genel bir yaniti tanimlayan
biiyiik bir nisasta birikimi, (2) PSII aktivitesinde kademeli bir diisiis. Fotosentetik

O, olusum hiz1 solunum hizinin altina diistiigiinde, hidrojenazin indiiklenmesini
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ve birka¢ gilin boyunca oOnemli miktarlarda hidrojen {iretilmesini saglayan
anaerobik kosullar olusarak hidrojen biriktirmeye baslar. Hidrojen {iretimine
paralel olarak nisasta parc¢alanir (Chochois et al., 2009; Hemschemeier et al.,
2008).

Hidrojen iretimini analiz etmek igin yapilan deneyler gézlemlendiginde,
stlfir yoksunlugunda hidrojen iireten C. reinhardtii hiicrelerinde, protonlarin
indirgenmesi icin elektronlar farkli kaynaklardan meydana getirilmistir. Bu
elektron kaynaklarindan biri, PSII'nin artik su-ayirma aktivitesiyle, digeri ise
elektronlarin fotokimyasal olmayan PQ indirgenmesi yoluyla fotosentetik elektron
tasima zincirine aktarilma sonucu gergeklesmistir. Melis et al. (2000), hiicre igi
rezervlerin (nisasta, protein) oksidasyonunun hidrojenaz yolu i¢in ana elektron
kaynagi oldugunu 6ne siirerken, digerleri PSII aktivitesinin temel elektron donorii
oldugunu belirtmistir. DCMU'nun (3-(3,4-diklorofenil) -1,1-dimetiliire) H»-
evrimi lizerindeki uzun vadeli etkisi ile ilgili sonuglara bakildiginda, siilfiir
icermeyen ortama transfer edildikten hemen sonra DCMU ile muamele edilen alg
kiiltiirlerinde nisasta birikiminin ve hidrojen {iiretiminin neredeyse tamamen
onlendigi gosterilmistir. Ancak, DCMU ilavesinden dnce nisasta biriktirebilen C.
reinhardtii kiiltiirleri hidrojen iretmistir, bu da PSII'nin hidrojen {retimi i¢in

vazgecilmez olan nisastanin olusumu i¢in gerekli oldugunu gostermektedir.

Hidrojen iiretiminde nisasta fermantasyonunun Onemi, Gibbs et al.
(1986)’nin oOncii ¢alismalarinda fark edilmistir. Sta6 ve sta7'min nisastasiz C.
reinhardtii mutantlarinin hidrojen iiretme yeteneklerinin gligli bir sekilde
etkilendikleri gozlemine dayanarak, Posewitz et al. (2004) nisasta
metabolizmasinin C. reinhardtii hidrojen iiretiminde merkezi bir rol oynadigin

ileri stirmiistiir (Chochois et al., 2009).

2.5.1.1 D1 proteini

Iki fotosistem (PS) reaksiyon merkezi, PSII ve PSI tarafindan baslatilan
coklu birim klorofil-protein kompleksleri, giines 1s1gindan toplanan enerjiyi
kullanarak sudan NADP + 'ya elektron transferini katalize eder. PSII reaksiyon
merkezinin 6ziinde, redoks kofaktorleri ile iki protein, D1 ve D2'den olusan bir

heterodimer bulunur. D1 proteini, hizli, foton-akisa bagimli bir doniis ile
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karakterize edilir ve dogrudan fotosentetik elektron taginmasina ve oksijen

gelisimine aracilik eder (Antonacci et al., 2018).

Silfiirin - D1 protein sentez mekanizmasindaki rolii 1998'den beri
bilinmektedir. Siilfiir yoksunlugunun hiicrelerin fotosentetik aktivitesinde énemli
bir azalmaya neden oldugu ve ayrica D1 sentezinde bozulma oldugu belirtilmistir.
D1 proteinindeki amino asitlerin yap1 taslarindan biri olan kiikiirt, D1 aktivitesini
kontrol etmek i¢in kilit noktadir. Bu bulgularla genetik manipiilasyonlar
yapilarak, D1 protein onarim aktivitesini azaltmasi bdylece PSII aktivitesinin
diistiriilmesiyle hidrojen iiretimine katki saglamasi amaciyla da kullanilmaktadir

(Oncel et al., 2015a).

Genellikle, D1 proteininin = hizli, 1s18a bagimli  devrinin  PSII
fotoinaktivasyonu (PSIIPI) tarafindan tetiklendigi varsayilmaktadir ve bu nedenle
asil amag fotoinaktif PSII komplekslerinin onarimidir (Komenda, 2000). PSII
reaksiyon merkezini olusturan alt birimlerin islevselligine biiyiik 1ilgi
gosterilmistir. Bunlar arasinda D1 proteini, 1518a bagli bir sekilde meydana gelen
en yiiksek devir hizina sahiptir. D1 reaksiyon merkezi proteininin QB baglanma
yerinin PSII yoluyla fotosentetik elektron tasinmasi i¢in gerekli oldugu ve hasar
olusumunun sinyalizasyonunda 6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir (Faraloni and
Torzillo, 2010). Bu boélgede yapilan bir¢ok amino asit siibstitiisyonundan sadece
birkacinda D1 fonksiyonu fotosentetik kabiliyetinin kaybina neden olur ve bu
durum ¢ogu pozisyonun kalint1 grubu konformasyonunda veya yiikiinde 6nemli
farkliliklar1 tolere edebilecegini ve hala D1 fonksiyonuna izin verebilecegini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, optimum PSII aktivitesi i¢in belirli kalintilar
gerekli olabilir veya belirli ¢evresel kosullar altinda fonksiyonel avantajlar

saglayabilir (Torzillo et al., 2008).

PSII reaksiyon merkezinin yapisal ¢oziiniirligi, D1 ve D2 protein
heterodimerinin 1sikla calisan fotokimyasal reaksiyonlarda yer alan, bagli redoks
kofaktorleri de dahil olmak iizere atom detaylar1 ve yapisal / fonksiyonel iligkiler
saglamistir. Daha Once, herbisite (6rnegin, atrazine, DCMU) direnc¢li yabanci
otlarin D1 proteinlerinde tek amino asit kalintist ikameleri oldugu, ancak D1
protein sentezinden etkilenmedigi tespit edilmistir. Herbisit duyarliliginin

degistirilmesinin yant sira, DI'in DE-stromal halkasindaki bolgeye 06zgii
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mutasyonlar, ¢ogunlukla birincil (QA) ve ikincil (QB) PSII kinonlar1 arasindaki
elektron transferinin bozulmasi nedeniyle mutant fotoototrofik biiyiimenin ve

fotosentetik performansin ciddi sekilde azalmasina neden olmustur (Antonacci et
al., 2018).

D1 proteininin bir baska temel islevi, PSII aracili elektron tasinmasinda
yer alan kofaktorlerin ¢oguna baglanmasidir. S155 ve D170 arasindaki amino asit
kalintilarinin ¢ogu, oksijen gelisen kompleks seviyesinde D1-Y16'dan P680 + ‘a
elektron transferine aracilik etmede ¢ok 6nemli olabilir ve bazilarinin manganez
kiimesinin baglanmasi i¢in ¢ok Onemli oldugu kesfedilmistir (Torzillo et al.,
2008).

DIl'in QB baglanma bdlgesindeki tek noktali mutasyonlarin metabolik
sonuclari, QB bolgesi ana herbisit baglayici nis olan bu nedenle hem yapisal hem
de diizenleyici fonksiyonlar acisindan biiylik ilgi ¢ekmektedir. QA'dan QB'ye
elektron transferi, PSII'nin indirgeyici hizini belirleme asamasidir ve bu nedenle,
D1 iizerindeki QB baglanma bdlgesi, fizyolojik stresle basa ¢ikma olgularini akis
yoniindeki genetik kontrolii i¢in avantajli bir yerdir (Antonacci et al., 2018).

Bir ¢alismada, C. reinhardtii'nin bir D1 mutant susu, hidrojen olusum
kapasitesi acisindan taranmustir (Torzillo et al., 2008). Makarova et al., (2007), D1
proteini lizerindeki mutasyonlara olan ilgi (1) PSII reaksiyon merkezinde dnemli
bir rol oynamasi ve (2) siilfat eksikliginde {iiretim hacminin biiyiik olgiide
etkilenmesi nedeniyle artmaktadir. Hidrojen iiretim metabolizmasinda yer alan ana
yollarin katkisinin daha 1yi anlasilmasi hidrojen ¢iktilarini iyilestirmek i¢in esastir

(Scoma et al., 2012).

