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OZET

BiYOHIDROJEN URETIiMi VE YAKIT HUCRELERINDE
KULLANILMASI

ONCEL, S., Suphi

Doktora Tezi, Biyomiihendislik Boliimii

Tez Damismani: Prof. Dr. Fazilet VARDAR SUKAN
Haziran, 2009, 115 sayfa

Bu c¢alismada Chlamydomonas reinhardtii CC124, model
organizma olarak kullanilarak foto-biyohidrojen iiretimi incelenmistir.
Uretimler farkli tip fotobiyoreaktdrlerde kesikli ve yari siirekli olarak
gerceklestirilmis  farkli {iretim parametreleri ve T{retim iizerinde
yarattiklart etkileri belirlenmis, iiretim siirecinde {iretilen hidrojenin
miktar1 takip edilmis ve gazin igerigi analiz edilmistir. Ayrica
organizmanin fotosentetik aktivitesi 6l¢iilmiis, pigment liretim takibi ve
mikroskop altinda gozlemleri gerceklestirilmistir. Yapilan yakit hiicresi
caligmalarinda ise yakit hiicresinde olusan gerilim ve akim degisimleri
gbzlenmistir.

Panel tip fotobiyoreaktorlerde kesikli iiretim esasina gore siirekli
aydinlatma saglanarak, farkli 151k siddetlerinin hidrojen iiretimine etkileri
incelenmigstir. Elde edilen veriler dogrultusunda 1s1k siddetinin hidrojen
tiretimine dogrudan etkisi belirlenmistir. Hidrojen iiretimi bakimindan en
iyi sonug¢ veren 1sik siddeti segilerek siirekli aydinlatma yerine farkl
aydinlik/karanlik 151k dongiileri ¢aligmalar1  yapilmistir.  Yapilan

caligmalar sonucunda siirekli aydinlatmayla karsilagtirildiginda kiiltiire
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uygulanan aydinlik/karanlik dongiilerin hidrojen {iiretimine olumsuz
etkileri gozlenmistir.

Karigtirmali  tank fotobiyoreaktorlerinde ise {iretim hacmi
arttirilarak hidrojen iiretimi gergeklestirilmistir. Kesikli iiretimlerden
saglanan veriler 1s1ginda siirekli aydinlatma saglanarak yari siirekli
tiretimler  gergeklestirilmis  ve  kesikli  dretim  yOntemi ile
karsilagtirtlmistir.  Yari siirekli iretim siirecinin kesikli iiretime gore
hidrojen tiretimi bakimindan daha verimli oldugu belirlenmistir.

Hidrojen {iiretimi ¢alismalarinin devamu olarak, tiretilen hidrojenin
yakit  hiicrelerinde kullanim potansiyeli incelenmistir.  Yapilan
calismalarda yakit hiicresinin, Chlamydomonas reinhardtii CC124
kiltlirleriyle hidrojen iiretim siirecinin takip edilmesinde etkili oldugu
belirlenmistir. Ayrica iiretilen hidrojenin dogrudan yakit hiicresinde

kullanimiyla elektrik liretimi gerceklestirilmistir.

Anahtar sozciikler: Chlamydomonas reinhardtii CC124, foto-
biyohidrojen, Polielektrolit membran, Proton gegirgen membran, Proton
degisim membran, PEM yakit hiicresi, yari-siirekli {iretim,

fotobiyoreaktor.
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ABSTRACT

BIOHYDROGEN PRODUCTION AND USAGE IN FUEL CELLS

ONCEL, S., Suphi

Ph. D. in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Fazilet VARDAR SUKAN
June, 2009, 115 pages

In this work photo-biohydrogen production was investigated using
Chlamydomonas reinhardtii CC124 as a model organism. Different types
of photobioreactors were tested in order to produce hydrogen in batch
and semi-continuous regimes. The effect of various parameters and their
effects on the production were monitored.

During the studies hydrogen production was monitored and gas
content was analyzed. Photosynthetic activity of the culture was also
monitored during the process addition to pigment analysis and the
microscopic observations of the cells.