2.5.1.2 Siklik elektron akisi

Fotosentezin dogrusal elektron akisina ek olarak, PSI ¢evresindeki siklik
elektron akis1 (CEF), PSI'nin alici tarafinda bulunan elektronlarin (azaltilmig
ferredoksin veya NADPH) sistemler arasi elektron tasima zincirine, yani PQ
havuzuna veya sitokrom b6 / f kompleksine izin verir. CEF'nin, fotokimyasal
olmayan soniim (NPQ) olusumunda yer alan bir tilakoid trans-membran proton
gradyan1 olusturdugu gosterilmistir. Chlamydomonas'ta CEF, PSI ve PSII
arasindaki uyarma enerjisinin yeniden dagitilmasinda yer alan bir olgu olan durum

gecisiyle diizenlenir. Durum 1'den durum 2'ye gecis, 0rnegin anaerobik kosullar
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altinda PQ havuzunun redoks durumundaki bir artiga yanit olarak gergeklesir. Bu,
STT7 kinazi mobil 151k hasat kompleksi II'yi (LHCII) fosforile etmek i¢in tetikler,
bu da fosforile LHCII'nin PSII'den PSI'ya tasinmasina neden olur. CEF'nin,
CEF'de yer alan fonksiyonel bir siiper kompleksin varliginin son zamanlarda
tanimlandigr durum 2'de Ozellikle aktif oldugu gosterilmistir. PGRS ilk olarak
Arabidopsis thaliana'da NPQ'dan etkilenen Arabidopsis mutantlarinin  bir
ekranindan CEF'nin temel bir molekiiler bileseni olarak tanimlanmistir. Daha
yakin zamanlarda, Proton Gradyan Regiilasyonu Benzeri 1 (PGRL1)
Arabidopsis'te CEF'nin bir bagka onemli bileseni olarak tanimlanmistir ve hem
PGRS5 hem de ferredoksin ile etkilesime girmistir. C. reinhardtii'de PGRLL1'In
asag1 regililasyonu, 6zellikle demir eksikligi kosullar1 altinda CEF'de bir bozulma
ile sonu¢lanmistir. Hidrojen iiretimi ve CEF arasinda cekirdege kodlanmis bir
mitokondriyal proteinden etkilenen C. reinhardtii mutantinin ¢alismasina
dayanarak bir iliski Onerilmis olsa da, bu korelasyonun mekanik dogasi heniiz

belirlenmemistir (Tolleter et al., 2011).

Mitokondride, elektronlarin NADH substratlarindan ve siiksinattan
transferi, enzimatik kompleksler I, II, III, IV tarafindan katalize edilmektedir ve
molekiiler oksijen nihai alicidir. Elektron transferi, I, III ve IV kompleksleri
tarafindan tretilen bir elektrokimyasal transmembran gradyami vasitasiyla ATP
sentezine tekrar baglanmaktadir. Kloroplastlarda oldugu gibi elektronlar, alternatif
oksidaz (AOX) yoluyla kompleks 111 ve IV aktivitelerini atlayarak veya alternatif
bir NADH dehidrojenaz (Ndal gibi) yoluyla kompleks | aktivitesini atlayarak
alternatif yollar1 takip edebilmektedir. Bu iki yol, elektrokimyasal transmembran
gradyaninin olusumuna bagl degildir ve solunumun enerji verimini azaltmaktadir.
Ayni zamanda ubikinonun azaltilmis ve oksitlenmis formlar1 arasindaki orani

veya NADH tiiketimini koruyarak stres kosullarinda diizenleyici olarak da hareket

eder (Larosa et al., 2018).

Fotosentetik organizmalarda hem kloroplast hem de mitokondri, ortamdan
kaynaklanan bir¢ok farkli uyarana cevap verir ve siirekli iletisim halindedir. Bu,
CEF'nin aktivasyonu yoluyla kloroplastta NADP™ azalmasina karst ATP sentezini
tercih eden fotosentetik sistemin yeniden diizenlenmesini saglayan solunum
komplekslerinden etkilenen Chlamydomonas reinhardtii mutantlari tarafindan iyi

orneklenmistir.  Ote  yandan, kloroplast proteinlerindeki  degisikliklerin
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mitokondriyi etkiledigi gosterilmistir. Ornegin, CEF'de degistirilen fotosentetik
PGRL1 mutant1 solunumda artig gostermistir (Larosa et al., 2018).

2.5.1.3 Alternatif oksidaz

Mitokondriyal alternatif oksidaz (AOX), solunum zincirinin kompleks I11
ve kompleks IV'iinli atlayan bir terminal ubikinol oksijen oksidorediiktazdir.
Aktivitesi, sitokrom yolagi ile AOX'un kendisi arasinda bir elektron ayrigmasi
olusturur, bu da sonugta solunum zincirinin elektronu bagina proton pompalama
verimliliginde bir azalmaya yol agar. Boylece, AOX'un aktivitesi ATP {iretimiyle
birlestirilmez ve iiretilen serbest enerji 1s1 olarak dagitilir. Bu, AOX'un ¢ok yaygin
oldugu oOzellesmis dokudaki termojenezden sorumludur (Araceae c¢omagi).
Termojenik olmayan dokularda ve hiicrelerde AOX'a iki 6nemli rol baglanmistir.
[k olarak, indirgenmis ve oksitlenmis ubikinon formlari arasinda uygun bir oran
korunarak, AOX'un aktivasyonu, zararli reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iiretilmesine yol acabilecek solunum =zinciri bilesenlerinin asir1 azaltilmasini
onleyen bir mekanizma olabilmektedir. Ikincisi, mitokondriyal ubikinon havuzu,
enerji metabolizmasinin redoks gii¢ tikanikligi olarak kabul edilebilir ve cesitli
dehidrojenaz tiirlerinden elektronlar1 kabul eder. Sonug¢ olarak, ubikinoliin AOX
tarafindan yeniden oksidasyonu, yiiksek indirgenmis substrat arzi ve / veya
yilksek fosfat potansiyeli durumunda solunum zincirinin yukarisindaki
oksitlenmis kofaktorlerin rejenerasyonuna da izin verecektir. Daha yiiksek
bitkilerde, ¢ok ¢esitli stres faktorlerinin AOX gen transkripsiyonunu ve / veya
AOX protein ekspresyonunu arttirdigi bilinmektedir. Bunlar arasinda sogutma,
oksidatif stres, tuz stresi, agir metallere maruz kalma, fosfat smirlamast ve
sitokrom yolunun inhibisyonu veya kisitlamasi bulunmaktadir (Mathy et al.,

2010).

Tiim bu ¢aligmalar, hiicre fizyolojisindeki AOX'un farkli olasi rollerini
tanimlamig, AOX'un aerobik metabolizma dengesinin son kontrol noktasini
olusturdugunu ve g¢esitli streslerle karsi en uygun metabolik kararli durumun
korunmasini sagladigini gostermistir. Dolayisiyla, enerji dagitma sistemlerinin
asir1 ekspresyonu veya inaktivasyonu yoluyla oksidatif fosforilasyon veriminin
bozulmasi, bu sistemlerin ekspresyon seviyesindeki degisiklikleri dengelemek icin

yukaridaki metabolik yolaklar iizerinde kiiclik bir etkiye sahip oldugu
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belirtilmektedir. Ayrica, bu gibi durumlarda 6nemli sayida faktoriin etkilenmesi
muhtemel oldugundan, karsilastirmali proteomik gibi kiiresel arastirma
tekniklerinin kullanilmasi, etkilenebilecek dnemli metabolik yolaklari tanimlamak

icin uygun bir segenek gibi goriinmektedir (Mathy et al., 2010).

2.5.1.4 Proton gradyan regiilasyonu benzeri 1 kompleksi

Fotosentetik Okaryotik organizmalarin metabolizmalarinda, NADPH ve
ATP’yi besleyen molekiilerin sentezi i¢in kloroplast ve mitokondri olmak tizere
iki organel bulunmaktadir. Bu iki organel, proton translokasyonuna bagli elektron
transferinde yer alan, membrana bagli enzimatik kompleksler ve ATP sentezini
yonlendiren bir proton hareket kuvveti gibi ortak &zellikleri bulunmaktadir

(Larosa et al., 2018).

Kloroplastlarda 151k enerjisi, fotosistem II (PSII), sitokrom b6f (Cyt b6f)
kompleksi ve fotosistem | (PSI) ile dogrusal elektron akisi (LEF) olarak
adlandirilan bir yolda, NADPH iiretmek i¢in sudan NADP + 'ya elektron
taginmasini saglamaktadir. LEF, kloroplast stromadaki tilakoid liimeninden proton
translokasyonuna baglanmaktadir ve ATP sentezi i¢cin ATP sentazindan
faydalanan bir transmembran elektrokimyasal potansiyel olusturmaktadir. Ancak
elektronlar, ATP ve NADPH'nin talebinin / mevcudiyetinin siirekli degistigi
kosullarda, ozellikle dalgalanan 151k yogunlugunda, 6nemli bir rol oynayan
alternatif yollar1 da takip edebilmektedir. Bu alternatif elektron akig yolaklarina
ornek olarak plastid alternatif oksidaz, su-su dongiisti ve PSI etrafindaki siklik
elektron akisin1 igermektedir. CEF ile ilgili iki yol yesil alg Chlamydomonas
reinhardtii model organizmada tanimlanmistir: (1) NDA2 NADPH: plastokinon
oksidorediiktaz, plastokinonda indirgenen NADPH’1 kullanmaktadir. (2)
Ferrodoksin: plastokinon oksidorediiktaz aktivitesi ile PGR5-PGRL1 kompleksi

(Larosa et al., 2018).

Bu ¢aligmadaki amag, biyohidrojen iiretiminde model organizmalardan biri
olan Chlamydomonas reinhardtii mikroalgine ait farkli mutasyonlari igeren
suslarin biyohidrojen iiretim potansiyellerini belirlemektir. Bunun i¢in, iki farkl
biyohidrojen iiretim metodu denenmis ve elde edilen veriler dogrultusunda en ¢ok
hidrojen {ireten suslar ile 2,5 L’lik karistirmali tank fotobiyoreaktdriinde hidrojen

iiretimleri gergeklestirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg
3.1.1 Mikroalg

Kiiltivasyon ve hidrojen iiretiminde model organizma olarak
Chlamydomonas reinhardtii’nin 11 farkli susu, CC124, D1 mutantlar1 D239-40,
D240, D240-41 (Dr. Giuseppe Torzillo and Dr. Cecilia Faraloni, CNR, Italya),
WT (wild type), PGRL1L mt (-), PGRL1 mt (+), PGRL1xAnd4 Véro,
PGRL1xAnd4 1130, AOX, T-1 (Prof. Dr. Claire Remacle, Liége Universitesi,
Belgika) kullanilmustir.

3.1.2 Mikroalg kiiltivasyonu

Biiyiime egrisi i¢in, 250 ml’lik erlenmayer siseler kullanilarak iki farkli
iiretim ortaminda kiiltivasyon gergeklestirilmistir. Bu ortamlar TAP (Tris-Asetat-
Fosfat) (Tablo 3.1) ve HS (Sueoka’s high salt medium) (Tablo 3.2) ‘dir. Biitiin
calismalar aseptik kosullarda gergeklestirilmistir. Ortam sterilizasyonlar1 ve
kullanilacak gereglerin sterilizasyon islemleri 121 °C’de 20 dakika otoklav cihazi
kullanilarak buhar sterilizasyon yontemiyle steril edilmis ve Biyogiivenlik

Seviyesi 2 ¢alisma kabininde ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Tablo 3.1: TAP iiretim ortaminin formiilasyonu.

Kimyasal Ad1 Miktar (g/L) Stok Ismi Konsantrasyon
(ml/L)
K2HPO, 108 Fosfat
KH,PO, 56 Tamponu 1
NH,CI 40
CaCl,*2H,0 5 Nutrient Stok 10
MgSO,*7H,0 10
NaEDTA 57,05 Hutner’s Trace 1
HsBOs; 11,4 Element
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MnCI2*4HZO 5,06
CoCl,*6H,0 1,61
MO7024(N H4)6*4H20 1,1
ZnSO4*7H20 22
FeSO,*7H,0 4,99
CuSO4*5H,0 1,57
Tris 121,14 Tris 20
Asetik asit S1vi formda Asetik Asit 1
Tablo 3.2: HS iiretim ortaminin formiilasyonu (Nagy et al., 2018).
: : Konsantrasyon
Kimyasal Adi Miktar (g/L) Stok Ismi
(ml/L)
Ko;HPO, 288 Fosfat
5
KH,PO, 144 Tamponu
NH,4CI 100
Beijerinck’s
CaCl,*2H,0 2 5
Stok
MgSO,*7H,0 4
Na,EDTA 57,05
H3BO3 11,4
MI’IC|2*4H20 5,06
Hutner’s Trace
CoCl,*6H,0 1,61 1
Element
M07024(N H4)6*4H20 1,1
ZnS0O4*7H,0 22
FeSO,*7H,0 4,99
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CUSO4*5H20

1,57

3.1.3 Hidrojen dretimi

Hidrojen iiretimi aerobik ve anaerobik olarak iki fazdan olusmaktadir. Iki

faz i¢in de 1L’lik Roux tipi panel fotobiyoreaktorler ve 2,5L°lik karigtirmali tank

(Sartorius Biostat A-plus;

Almanya) tipi

fotobiyoreaktorler kullanilmistir.

Anaerobik faz igin silfir icermeyen TAP-S ortamu (Tablo 3.3) kullanilarak

hidrojen iiretimi gergeklestirilmistir.

Tablo 3.3: TAP-S iiretim ortaminin formiilasyonu.

Ryl A Miktar (g/L) P, Konsantrasyon
(ml/L)
K2HPO, 108 Fosfat
KH,PO4 56 Tamponu .
NH,CI 40
CaCl,*2H,0 5 Nutrient Stok 10
MgCl,*6H,0 6,67
Na,EDTA 57,05
H3BOs 11,4
MnCl,*4H,0 5.06
CoCl>*6H,0 1,61 Siilfiirsiiz
1
M07024(NH4)6*4H,0 1,1 Trace Element
ZnCl; 16,67
Fe(ll) Sitrat 4,7
CuCl,*2H,0 1,07
Tris 121,14 Tris 20
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Asetik asit Sivi formda Asetik Asit 1

3.1.4 Hidrojen 6l¢timii

Uzun, silindir seklindeki su dolu cam kolonlarda suyun hareketine gore

giinliik olarak hidrojen gazinin dl¢iimleri yapilmistir.
3.2 Yontem
3.2.1 Mikroalg kiiltivasyonu

Stok kiiltiirler i¢in, petrilerden aliman 11 sus sirayla Ol¢ek biiylitme
yapilarak 25 ml, 100 ml, 250 mI’lik erlenlerde hazirlanmistir. Biiylime egrisi i¢in
HS ve TAP besin ortamlarinda 250 ml’lik erlenlere, stok kiiltiirlerden baglangig
klorofil konsantrasyonu 4+1 mg/L olacak sekilde inokulum yapilmistir (Sekil
3.1). Erlenlerin ¢alisma hacmi 100 ml’dir. Kiiltiirler, 21 °C’de, 100 rpm karistirma
hizinda, ~ 40 pE*m**s™ 151k siddetinde iiretilmistir. 10 giin boyunca kiiltiirlerin
bliylime fazlar1 analizler yapilarak izlenmistir.

13
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Sekil 3.1: Erlen tiretimlerinde ilk ve son giin kiiltiirlerin goriintiileri
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3.2.2 Yapilan analizler

3.2.2.1 pH analizi

pH ol¢iimler masa tipi pH metre (HANNA Instrument, Woonsocket, USA)
kullanilarak pH degerleri kaydedilmistir.

3.2.2.2 Klorofil Tayini

1 mLornek cam tiiplere alinarak 3500 rpm, 3 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiij sonras: siipernatanttan ayrilan pellet halindeki biyokiitleye 5 mL%90 ik
aseton eklenmistir. 1-2 dakika karanlikta bekletildikten sonra, 3500 rpm, 3 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatant, cam kiivetlerde sirasiyla, 450,
630, 645, 663 ve 750 nm dalga boylarinda spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir. Kor
olarak %90’lik aseton kullanilmistir. Spektrofotometrede Olgiim sonucunda
asagidaki formiile bu dalga boylarindaki absorbanslar yerlestirilerek klorofil-a

miktarlart hesaplanmistir.

mg
Klorofil-a (T) =

(11,64 (Agss-Asg )) - (2:16% (AgasAss) ) + (0.1 (Agao-Ayy) )] * [osontioeni]
3.2.2.3 Hiicre Saymmi

Isik mikroskobunda Thoma lami ile giinliik hiicre sayimlar1 yapilmistir.

Kiiltiir yogunluguna bagl olarak seyreltmeler yapilmigstir.

1
1]

1
1

T
it
!

Sekil 3.2: Thoma laminin mikroskop altindaki gériintimii
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Sayim lami icerisinde 25 kiigiik ve 16 biiylik olmak {izere toplam 400 kare
bulunmaktadir (Sekil 3.2). Lam tizerinde 1 mLhacme sahip iki alan
bulunmaktadir. Bu iki alandaki 16 biiyiik kare ayr1 ayr1 sayilarak ortalamasi

alinmustr.

H ijcre)
ml

= 16 biiyiik karede sayilan hiicre * Seyreltme faktorii * 10*

Hicre Sayist (

3.2.2.4 Fotosentetik aktivite olcimi

Uretim boyunca giinliik olarak erlenlerin dis yiizeyinden PSII degerleri
fotosentetik aktivite cihazi (Hansatech FSM1, Norfolk, Ingiltere) ile dl¢iilmiistiir.

3.2.2.5 Kuru agirlik tayini

2 ml’lik ependorf ile kuru agirlik tayininde 1 giin 6nceden bos ependorflar,
60 ° C’de etiivde bekletilerek nemin giderilmesi saglanmustir. Etiivden ¢ikarilan
ependorflar sabit tartima gelmesi i¢in desikatorde bekletilmistir. Ardindan hassas
terazide bos ependorflarin darasi alinmistir. 2 mLornek ependorflara alinarak
mikrosantrifiijde (Sigma, Osterode am Harz, Almanya) 14800 rpm, 3 dk santrifiij
edilmistir. Daha sonra 3 kere distile su ile yikama islemi yapilarak, tekrar 60 ° C
etlivde 1 giin bekletilmistir. Ertesi giin desikatorde bekletilen ependorflar hassas
terazide tartilmistir. Asagidaki denklem kullanilarak G6rneklerin kuru agirliklar
hesaplanmustir.

Net Kuru Agirlik (%)

= (Kuru Agirlik — Ependorf Darast) /(Ornek Hacmi)

3.2.2.6 Spektrofotometrik 6lciim

Hiicre yogunlugunu belirlemek i¢in, 1 mLornek spektrofotometrik
kiivetlere alinarak, 560 ve 750 nm dalga boylarinda spektrofotometre cihazi
(Optizen, Daejeon, Giiney Kore) ile dl¢iilmiistiir. Olgiimde kér olarak distile su

kullanilmastir.
3.2.3 Hidrojen tretimi

Hidrojen iiretiminde iki farkli metot kullanilmistir. Bu metotlardan biri

stlfiir yoksunluguna dayanan TAP — TAP-S metodu, digeri ise organik karbon
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kaynagi olmayan tamamen fotoototrofik olan ortam degisikligine ihtiyag

duymayan HS metodudur.