The effect of different light intensities on hydrogen production was
investigated in the panel type photobioreactors, using batch cultivation
methods. Continuous illumination with increasing light intensity was
observed to affect the hydrogen production. Light intensity selected
based on the best hydrogen production was applied for the light/dark
cycles in order to observe the effect of cycling light regimes. Light/dark

cycles had a negative effect on the hydrogen production.
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Based on batch cultivation data, a semi-continuous system was
investigated in a continuously stirred type photobioreactor. Results
showed superiority toward semi-continuous system compared to the
batch systems with respect to hydrogen production.

Direct usage of fuel cells was also studied in order to determine
their potential in monitoring the hydrogen production process as well as
monitoring electricity production utilizing the hydrogen produced by

Chlamydomonas reinhardtii CC124.

Keywords: Chlamydomonas reinhardtii  CC124, Photo-
biohydrogen, Polyelectrolyte membrane, Proton exchange membrane,

PEM fuel cell, Semi-continuous production, Photobioreactor.
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1. GIRIS

Giliniimiizde enerji diinyanin en 6nemli ihtiyact olmasina ragmen
cok hassas dengeler lizerinde idame ettirilmeye calisilmaktadir. Artan
talebi karsilamak i¢in yillarca kullanilan fosil yakitlarin rezervlerindeki
azalma, mali piyasalardaki calkalanmalar, siyasi belirsizlikler ve en
dikkat edilmesi gereken c¢evresel etkiler g6z Oniline alindiinda
ongoriillemez bir noktaya dogru hizla gidildiginin agikligi tiim insanlik

adina birseyler yapilmasi gerekliligini vurgulamaktadir.

Alternatif enerji kaynaklarinin {izerine yonelimler sonucunda
niikleer enerji ve yenilenebilir enerji kaynaklari diinya i¢in umut
olmustur ancak bu alternatiflerin de Onemli dezavantajlart oldugu
goriilmiistiir. Ozellikle niikleer enerjinin, meydana gelen kazalarda
karsilasilan biiyiik felaketler goz oniline alindiginda, yadsinamaz riskleri
bulunmaktadir. Insa siirelerinin  uzunlugu, toplumda yiikselen
huzursuzluk, ¢ok yiikli bakim, atik bertaraf ve giivenlik maliyetleri
nedeniyle diinya genelinde yeni niikleer santrallerin yapimi biiytlik dl¢iide
yavaglamis olsa da yeni tiir reaktorlerin tasarlanmasi ¢aligsmalar1 devam

etmektedir.

Yenilenebilir enerji kaynaklar1 ise bolgesel c¢oziimlere yatkin
olduklari, ¢evreye duyarli oluslari, gelisen teknolojilerle maliyetlerinin
azalma egilimine girmesi, toplumsal destegi almas1 gibi avantajlar1 olsa
da karsilanmasi beklenen enerji talebinin ¢ok kii¢iik bir boliimiiniin

tedarikinde kullanilmaktadirlar.



Temel sorun artilar1 ve eksileriyle ger¢ek anlamda bir enerji
degerlendirilmesinin yapilarak c¢evresel sorunlari géz ardi etmeden en

verimli sekilde doga dostu bir enerji doniisiimiinii gergeklestirebilmektir.

Hidrojen iste bu noktada Onemli bir aktor olarak karsimiza
cikmaktadir. Giinlimiizde kullanilan neredeyse tiim enerji kaynaklarindan
dogrudan veya dolayli olarak iiretilebilmektedir. Bu agidan belki en
onemli Ozelligi, fosil ve niikleer yakitlar gibi riskleri daha fazla olan
enerji kaynaklariyla cevreci, yenilenebilir enerji kaynaklar1 arasinda
dontisgimii  gerceklestirecek ve insanlifa biraz daha zaman

kazandirabilecek bir koprii vazifesi gorebilecek olmasidir.