3.2.3.1 TAP — TAP-S metodu

3.2.3.1.1 Aerobik faz

1L’lik Roux tipi panel fotobiyoreaktorlerde ve 2,5L°lik karistirmali tank
tipi fotobiyoreaktorlerde, kiiltiirler stasyoner faza gelene kadar iiretilmistir.
Uretimler 4+1 mg/L klorofil konsantrasyonunda olacak sekilde inokulum
yapilarak baglanmistir. Her iki tip fotobiyoreaktorde de 21+£2 °C’de, TAP besin
ortaminda, 40-45 uE"‘m'z*S'1 151k siddetinde steril hava verilerek iiretimler

gerceklestirilmigtir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Panel fotobiyoreaktorde aerobik kiiltiir tiretimi

3.2.3.1.2 Anaerobik faz

Kiiltiirler logaritmik fazlara geldiginde TAP ortamindan uzaklastirilmak
icin 4100 rpm, 3dk santriflij edilmistir. Steril hasat edilen kiiltiirleri siilfiirden
uzaklagtirmak i¢in TAP-S ortami ile 3 kez yikama islemi gerceklestirilmistir.
Yikama islemi Dbiten kiltirler TAP-S ortamma 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda 1L’lik Roux tipi panel tipi ve 2,5L’lik karistirmali tank tipi
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fotobiyoreaktorlere aktarilmistir. 1L°lik Roux tipi panel tipi fotobiyoreaktorde
sizdirmaz tipalar kullanilmistir (Sekil 3.4). 8 giin boyunca hidrojen Slgiimleri

gergeklestirilmistir.

Sekil 3.4: Panel fotobiyoreaktérde anaerobik hidrojen iiretimi

3.2.3.2 HS metodu
3.2.3.2.1 Aerobik faz

Kiiltiirler belli klorofil yogunluguna gelene kadar 1L’lik Roux tipi panel
fotobiyoreaktorlerde 4+1 mg/L klorofil konsantrasyonunda olacak sekilde

inokulum yapilarak HS besin ortaminda tiretimler gerceklestirilmistir.
3.2.3.2.2 Anaerobik faz

1L’lik Roux tipi panel fotobiyoreaktorlerde kiiltiirler logaritmik fazdayken,
4100 rpm, 3 dk santriflij edilerek hasat edilmistir. Hasat edilen kiiltiirler sizdirmaz
tipalar kullanilarak 1L’lik Roux tipi panel fotobiyoreaktdrlere yikama islemi
gerekmeden 12 mg/L klorofil konsantrasyonunda olacak sekilde HS ortamina
aktarilmisgtir. Rouxlara 5 dk boyunca N; gazi basilmis, sonrasinda 4 saat
karanlikta bekletilmistir. Bu silire sonunda kolonlara baglanan Rouxlarda giinliik

hidrojen 6l¢iimleri gergeklestirilmistir.
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3.2.3.3 Hidrojen dlcimii

Giinliik olarak su kolonlarindaki su seviyesi Ol¢ililmiistiir. 8 giiniin sonunda
su kolonlarindaki ve tepe boslugundaki gaz hacmi toplanarak toplam hidrojen

miktar1 elde edilmistir.

3.2.3.4 Gaz kromatografisi

Su kolonlarindan tek kullanimlik polipropilen steril siringa ile alinan gaz
ornekleri gaz kromatografisinde (Agilent, Santa Clara, USA) Termal Kondiiktivite
Dedektorii ile Hayesep D 80/100 dolgulu kolonda analiz edilerek, hidrojenin
varlig1 gosterilmistir. GC gaz metodunda inlet sicaklik 120 °C, dedektor sicaklig
140 °C ve kolon sicakligi 35 °C’dir. Argon gazi1 20 mL/dk akim debisi ile tasiyici
gaz olarak kullanilmistir. GC’nin gaz kalibrasyonu i¢in yiiksek saflikta %30 Ho,
%30 CH4, %30 CO; gaz karisimi kullanilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 TAP uretimleri

11 farkli susu bulunan Chlamydomonas reinhardtii mikroalginin hidrojen
iiretim potansiyelini belirlemek i¢in tiretimler gerceklestirilmistir. Bu suslarin iki
farkl1 iiretim ortamindaki biiyltimelerini takip edebilmek amaciyla aerobik olarak

TAP ve HS ortamlarinda iiretimleri yapilmistir.
4.1.1CC124

CC124 susu, Chlamydomonas reinhardtii mikroalginin yabanil tipidir. Bu
caligmada kontrol susu olarak kullanilmistir 4+1 mg/L klorofil konsantrasyonuyla
baslatilan kiiltiir 100 rpm karistirma hizinda iki paralelli olarak 250 ml’lik
erlenlerde 100 ml’lik ¢alisma hacminde iretim yapilmigtir. 10 giinliik tretim
boyunca giinliik analizler (klorofil tayini, PSII 6l¢timii, kuru agirlik tayini, optik
yogunluk, hiicre sayimi, pH 6l¢limii) yapilarak CC124 susunun biiylimesi takip
edilmistir. Kiiltiir en yiiksek klorofil miktarina 3. giinde 27,32 mg/L klorofile
ulagmistir. Sonrasinda kiiltiiriin stasyoner fazda devam ettigi goriilmiistiir (Sekil
4.1).
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Sekil 4.1: TAP ortaminda CC124 susunun biiyiime egrileri

4.1.2 D239-40

D239-40 susu, Chlamydomonas reinhardtii mikroalginin D1 proteini
tizerinde D ve E helislerini baglayan halkada 239 ve 240 pozisyonlarinda amino-
asidik delesyonlarini igeren ¢ift mutant tiplerinden biridir. Klorofil miktar1 4+1
mg/L olacak sekilde inokulum yapilarak baslatilan tiretimler 10 giin boyunca takip
edilmistir. Klorofil tayini, PSII 6l¢timii, kuru agirlik, optik yogunluk, hiicre sayimi1
ve pH Ol¢limii yapilarak giinliik analizleri gerceklestirilmistir. Klorofil miktar

maksimum 3. glinde ulagmis, sonrasinda kiiltiir stasyoner faza girmistir (Sekil

4.2).
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Klorofil Miktari PSII
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Sekil 4.2: TAP ortaminda D239-40 susunun biiyiime egrileri

D240 susu, Chlamydomonas reinhardtii mikroalginin D1 proteini iizerinde
D ve E helislerini baglayan halkada 240 pozisyonunda amino-asidik delesyonunu
iceren tek mutant tipidir. D240 susu, 4+1 mg/L klorofil konsantrasyonunda kiiltiir
baglatilarak 100 rpm karigtirma hizinda iiretimler gergeklestirilmistir. 10 giinliik
iretimde giinliik olarak klorofil tayini, PSII 6l¢iimii, kuru agirlik, optik yogunluk,
hiicre sayimi, pH Olglimii yapilmistir. Kiiltiir, maksimum 3. giinde klorofil
miktarma ulagmistir. Sonrasinda kiiltlirlin stasyoner faza girdigi goriilmiis, 6.

giinden sonra kiiltiir 6liim fazina girmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3: TAP ortaminda D240 susunun biiyliime egrileri
4.1.4 D240-41

D240-41 susu, Chlamydomonas reinhardtii mikroalginin D1 proteini
tizerinde D ve E helislerini baglayan halkada 240 ve 241 pozisyonlarinda amino-
asidik delesyonlarini igeren ¢ift mutant tiplerindendir. 4+1 mg/L klorofil miktar
ile baglatilan D240-41 susunun iiretimleri 10 giin boyunca devam etmistir. Giinliik
olarak klorofil tayini, PSII 6l¢timii, kuru agirlik, optik yogunluk, hiicre sayimi1 ve
pH ol¢timil yapilmistir. Kiiltiir, 3. glinde maksimum klorofil miktara ulagsmistir.

Stasyoner fazda devam eden kiiltiir 6. glinde 6liim fazina gegcmistir (Sekil 4.4).
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Klorofil Miktari PSII
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Sekil 4.4: TAP ortaminda D240-41 susunun biiyiime egrileri

WT susu, mitokondriyel mutantlar i¢cin kontrol susudur. Biiylime egrisi
cikarmak i¢in 4+1 mg/L klorofil konsantrasyonunda {iiretimler yapilmistir. 10
giinliik tiretim boyunca giinliik olarak klorofil tayini, PSII d6l¢limii, kuru agirlik,
optik yogunluk, hiicre saymmi ve pH Ol¢iimi yapilmistir. Kiiltiir maksimum
klorofil miktarina 6. ginde 27,4 mg/L klorofil olarak ulasmis daha sonra
stasyoner faza girmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: TAP ortaminda WT susunun bilyiime egrileri
4.1.6 Véro

Degistirilmis bir CEF ve kloroplast ATP biyosentezine yol agan niikleer
gen PGRLI1 ve kompleks I aktivitesinin neredeyse tamamen kaybolmasina yol
acan mitokondriyal kompleks I geni And4, mutasyonlarin1 barindiran
Chlamydomonas reinhardtii And4xpgrll Véro ¢ift mutanti kullanilmistir. 4+1
mg/L klorofil miktar1 ile baslatilan iiretimler 10 giin boyunca devam etmistir.
Ginliik olarak klorofil tayini, PSII 6l¢imii, kuru agirlik, optik yogunluk, hiicre
saymi ve pH Olciimleri gerceklestirilmistir. Iki paralleli gergeklestirilen
tiretimlerde kiiltiir maksimum klorofil miktarma 7. glinde ulagmistir. Sonrasinda

kiiltiir stasyoner faza ge¢mistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: TAP ortaminda Véro susunun bilyiime egrileri

And4xpgrll Véro gibi ¢ift mutantlardan biri olan 1130 mutantinin
iretimleri gerceklestirilmistir. Klorofil miktar1 4+1 mg/L olacak sekilde liretimler
iki paralelli gergeklestirilmistir. 10 giinliik {iretim boyunca klorofil tayini, PSII
Ol¢iimii, kuru agirlik, optik yogunluk, hiicre sayimi ve pH 6l¢iimii giinliik olarak
yapilmistir. Uretimde kiiltiir, 4. giinde logaritmik faz sona ulasmis, sonrasinda

stasyoner faza girmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: TAP ortaminda 1130 susunun biiyiime egrileri
4.1.8 Mt ()

PGRL1 mutasyonu igeren mt (-) tek mutantlardan biridir. 4+1 mg/L
klorofil konsantrasyonuyla baglatilan kiiltiirlerde 10 giin boyunca iiretim devam
etmistir. Glinliik olarak klorofil tayini, PSII 6l¢iimii, kuru agirlik, optik yogunluk,
hiicre sayim1 ve pH 6l¢iimii yapilmugstir. Kiiltiir maksimum klorofil miktarina 2.

giinde 25,8 mg/L klorofile ulasmistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: TAP ortaminda mt (-) susunun bilyiime egrileri
4.1.9 Mt (+)

PGRL1 tek mutantlarindan bir digeri olan mt (+) mutantinin iretimi
gerceklestirilmistir. 4+1 mg/L klorofil konsantrasyonunda ftretimler 10 giin
boyunca gerceklestirilmistir. Klorofil tayini, PSII 6l¢timii, kuru agirlik, optik
yogunluk, hiicre sayimi ve pH Olclimi giinliik olarak yapilmistir. Kiiltiir
maksimum klorofil miktarina 2. glinde ulagsmis, sonrasinda stasyoner fazda devam

etmis, 6. glinden sonra 6liim fazina girmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: TAP ortaminda mt (+) susunun biiyiime egrileri

AOX susu icin kontrol susu olan T-1, 4+1 mg/L klorofil
konsantrasyonunda iki paralelli olacak sekilde 10 giin boyunca {iretimi
gerceklestirilmistir. Uretim boyunca giinliik olarak klorofil tayini, PSII &l¢iimii,
kuru agirlik, optik yogunluk, hiicre sayimi1 ve pH Ol¢iimii yapilmistir. Kiiltiir
maksimum klorofil miktarina 4. giinde 22,48 mg/L klorofile ulasmis, sonrasinda

stasyoner faza girmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: TAP ortaminda T-1 susunun bilylime egrileri

Tek hiicreli yesil alg Chlamydomonas reinhardtii'de AOX, potansiyel
olarak iki gen, AOX1 ve AOX2 tarafindan kodlanan monomerik bir proteindir.
AOX proteini transkripsiyonu ve AOX protein ekspresyonunun azot kaynagi ile
yapilan diizenlemede, AOX proteini, amonyum igeren ortamda yetisen hiicrelere
kiyasla nitrat iceren ortamda yetistirilen hiicrelerde ¢ok daha fazladir. Ayrica, bu
tek hiicreli organizma, belirli bir genin ekspresyonunu secici olarak inaktive

etmek i¢in RNA interferansini kullanma firsat1 sunmaktadir (Mathy et al., 2010).

AOX mutanti, altenatif oksidaz enziminden yoksun olan bir sustur. 441
mg/L klorofil miktarinda tiretimler iki paralelli olarak gergeklestirilmistir. 10 giin
boyunca siiren iiretimlerde giinlilk olarak klorofil tayini, PSII 6l¢iimii, kuru
agirlik, optik yogunluk, hiicre saymmi ve pH Olglimi yapilmistir. Kiiltiir,
maksimum Kklorofil miktarina 4. giinde 22 mg/L klorofile ulagsmis, sonrasinda

stasyoner faza girmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: TAP ortaminda AOX susunun bilyiime egrileri
4.2 HS Uretimleri
4.2.1 CC124

HS {iiretimlerde organik karbon kaynagi olmadig: i¢in biiylime fazlar1 daha
uzun siireli olmustur. CC124 susunun iiretimleri 4+1 mg/L klorofil miktar ile
baslatilmistir. Iki paralelli gerceklestirilen iiretimler 10 giin boyunca devam
etmistir. Glnliik olarak klorofil tayini, PSII 6l¢iimii, kuru agirlik, optik yogunluk,
hiicre sayimi1 ve pH Olgiimii gerceklestirilmistir. Kiiltiir, maksimum klorofil

miktarina 6. giinde ulagmis, sonrasinda stasyoner faza girmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: HS ortaminda CC124 susunun biiyiime egrileri

4.2.2 D239-40

4+1 mg/L klorofil konsantrasyonunda iiretimler baslatilmistir. 10 giin
boyunca giinliik olarak klorofil tayini, PSII dl¢timii, kuru agirlik, optik yogunluk,
hiicre sayim1 ve pH ol¢iimii gerceklestirilmistir. Kiiltiir 9. giinde maksimum

klorofil miktarina ulagsmis sonrasinda stasyoner faza girmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: HS ortaminda D239-40 susunun bilylime egrileri

41 mg/L klorofil miktar1 ile baslatilan kiiltiirin iiretimleri 10 giin
boyunca devam etmistir. Giinliik olarak klorofil tayini, PSII 6l¢timii, kuru agirlik,
optik yogunluk, hiicre sayimi ve pH Ol¢iimii yapilmistir. Kiiltiir, 7. giinde
logaritmik fazin sonuna gelmis, sonrasinda stasyoner fazda devam etmistir (Sekil

4.14).
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Sekil 4.14: HS ortaminda D240 susunun biiyiime egrileri

4.2.4 D240-41

D1 mutantlarindan biri olan D240-41 mutantinin kiiltivasyonu 4+1 mg/L
klorofil olacak sekilde inokulum yapilarak baslatilmistir. 10 giin siiren tiretimde
giinliik olarak klorofil tayini, PSII 6l¢iimii, kuru agirlik, optik yogunluk, hiicre
sayimi ve pH ol¢iimii gerceklestirilmistir. Kiiltlir, maksimum klorofil miktarina 9.

giinde ulagmis, sonrasinda stasyoner fazda devam etmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: HS ortaminda D240-41 susunun bilylime egrileri
425WT

Mitokondriyal mutantlarin kontrol susu olan WT, 41 mg/L klorofil
konsantrasyonunda iiretimleri iki paralelli olarak gerceklestirilmistir. 10 giin siiren
tiretimde giinliik olarak klorofil tayini, PSII 6l¢iimii, kuru agirlik, optik yogunluk,
hiicre sayim1 ve pH odl¢iimii yapilmustir. Kiiltiir, maksimum klorofile 9. giinde

ulasmis, sonrasinda stasyoner faza girmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: HS ortaminda WT susunun biiyiime egrileri
4.2.6 Véro

Cift mutantlardan Véro susunun 4+1 mg/L klorofil konsantrasyonunda
iretimleri baslatilmistir. 10 giin siiren tiretimde klorofil tayini, PSII 6l¢iimii, kuru
agirlik, optik yogunluk, hiicre sayimi ve pH Olglimii giinlilk olarak
gerceklestirilmistir. Kiiltlir, maksimum klorofil miktarma 10. giinde ulagmus,

sonrasinda stasyoner fazda devam etmistir (Sekil 4.17).
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Klorofil Miktar PSII
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Sekil 4.17: HS ortaminda Véro susunun biiyiime egrileri

Cift mutantlardan 1130 susu, 4+£1 mg/L klorofille baslatilan iiretim 10 giin
boyunca devam etmistir. Giinliik olarak klorofil tayini, PSII 6l¢timii, kuru agirlik,
optik yogunluk, hiicre saymmi1 ve pH Olglimii yapilmistir. Kiiltiir, maksimum
klorofil miktarma 10. giinde ulasmis, sonrasinda stasyoner faza girmistir (Sekil
4.18).
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Klorofil Miktari PSII
_u 0,58
— 0,56
jga 12 i
=10 0,52
g = o5
= & 2 048
z. s
© 22
5 42
=, 04
2 4 B 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12
Zaman (giln) Zaman (giin)
Kuru Agirlik oD
= 350 0.7
= 06
b 300 oe
Em (=T
i;‘ 2 © 03
’g? 150 0,2
S 100 0.1
= - 0
2 50 2 4 6 8 10 12
: 2 3 6 8 10 12 Zaman (gtin)
Zaman (giin) —e—560 rm —e—750 nm
Hiicre Sayimi pH
250 72
= o 71
_ g 1
23 |
< 150 69
= -
g *, 100 S e
25 6.7
+ F w0
= 6.6
65
2 4 & 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Zaman (giin) Zaman (giin)
Sekil 4.18: HS ortaminda 1130 susunun biiyiime egrileri
4.2.8 Mt ()

Mitokondriyal ~mutantlardan mt (-) susu, 4£1 mg/L klorofil
konsantrasyonunda {tretimleri gerceklestirilmistir. 10 giin siiren {iretim iki
paralelli yapilmistir. Giinliik olarak klorofil tayini, PSII Ol¢limii, kuru agirlik,
optik yogunluk, hiicre sayimi ve pH olgiimii yapilmistir. Kiiltiir, maksimum

klorofile 10. giinde ulagsmstir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19: HS ortaminda mt (-) susunun biiyiime egrileri
4.2.9 Mt (+)

Mitokondriyal mutantlardan bir digeri olan mt (+) susu, 4+1 mg/L klorofil
miktarinda iki paralelli olarak iiretimler gergeklestirilmistir. 10 giin siliren
tiretimde giinliik olarak klorofil tayini, PSII 6l¢iimii, kuru agirlik, optik yogunluk,
hiicre sayim1 ve pH odl¢iimii yapilmustir. Kiiltiir, maksimum klorofile 9. giinde

ulagmistir, sonrasinda stasyoner fazda devam etmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20: HS ortaminda mt (+) susunun biiytime egrileri