Teknolojinin gelismesi ile birlikte asilacagi ongoriilen depolama
sorunlari, diisiik iiretim verimleri, iretim maliyetleri, cevre dostu iiretim
yontemleri gibi etkenler sonucunda giinliikk kullanima entegre olacak
sekilde adapte edilecek hidrojen, gelecek icin ¢ok biiyiik Onem

tagimaktadir.

Son noktada, hidrojenin merkezinde oldugu bir ekonominin kiiresel
olarak olusturulmasi ile daha bariscil, esitlik¢i, yesil ve hepsinin sonucu
olarak biitiin canlilar1 kucaklayan dilinyaya yarasir bir yasamin

kurulabilmesi ulasilmak istenen gelecektir.



2. LITERATUR OZETi

Diinya genelinde ekonomik biiylime uzun yillar boyu dogrudan
fosil yakitlardan elde edilen enerjiyle iliskili olmakla birlikte, bu tiir
yakitlarin  gittikce azalmasi ve c¢evresel kaygilar sonucu daha
stirdiiriilebilir ve temiz enerji kaynaklarina yonelim 6nem kazanmustir.
Ozellikle fosil yakitlardan agiga ¢ikan karbondioksitin cevresel olarak
negatif etkileri hidrojen gibi yeni kaynaklara ilgiyi arttirmigtir (Morarity
and Honnery, 2009; Nalan et al., 2009; Das and Veziroglu, 2001).

Hidrojen ideal bir enerji tasiyicist olmanin yanisira, birlikte oksijen
ile yandiginda aciga sadece su c¢ikarmasi nedeniyle hava kirliligine yol
acmamast ve dolayisiyla kiiresel 1sinmaya katkist olmamasi agisindan
onemli bir enerji kaynagidir. Hidrojen elde edilmesinde c¢evreci
yontemlerin ve yenilenebilir sistemlerin de kullanilabiliyor olmasi, iklim
degisimi {lizerinde etkili olan fosil yakit kaynakli sera gazlarinin
giderilmesi konusunda ortak bir yaklasimin belirlenmeye calisildigt
gilinlimiizde hidrojen iiretimine verilen onemi arttirmistir (Muradov and

Veziroglu, 2008; Adamson, 2004; Demirci, 2009).

Ozellikle diinya genelinde hizla artan insan niifusu fosil yakitlarn
kullanimini siirdiriilebilir olmaktan uzaklagtirmaktadir. Niifus artigiyla
orantili artan endiistriyel faaliyetler, 6zellikle gelismekte olan iilkelerin,
enerji ihtiyacinda 6nemli bir artis1 tetikleyecektir (Baretto et al., 2003;
Ball and Wietschel, 2009).



Diinyanin enerji ihtiyacinin ¢evre dostu bir yaklasimla karsilanmasi
enerji sektorii acisindan énemli bir sorundur. Ozellikle enerji ihtiyacinin
diinya ekonomisindeki etkileri dikkate alindiginda artan hassasiyetlerin
sektor iizerinde bir bask1 yarattig1 da aciktir. Bu noktada enerji giivenligi,
siirdiiriilebilirlik, insan ve c¢evre gelecek agisindan birbirlerinden
ayrilamayacak bir noktaya gelmistir. Hidrojen her ne kadar diinya
genelinde uzun zamandir kullanimda olan bir yakit olsa da 6zellikle
1970’lerdeki petrol krizi ile mevcut potansiyelinin bir alternatif olarak
degerlendirilmesine neden olmustur (Ibrahim et al., 2008; Johnston, et

al., 2005; Momirlan and Veziroglu, 1999).

Ozellikle hidrojenin bir enerji kaynagi olarak yayginlagmasi igin
asilmast gereken en Onemli engel olan depolama sorunlarinin
coziimlenmesi konusunda gelisen teknoloji ile birlikte etkili adimlar
atilabilmistir. Daha ekonomik, basit ve rahat kullanilabilir depolama
sistemlerinin gelistirilmesi ile ger¢ek anlamda hidrojen gegis olanakl

olacaktir (Penner, 2006; Kim et al., 2008; Chen et al., 2008).