Kontrol susu olan T-1, 4+1 mg/L klorofil konsantrasyonunda 10 giin
boyunca iki paralelli olarak iiretimleri gergeklestirilmistir. Giinliik olarak klorofil
tayini, PSII Ol¢iimii, kuru agirlik, optik yogunluk, hiicre sayimi ve pH 6l¢iimii
yapilmustir. Kiiltlir, maksimum klorofile 9. glinde ulagsmistir, sonrasinda stasyoner

fazda devam etmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21: HS ortaminda T-1 susunun biiyiime egrileri

Mitokondriyal mutantlardan biri olan AOX susu, 4+1 mg/L klorofil
miktarinda iki paralelli olarak tretimler gergeklestirilmistir. 10 giin siiren
tiretimde giinliik olarak klorofil tayini, PSII 6l¢iimii, kuru agirlik, optik yogunluk,
hiicre sayim1 ve pH ol¢limii yapilmistir. Kiiltiir, maksimum klorofile 10. gilinde

ulagmistir, sonrasinda stasyoner fazda devam etmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22: HS ortaminda AOX susunun biiyiime egrileri

4.3 TAP-TAP-S metoduyla hidrojen tiretimi
4.3.1 CC124

1L’1lik Roux siselerde tiretimi yapilan CC124 kiiltiirii, 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza gecirilmistir. 8 giin boyunca hidrojen miktari
su kolonlarinda giinliik olarak takip edilmistir. 1. glin maksimum hidrojen
miktarma ulasan kiiltiir, sonraki giinlerde daha az miktarlarda hidrojen {iretmeye

devam etmistir (Sekil 4.23). 8 giiniin sonunda toplam 70,3 mL H tiretmistir.
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Sekil 4.23: CC124 susunun 8 giinliik H, tiretimi
4.3.2 D239-40

1L’1ik Roux siselerde tiretimi yapilan D239-40 kiiltiirti, 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza gecirilmistir. 8 giin boyunca hidrojen miktari
su kolonlarinda giinliik olarak takip edilmistir. 2. giin maksimum hidrojen
miktarina ulasan kiiltiir, sonraki giinlerde daha az miktarlarda hidrojen tliretmeye

devam etmistir (Sekil 4.24). 8 giiniin sonunda toplam 146,9 mL H, elde edilmistir.
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Sekil 4.24: D239-40 susunun 8 giinlitk H, tiretimi
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4.3.3 D240

1L’lik Roux siselerde iiretimi yapilan D240 kiiltiirti, 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza gecirilmistir. 8 giin boyunca hidrojen miktari
su kolonlarinda giinliik olarak takip edilmistir. 2. glin maksimum hidrojen
miktaria ulasan kiiltiir, sonraki giinlerde daha az miktarlarda hidrojen {iretmeye

devam etmistir (Sekil 4.25). 8 giiniin sonunda toplam 122,1 mL H, elde edilmistir.
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Sekil 4.25: D240 susunun 8 giinliikk H, tiretimi

4.3.4 D240-41

1L’1ik Roux siselerde iiretimi yapilan D240-41 kiiltiirt, 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza gecirilmistir. 8 giin boyunca hidrojen miktari
su kolonlarinda giinliik olarak takip edilmistir. 4. glin maksimum hidrojen
miktarma ulasan kiiltiir, sonraki giinlerde daha az miktarlarda hidrojen liretmeye

devam etmistir (Sekil 4.26). 8 giinlin sonunda toplam 152,1 mL H; elde edilmistir.
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Sekil 4.26: D240-41 susunun 8 giinliik H, {iretimi
435WT

1L’lik Roux siselerde tiretimi yapilan WT kiltirii, 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza gecirilmistir. 8 glin boyunca hidrojen miktar1
su kolonlarinda giinliik olarak takip edilmistir. 3. glin maksimum hidrojen
miktarina ulasan kiiltiir, sonraki giinlerde daha az miktarlarda hidrojen tliretmeye

devam etmistir (Sekil 4.27). 8 gliniin sonunda toplam 147,3 mL H, elde edilmistir.
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Sekil 4.27: WT sugunun 8 giinliik H, tiretimi
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4.3.6 Véro

1L’lik Roux siselerde iiretimi yapilan Véro kiiltiirii, 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza gecirilmistir. 8 giin boyunca hidrojen miktari
su kolonlarinda giinliik olarak takip edilmistir. 1. glin maksimum hidrojen
miktaria ulasan kiiltiir, sonraki giinlerde daha az miktarlarda hidrojen {iretmeye

devam etmistir (Sekil 4.28). 8 giiniin sonunda toplam 170,1 mL H, elde edilmistir.
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Sekil 4.28: Véro susunun 8 giinliik H, tiretimi

4.3.7 1130

1L’lik Roux siselerde iiretimi yapilan 1130 kiiltiirii, 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza gecirilmistir. 8 giin boyunca hidrojen miktari
su kolonlarinda giinliik olarak takip edilmistir. 5. giin maksimum hidrojen
miktarina ulagan kiltlir, sonraki giinlerde daha az miktarlarda hidrojen liretmeye

devam etmistir (Sekil 4.29). 8 giinilin sonunda toplam 67,3 mL H, elde edilmistir.
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Sekil 4.29: 1130 susunun 8 giinliik H, tiretimi

4.3.8 Mt ()

1L’lik Roux siselerde tiretimi yapilan mt (-) kiiltiirii, 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza gecirilmistir. 8 glin boyunca hidrojen miktar1
su kolonlarinda giinliik olarak takip edilmistir. 7. glin maksimum hidrojen
miktarina ulasan kiiltiir, sonraki giinlerde daha az miktarlarda hidrojen iiretmeye

devam etmistir (Sekil 4.30). 8 gliniin sonunda toplam 135,1 mL H; elde edilmistir.
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Sekil 4.30: mt (-) susunun 8 giinliik H, tiretimi
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4.3.9 Mt (+)

1L’lik Roux siselerde iiretimi yapilan mt (+) kiltlirii, 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza ge¢irilmistir. 8 giin boyunca hidrojen miktar
su kolonlarinda giinliik olarak takip edilmistir. 7. glin maksimum hidrojen
miktaria ulasan kiiltiir, sonraki giinlerde daha az miktarlarda hidrojen {iretmeye

devam etmistir (Sekil 4.31). 8 giiniin sonunda toplam 143,1 mL H, elde edilmistir.
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Sekil 4.31: mt (+) susunun 8 giinliik H; Gretimi

43.10T-1

1L’lik Roux siselerde iiretimi yapilan T-1 kiltiiri, 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza gecirilmistir. 8 giin boyunca hidrojen miktari
su kolonlarinda giinliik olarak takip edilmistir. 4. giin maksimum hidrojen
miktarma ulasan kiiltiir, sonraki giinlerde daha az miktarlarda hidrojen {iretmeye

devam etmistir (Sekil 4.32). 8 giiniin sonunda toplam 115,5 mL H; elde edilmistir.
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Sekil 4.32: T-1 susunun 8 giinliik H, {iretimi
4.3.11 AOX

1L’1ik Roux siselerde tiretimi yapilan AOX kiiltiirii, 12 mg/L klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza gecirilmistir. 8 glin boyunca hidrojen miktar1
su kolonlarinda giinliik olarak takip edilmistir. 3. glin maksimum hidrojen
miktarina ulagan kiiltiir, sonraki giinlerde daha az miktarlarda hidrojen tiretmeye

devam etmistir (Sekil 4.33). 8 giinilin sonunda toplam 85,6 mL H; elde edilmistir.
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Sekil 4.33: AOX susunun 8 giinliik H; liretimi
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4.4 HS metoduyla hidrojen tiretimi

Bu protokol, dnceki yontemlere gore temel avantajlara sahiptir. Bunlar,
birka¢ saatlik anaerobik karanlik inkiibasyonu takiben H; {iretiminin,
aydinlatmadan hemen sonra baslamasi, kiikiirt yoksunlugunun aksine, ortam
degisimi gerektirmemesi, nisasta parcalanmasimna bagli olmamasi ve asetat
kullannrmina gerek kalmamasi, bu nedenle fotoototrofik bir H, iiretimi olmasidir.
Ayrica, organik karbon kaynagi gerekmedigi i¢in bakteriyel kontaminasyon riski
disuktiir, kiltirler Hy tretim fazi sirasinda fotosentetik olarak aktif kalirlar ve

daha sonra kolayca geri kazanilabilirler (Nagy et al., 2018).

Ancak yapilan 1L’lik Roux panel tipi fotobiyoreaktdrlerdeki denemeler
sonuncunda bu metotla hidrojen elde edilememistir. Yapilan GC analizleri
sonucunda su kolonunda biriken gazin hidrojen icermedigi tespit edilmistir. Bu

nedenle reaktdr tiretimleri TAP-TAP-S metoduyla gergeklestirilmistir.
4.5 Toplam hidrojen iiretimi

Toplam hidrojen miktarlarina bakildiginda reaktorde iiretim yapilacak
suslarin en ¢ok hidrojen iireten suslardan 3 susun tiretimi gerceklestirilmistir. Bu
suslar ¢ift mutantlardan Véro, D1 mutantlarindan D240-41, tek mutantlardan mt
(+) suslandir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34: 8 giinliik hidrojen tiretimi sonunda elde edilen biyohidrojen miktari
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4.6 Biyoreaktorde hidrojen tiretimi