Hidrojen ulasimda yakit olarak giiniimiizde onem kazanmigstir.
Yakit hiicrelerinin gelistirilmesi hem depolama hem de kullanimin
yayginlagsmasi bakimindan katkilar1 biiytliktiir. Bu noktada hidrojenin
temiz bir yakit olmasi da 6nemli bir avantaj saglamaktadir (Ross, 2006;

Mock and Schmitt, 2009).

Gilintimiizde hidrojen yiiksek basing veya diisiik sicakliklarda
stvilagtirma sistemlerinde depolanabilmektedir. Bu sistemlerin en biiytik

zayifliklar1 ise depolamada harcanan enerjinin depolanan hidrojenden



elde edilecek enerjinin 6nemli bir miktarina karsilik gelmesidir (Cizelge
2.1). Bu oran, yiiksek basing altinda depolamada %20, sivilastirma ile

depolamada ise %40’a kadar ¢ikabilmektedir (Chen and Zhu, 2008).

Cizelge 2.1. Hidrojen enerji miktar1 (Edwards et al., 2008).

Yakt Spesifik enerji Enerji yogunlugu
(KWs/kg) (KWs/dm®)

Stvi Hidrojen 333 2.37
Hidrojen (200 bar) 333 0.53
S1vi dogal gaz 13.9 5.6
Dogal gaz (200 bar) 13.9 2.3
Petrol 12.8 9.5
Dizel 12.6 10.6
Komiir 8.2 7.6
Amonyaboran (NH;BH;) 6.5 5.5
Metanol 55 4.4
Odun 4.2 3.0
Li-iyon pil 0.55 1.69

Hidratlarin  kullanimiyla kati fazda gerceklestirilen hidrojen
depolama sistemleri ise kullanim bakimindan potansiyeli olan depolama
yontemlerindendir. Bu sistemlerin gelistirilmesi ve yayginlastirilmasi
sonucu hidrojenin daha yogun sekilde depolanabilmesi ile hidrojenin tam
bir enerji alternatifi olarak kabul edilmesi olanakli olacaktir. Bu sayede
hidrojenin merkezinde oldugu bir ekonominin olusturulmast hiz

kazanacaktir (Jang, 2008; Johnston et al., 2005).



2.1.Hidrojen Uretim Yontemleri

Hidrojen diinya iizerinde yogun olarak bulunmasina ragmen diger
elementlerle kimyasal baglarla bagli olarak bulundugundan saf olarak
elde edilmesi i¢cin ek enerjiye ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu durum farkh
dogal kaynaklarda hapsolmus hidrojenin kazanilmasi icin gelistirilen
yontemlerin ¢esitlenmesine yol agmistir, Sekil 2.1 (Nielsen, 2005; Profeti
et al., 2009; Das and Veziroglu, 2008).



Kat1 Yakit — Gazlastirma —p Gaz saflagtirma ve Kiikiirt
uzaklastirtlmasi
Kiikiirt
Yakit —

St Yaki uzaklastirilmasi

Yiiksek 1s1l1
- g yakit

Dogal Gaz —> De-siilfirizasyon hiicreleri:

Kat1 oksit

Ergimis
karbonat
Reformasyon

Su-gaz degisim iglemi

A 4

CO giderimi (Kismi
oksidasyon, membran vs.)

Uretim gazi:

H,/CO ~2 /\

PEM H,
depolama

Etanol sentezi

Fischer-Tropsch Metanol sentezi Diger Uriinler

sentezi

Sekil 2.1. Kati, stvi ve gaz yakitlarin kullanilmasiyla hidrojen tiretim yontemleri

(Holladay et al., 2009).

Hidrojen fosil, niikleer ve yenilebilir kaynaklardan su elektrolizi,
dogal gaz reformasyonu, komiir ve biyokiitle gazlastirmasi, yiiksek
sicaklikta su ayristirmasi, fotoelektroliz ve biyolojik yontemler gibi farkl

uygulamalarla da elde edilebilmektedir, Sekil 2.2 (Feng et al, 2009;
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Saxena et al., 2009; Khader, 2009; Holladay et al., 2009; Sherif et al.,
2005).

ENERJI KAYNAKLARI
. Kémﬁr . . .
DONUSUM
e Petrol \ o)
—» Termokimyasal |
Hidrokarbon Doniistimii D
(0]
o B1y0kut1 3
Elektroliz — % E
o Rl'jzgar N
e Su
e (ilines
e Niiklcer » Termokimyasal Su

Ayrigmast

Sekil 2.2. Farkli enerji kaynaklarindan hidrojen doniisiimleri (Yang, 2008).

Gliniimiizde 6zellikle metan gibi hidrokarbonlardan reformasyon
yontemi ile hidrojen iiretilmekle beraber yan iiriin olarak agiga cikan
karbondioksitin ve karbonmonoksitin yarattig1 ¢cevresel kirlilik 6nemli bir
sorun teskil etmektedir (Sharma et al., 2008; Moriarty and Honnery,
2009; Ahmed et al., 2009).

Diger bir yontem olan yiiksek sicaklik altinda piroliz,
hidrokarbonlar, biyokiitle ve atiklarin kullanimma uygun olmasi

nedeniyle endiistriyel olarak yaygindir. Ancak bugiin i¢in bu ydntemin
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maliyeti dogal gaz reformasyonundan daha yiiksektir (Holladay et al,

2009; Dufour et al., 2009).

Suyun ayristirilmasiyla hidrojen elde edilmesi yontemi ise yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu yontem elektroliz, foto-elektroliz, termoliz
(yliksek sicaklik altinda ayristirma) ve foto-biyolojik olarak suyun
ayristirilmasi gibi farkl alt tiirleri kapsamaktadir. Ancak bu yontem fosil
yakitlardan hidrojen elde edilmesine gore daha maliyetli olmasi

nedeniyle gelistirilmeye ihtiya¢ duyulmaktadir (Holladay et al, 2009).

Stirdiiriilebilir bir gelismeye duyulan ihtiyag ve giderek artan
cevresel kaygilar nedeniyle hidrojenin biyolojik yolla iiretimi icin
gelistirilen yontemler gilinlimiizde giderek ©nem kazanmaktadir.
Biyolojik yolla hidrojen iiretim yontemleri temelde yakit olarak suyun
kullanildig1 fotoliz ve organik maddelerin kullanildigi fermentasyon
olarak siniflandirilmaktadir (Desmukh and Boehm, 2008; Rupprecht et

al., 2006). Farkl1 hidrojen iiretim yontemleri Cizelge 2.2°de 6zetlenmistir.

Hidrojen iiretim yOntemlerinin se¢imi cografi konum, enerji
maliyetleri, ham madde tedariki gibi farkli parametrelere baghdir.
Ozellikle yenilenebilir kaynaklarin kullanimu fosil kaynaklarm az oldugu,
ham madde tedarik siirecinin maliyeti arttirdigi, insan niifusunun az
oldugu kosullarda tercih edilebilir, ancak uzun vadede yaygin
uygulanabilir bir segenek olabilmesi i¢in daha fazla gelistirilmeye
gereksinim duymaktadir. Ancak bu durumda cevreye duyarli, insanligin

refahina katkida bulunacak sekilde hidrojenin yasamin bir pargasi haline
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gelebilmesi bu c¢alismalarin basarisina bagli olacaktir (Bauen, 2006;

Clark and Rifkin, 2006; Ball and Wietcshel, 2009).

Cizelge 2.2. Farkli hidrojen iiretim ve kullanim teknolojileri (Holladay et al., 2009).