Aerobik  fazi  gergeklestirilen  kiiltiirler, 12  mg/L  klorofil
konsantrasyonunda anaerobik faza gecirilmistir. 170 rpm karistirma hizina sahip
reaktorde, 40-45 pE*m™*s™ 151k siddetinde, 2500 mL calisma hacminde 8 giin
hidrojen tiretimi gergeklestirilmistir. Kiiltlirler en fazla 4. giinde hidrojen tiretimi
gerceklestirmistir (Sekil 4.35). 4. gilinden sonraki giinlerde hidrojen {iretim
miktarlar1 azalmistir. 8 giliniin sonunda Vero, mt (+), D240-41 suslarinin toplam
hidrojen miktarlar1 sirasiyla, 1023,7 mL, 649,6 mL, 773,1 mL’dir (Sekil 4.36).
Roux sigelerdeki iiretimle karsilastirildiginda toplam hidrojen iiretimi yaklasik 6

kat artmustir.
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Sekil 4.35: Biyoreaktorde giinliik olarak elde edilen hidrojen miktarlar

Biyoreaktor Uretimleri

450 409,5
400
350 309,2
300 259,8
250
200
150
100
50

Véro mt (+) D240-41

Biyohidrojen Miktari (mL H,/L kiiltiir)

Suslar

Sekil 4.36: 8 giiniin sonunda elde edilen toplam hidrojen miktarlar1
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5. TARTISMA

Kloroplastta, elektron akisi dogrudan ve dolayli olmak tizere iki farkl
sekilde gerceklesebilmektedir. Dogrudan elektron akisi sisteminde PSII, PSI ve
sitokrom b6f kompleksi yer almaktadir. Bunun disinda, elektronlar 6zellikle 151k
yogunluguna bagli olarak farkli yolaklar1 da tercih edebilmektedirler. Bu alternatif
akis yolaklar1 arasinda Plastid alternatif oksidaz (PTOX), su-su dongiisii ve PSI

etrafinda siklik elektron akisi bulunmaktadir.

Mitokondride, elektronlar kompleks I, II, III, IV’ten gegerek nihai alici
oksijene giderler. AOX yoluyla ise kompleks 3 ve 4’i atlayarak elektronlar

hareket eder.

D1 proteini, oksijenli fotosentetik organizmalarin ¢ok bilesenli bir
pigment-protein kompleksi olan PSII’nin 6énemli bir alt birimini temsil eder. Bu
protein, alglerin ve yiiksek bitkilerin kloroplast genomunda genellikle tek bir
kopya olarak bulunan psbA geni tarafindan kodlanmaktadir. Bunun yaninda,
siyanobakteri genomunda genellikle bir psbA multigen ailesi yer almaktadir
(Komenda, 2000). Bahsedilen bolge, transmembran helis IV ve V arasinda bir
stromal hidrofilik dongii i¢inde bulunur: D-E halkasi olarak bilinir,
siyanobakteriler, algler ve daha yiiksek bitkiler arasinda korunan bir amino asit
sekansi icermektedir. Bu dongii, PSII'deki ikinci kararli kinon alicis1 olan QB'nin
baglanmasinda ve QB yerlestirme bdlgesinde fotosentetik elektron taginmasini
engelleyen cesitli herbisit siniflariyla iliskilidir. Ayrica, uzatilmig D-E dongiisii
D1 proteininin hizli devirinde yer alir: 6zellikle, amino asit kalintilar1 234 ve 242
arasinda birincil boliinme alanmin bulundugu gosterilmistir ve bu bolgedeki
mutasyonlarin  PSII'nin fonksiyonel Ozelliklerini etkiledigini bildirmistir. DI
proteininin D-E dongiistindeki 240 veya her ikisi de 239 ve 240 pozisyonlari dahil
olmak {lizere amino asit delesyonlarinin, PSII onarimimin inhibisyonu sonucu

fotoinhibisyona duyarlilig1 arttirdigi bulunmustur (Faraloni and Torzillo, 2010).

Bu calismada yer alan mutantlar D1 mutantlarindan; D239-40, D240,
D240-41 mutantlari, mt-, mt+, 1130, Vero ve AOX mutantlaridir. D239-40,
D240-41, 1130 ve Vero, c¢ift mutasyona ugramislardir. 1130 ve Vero
mutantlarinda, 1. PGRL1, degistirilmis bir CEF ve kloroplast ATP biyosentezine
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yol agan niikleer gen, 2. Kompleks 1 aktivitesinin neredeyse tamamen

kaybolmasina yol agcan mitokondriyal kompleks 1 geni And4.
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Sekil 5.1: 6 susun iki farkli biiylime ortamindaki karsilagtirmasi

D1 mutantlari, D1 proteininin D ve E helislerini baglayan halkada sirasiyla
240, 240-241 ve 239-240 pozisyonlarinda tek mutant D240 ve ¢ift mutant D240-

41 ve D239-40 amino-asidik delesyonlari igererek olusturulmustur.

Mt (-) ve mt (+) mutantlari, PGRL1 mutantlaridir. Bu mutantlarin kontrol
susu olarak WT kullanilmigtir. Bu mutantlarda yapilan degisiklikler
organizmalarin asir1 1518a duyarli olmasina neden olmustur. Bu nedenle 1130 ve
Véro ¢ift mutantlar1 gelistirilmistir. AOX mutant1 ise, mitokondriyal alternatif
oksidaz 1 enziminden yoksundur. Bu mutantin kontrol susu olarak da T-1 susu

kullanilmistir. Bu nedenle AOX mutantinin reaktdr tiretimi gerceklestirilmemistir.

Chlamydomonas reinhardtii, tek karbon kaynagi olarak CO, kullanarak

fotoototrofik veya asetat gibi organik karbonlari kullanarak heterotrofik veya
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miksotrofik olarak biiyiiyebilir (Ramos-Martinez et al., 2019). iki farkli kiiltiir
ortaminda  biiylitiilen suslarin  biliylimeleri  6zellikle klorofil miktarlar
karsilagtirildiginda organik karbon kaynagi olan asetati igeren TAP biiylime
ortaminda tiim suglar i¢in klorofil miktarlar1 diger fotototrofik biiylime saglayan
HS ortamina gore oldukga yiiksektir (Sekil 5.1). Sudaki oksijenli fotosentetik
organizmalar, CO, fiksasyonunda ¢esitli zorluklarla karsilagir. Birincisi, sudaki
CO, diflizyonu havadakinden 10.000 kat daha yavastir. Ikinci olarak, CO,
sabitleyici enzim Rubisco CO; igin segici degildir ve ayn1 zamanda oksijeni
baglayarak fotorespirasyon siirecine neden olur. Ugiinciisii, inorganik karbonun
formu pH'a baghidir. Bu durum, hiicrede CO; varliginin azalmasina neden olur
(Polukina et al.,, 2016). Bu nedenle, klorofil miktarlarina bakildiginda HS
ortamindaki suslar daha az miktarda klorofil tiretimi ger¢eklestirmistir (Sekil 5.2).
Bunun yaninda, stasyoner faza daha ge¢ girdikleri ve maksimum klorofil iireten

suslarin 12-13 mg/L klorofil miktarina ulasabildigi goriilmiistiir.
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Sekil 5.2: 5 susun iki farkli biiylime ortamindaki kargilastirmasi



71

Fotobiyolojik H; tiretimini iyilestirmeye yonelik mevcut yaklasim, yesil
alglerde bulunan yiiksek verimli hidrojenazlarin nihai fizyolojik roliinden
kaynaklanmaktadir. Birincil islevi, hipokside fotosentezin indiiksiyonu iizerine
alternatif elektron alicilar1 olarak hizmet etmektir; fotosentetik aygit tam olarak
islevsel hale geldiginde, hidrojenazlar gelisen O, ile inaktif hale gelir (Nagy et al.,
2018). HS metoduyla hidrojen iiretiminde, Calvin-Benson-Bassham dongiisiiniin
1s1kta substrat sinirlamasi yoluyla aktivasyonunu onleyerek (yani CO; veya asetati
cikararak), fotosentetik elektron tasima zincirinin biiyiik Olgiide azalmasi ve
birka¢ giin siiren diisitk O, olusumuna ve yiiksek H; iiretimine neden olmasi
mantigina dayanmaktadir. Ancak bu prosediirde O;’nin diisiik konsantrasyonu
hidrojenazlarin  inaktif  olmasma neden olmus ve H; iiretimi
gerceklestirilememistir. Bu nedenle kiiciik tipali siselerde anaerobik kosullar
saglanarak 50 mL’lik ¢alisma hacminde metot yeniden denenmis ve burada H,
tiretimi gozlemlenmistir. Bu durum 6zellikle N, gazinin kullanimiyla saglanan
diisiik O, konsantrasyonu kii¢iikk hacimlerde gergeklestirilebilirken, 1L’lik panel
fotobiyoreaktorde iiretim yapilmaya calisildiginda bu islemin gecerliligini
koruyamadig1 goriilmiistiir. Ozellikle mikroalgal biyohidrojen iiretimleri, maliyet
acisindan bliylik Olgeklerde gergeklestirilemez iken bu prosediirde yiiksek
hacimlerde kullanilmasi gereken N, gazi, durumu daha da zorlastirmaktadir. Bu

nedenle bu prosediiriin bilyiik 6l¢ege uygun olmadigr goriilmiistiir.

TAP-TAP-S metoduyla yapilan H; iiretimi aragtirmalarinda ise, en yiiksek
H, tretimi 170,1 mL/L kiiltiir ile Véro susunda elde edilmistir (Tablo 5.1).
Yapilan tiretimlere bakildiginda bazi mutantlarin hidrojen tiretimleri ilk giin fazla
iken bazi mutantlarin daha sonraki gilinlerde Hj iiretimi arttigi goriilmiistiir. Bu
durum suslarin anaerobik faza girme durumlar ile alakalidir. Hidrojenazlarin O,
varliginda inhibe oldugu bilinmektedir. Bu nedenle anaerobik kosullar1 saglama
zamanina gore Hp Uretimleri de farklililk gdstermistir. Mutantlar arasinda en
yiiksek tiretim yapilan susun Véro olmasi, benzer mutasyona sahip 1130 susunun,
Véro susuna gore daha 1s18a duyarli olmasinin bir sonucudur. 1130 susu sadece
67,3 mL Hy/L kiiltiir elde edilmistir. Diger mutantlara bakildiginda D1 protein
mutantlarinda ¢ift delesyon iceren D239-40 ve D240-41 suslar1 daha fazla Hp
tretimi gerceklestirmistir. Bu durum D1 proteini iizerindeki cift aminoasit

delesyonu D1 proteinin aktivitesinde daha etkili olmus bdylece daha fazla H»
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tiretimine katki saglamistir. Diger tek mutantlara bakildiginda mt (+) susunun mt
(-) susuna gore daha fazla Hj iirettigi, alternatif oksidaz enziminden yoksun AOX

susunun kontrol susu olan T-1 susunun daha fazla hidrojen tirettigi gorilmiistiir.

Tablo 5.1: Chlamydomonas reinhardtii suslarinin H; tiretimi karsilagtirmasi

Ortalama giinliik
Chlamydomonas Su kolonunda : -
: » Zaman (giin) o hidrojen iiretimi
reinhardtii sus adi birikim (mL/L)
(mL/L giin)
CC124 8 70,6+5 8,8
D239-40 8 146,9+10 18,4
D240 8 122,144 15,3
D240-41 8 152,1+7 19
WT 8 147,344 18,4
Véro 8 170,1+6 21,3
1130 8 67,3+3 8,4
Mt(-) 8 135,1+10 16,9
Mt(+) 8 143,1+8 17,9
T-1 8 115,5£10 14,4
AOX 8 85,6+7 10,7

Reaktor ¢alismalarinda ise, tek mutantlardan mt (+), ¢ift mutantlardan ise
D1 mutantlar1 arasinda en yiiksek hidrojen tretimi gerceklestiren D240-41
mutanti ve mitokondriyal mutantlardan en yiiksek hidrojen iireten Véro mutanti
denenmistir. Tiim mutantlar 2,5L’lik karistimali tank fotobiyoreaktorde, 1L’lik
panel fotobiyoreaktorde iirettikleri hidrojen miktarindan 1L kiiltirde 2-2,5 kat
daha fazla hidrojen iiretmislerdir (Tablo 5.2). 1L’lik panel fotobiyoreaktorde
gerceklestirilen iretimlerde oldugu gibi, karistirmali tank fotobiyoreaktdriinde
gerceklestirilen iiretimlerde 3 mutant arasinda en ¢ok hidrojen iireten mutant Véro

olmustur.
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Tablo 5.2: Farkli reaktordeki Hy tiretimi karsilastirmasi

Véro 8 170,1+6 409,5+28

D240-41 8 152,1+7 309,2+17

Mt (+) 8 143,128 259,8+15
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6. SONUC VE ONERILER

Fosil yakitlarin tilkenmesi ve kiiresel 1sinma konusundaki ekonomik ve
cevresel kaygilar, gelecege yonelik bir enerji tasiyicist olan hidrojenin, temiz ve
stirdiiriilebilir bir teknolojiyle tretimine ilgi 6nemli Olglide artmaktadir. Bu
baglamda, bazi fotosentetik mikroorganizmalarin, 6zellikle siyanobakterilerin ve
mikroalglerin giines enerjisini hidrojene doniistiirme kabiliyeti {imit verici olarak
kabul edilmektedir (Chochois et al.,, 2009). Bunun yaninda Chlamydomonas
reinhardtii model organizma olarak kullanilmaktadir. Burada biyohidrojen tiretimi
icin farkli iiretim prosesleri veya genetik miihendisligi teknikleri kullanilarak
farkli mutant suslar gelistirilmektedir. Bu c¢alismada, hidrojen tiiretim miktari
yiiksek mutantlar kullanilarak, hidrojen iretimi i¢in TAP-TAP-S metodu ve HS
metodu olan iki farkli prosediir denenmistir. HS hidrojen iiretim metodu, 50
mL'lik kiiltiirde basarili olurken, 1L’lik panel fotobiyoreaktor {iretiminde basarili
olamamustir. Ozellikle kiiltiir hacminin artmasi anaerobik kosullarin saglanmasi
icin yiiksek hacimde N, gazina ihtiyag duymus ve bu nedenle hidrojen tiretimini
zorlagtirmigtir.  Bunun yaninda TAP-TAP-S metoduyla yapilan hidrojen
iretiminde iki farkli fotobiyoreaktdr tipinde de en ¢ok iiretim yapan c¢ift

mutantlardan Véro mutanti olmustur.

Hidrojen enerjisiyle ilgili olarak 6nemli durumlardan biri depolama
sorunudur. Geleneksel enerji kaynaklari, depolama kullanilan ve kullanilmayan
olarak ayrilmaktadir. Odun, petrol, dogal gaz veya komiir gibi yakitlar geleneksel
olarak tiretimden kullanima kadar gesitli asamalarda depolanmaktadir. Gaz formu
nedeniyle, dogal gaz kullanimmin ilk yillarinda depolanmadan boru hattiyla
dagitilmigtir. Ote yandan, elektrik biiyiik 6lciide herhangi bir depolama bileseni
olmadan firetilir, dagitilir ve kullanilir. Hidrojen de ise, iki durum s6z konusudur:
biri dogrudan kullanim noktalarina boru hatlari ile ulastirilmasi, digeri ise uygun
depolama tesislerinde depolanmasidir. Bunlarin sikistirilmis gaz depolar1 olmasi
gerekmektedir, ¢linkii sivilagtirma 6nemli 6lgiide enerji kaybina neden olmaktadir.
Ayrica, piller, diger kimyasal depolama gibi depolama tiirleri biiyiik O6lgekli
depolama i¢in uygun degildir. Bir hidrojen iletim boru hatti sistemi mevcut
oldugunda, ucuz depolama segenegi en 6nemli husustur. Burada ¢6ziim dogal gaz

icin kullanilan sistemle aynisi, yani uygun jeolojik olusumlarda yer alti
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depolamasi1 Onerilebilir. Bir¢cok bolgede, hidrojeni tutmak i¢in uygun olusumlar

bulmak miimkiindiir (Serensen, 2005).

Yenilenebilir enerjiye dayali ¢esitli hidrojen tiretim siire¢lerinde teknik ve
ekonomik fizibilite ¢alismalar1 yapilmaktadir. Giines enerjisi ve biyolojik temelli
hidrojen Tiretim siireclerinin ekonomik degerlendirmeleri, bu teknolojilerin
rekabet¢i konumunu iyilestirmek i¢in atilmasi gereken adimlara odaklanmaktadir
(Momirlan and Veziroglu, 2002). Bu baglamda, biyokiitlenin gazlastirilmasi ve
pirolizini takiben buhar reformu, fotoelektroliz, yesil algler tarafindan hidrojen
tiretimi ve immobilize bakteriler tarafindan su-gaz gecisini igeren teknolojilerin

arastirmalar1 devam etmektedir.

2000 yillarin ortalarina kadar, kiiresel hidrojen ekonomisinin iklim
degisikligini hizlandiran sera gazlari olmadan gilivenli ve siirdiiriilebilir bir enerji
sistemi getirerek 2040 civarinda gerceklesecegi uzmanlar arasinda yaygin olarak
kabul edilmistir. Bununla birlikte, hidrojen ekonomisi beklendigi kadar hizli
gelismemektedir. Hidrojen ekonomisi bugiin teknik ve ekonomik olarak miimkiin
olsa bile, karbon bazli fosil yakitlar 6ntimiizdeki on yillarda ekonomiyi beslemeye

devam edecegi goriilmektedir (Basile and lulianelli, 2014).

Ote yandan biyohidrojen tiretiminin biiyiik Olceklerde
gerceklestirilebilmesi icin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ozellikle
mikroalglerden biyohidrojen iiretimi i¢in organizma iizerinde var olan metabolik
kisitlamalar heniiz asilamamistir. Biyoproses teknolojisi ve genetik miihendisligi
alanindaki gelismeler oldukga ilerlemis olmasina ragmen, teknolojinin ekonomik
fizibilitesi hala kanitlanmaya calisilmaktadir. Bu nedenle, biyokimya, genetik
mihendisligi, metabolizma miihendisligi gibi Onemli alanlarda daha fazla

arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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izel Oral, 06/09/1994 tarihinde izmir’de dogdu. ilkégretimini Yavuz Selim
[Ikogretim Okulu’nda, lise 6grenimini ise Suphi Koyuncuoglu Anadolu Lisesi’nde
tamamladi. 2012 yilinda Ege Universitesi Biyomiihendislik Boliimii’nde lisans
ogrenimine basladi. 2016 yilinda Ege Universitesi Niikleer Bilimler Enstitiisii’nde
stajim1 tamamladi. 2017 yilinda Dog. Dr. Suphi S. ONCEL danismanlhiginda
“Chlamydomonas reinhardtii mikroalginden ekzopolisakkarit {iretimi” baslikli
bitirme tezini tamamlayarak lisans egitimini bitirdi. Ayn1 yilin Eyliil ayinda, Ege
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyomiihendislik Anabilim Dali’nda yiiksek
lisans ogrenimine basladi. Do¢ Dr. Suphi S. ONCEL danismanligidaki
“Chlamydomonas reinhardtii mikroalgine ait mutantlarinin biyohidrojen iiretim

potansiyellerinin incelenmesi” konulu yiiksek lisans tezini sundu.



EKLER

Ek 1: Biyoreaktorde a) Aerobik fazda kiiltiir iiretimi, b) Anaerobik fazda hidrojen tiretimi