Teknoloji Yakit Verim Gelisim
(%)

Buhar reformasyonu Hidrokarbon 70-85 Ticari
Kismi oksidasyon Hidrokarbon 60-75 Ticari
Ototermal reformasyon Hidrokarbon 60-75 Kisa vade
Plazma reformasyonu Hidrokarbon 9-85 Uzun vade
S1v1 faz reformasyonu Karbohidrat 35-55 Orta vade
Amonyak reformasyonu Amonyak e Kisa vade
Biyokiitle gazlastirilmasi Biyokiitle 35-50 Ticari
Fotoliz Giines+Su 0.5 Uzun vade
Karanlik fermentasyon Biyokiitle 60-80 Uzun vade
Foto fermentasyon Biyokiitle+Giines 0.1 Uzun vade
Mikrobiyal elektroliz hiicresi Biyokiitle+Elektrik 78 Uzun vade
Alkali yakit hiicresi Su+elektrik 50-60 Ticari
PEM yakat hiicresi Su+elektrik 55-70 Kisa vade
Kat1 oksit yakit hiicresi Su+elektrik-+ist 40-60 Kisa vade
Termokimyasal su ayrismast Su+isi -—-- Uzun vade
Fotoelektrokimyasal su ayrigmasi | Su+Giines 12.4 Uzun vade

2.1.1.Dogal gazin buhar reformasyonu

Dogal gazin buhar reformasyonu kimya ve petro-kimya
endistrilerinde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Gilinlimiizde
kullanilan en diisiik maliyetli yontemlerden biridir. Fosil kaynaklarin
kullanildig1 diger yontemlerle karsilastirildiginda, en az karbondioksit

aciga c¢ikaran yontemlerden biridir. Bu yontemde ek bir 1s1 kaynagina
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ithtiya¢ duyulmakla birlikte, kismi oksidasyon ve ototermal reformasyona
gore daha diisiik sicakliklarda gergeklesmektedir. Oksijen gerektirmeden
buhar esliginde 3:1 oraninda H,:CO firetilebilmektedir. Kullanilan nikel,
platin, rodyum gibi katalizérlerin tiirline gore buhar reformasyonun
verimliligi degismekle beraber giiniimiizde genelde daha ucuz olan nikel
katalizorler endistriyel olarak kullanilmaktadir (Go et al., 2009;
Holladay et al, 2009; Dufour J. et al, 2009).

2.1.2. Kismi oksidasyon

Kismi oksidasyon yonteminde hidrokarbonlarin oksijen ile
kontrolli ~ yanma  reaksiyonu  sonucu  hidrojen  {iretilmesi
gerceklestirilmektedir. Islem 1300-1500 °C gibi yiiksek sicakliklarda
gerceklesmekte ve 1:1-2:1 oranlarinda H,:CO agiga ¢ikmaktadir. Kismi
oksidasyon sistemlerine de katalizor eklenerek sicakligin diistirtilmesi
saglanabilse de ekzotermik reaksiyonlar nedeniyle olusan sicaklik
kontroliindeki zorluklar 6nemli bir sakinca yaratmaktadir (Cheng et al.,

2009; Ball and Wietcshel, 2009).
2.1.3. Ototermal reformasyon

Ototermal reformasyon temel olarak kismi oksidayon prosesinde
buhar eklenmesiyle gerceklestirilir ve buhar reformasyonu ile kismi
oksidasyon yontemlerinin birlestirilmesi olarak da degerlendirilebilir. Bu
yontem termal olarak notr bir prosestir. Buhar reformasyonunda ihtiyag
duyulan sicaklik oksidasyonla saglanirken ek bir 1sitma geregi ortadan
kalkmaktadir. Ayrica buhar reformasyonuna goére daha c¢abuk

isletilebilmekte ve oksidasyona gore daha fazla hidrojen elde
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edilebilmektedir. Bu yontemde dikkat edilmesi gereken en Onemli
basamaklardan biri sisteme beslenen oksijen ve buhar oranlarinin

kontroliidiir (Youn et al., 2008; Holladay et al, 2009).
2.1.4.Plazma reformasyonu

Temelde diger reformasyon yoOntemlerine benzemekle beraber
reaksiyonlarin ihtiya¢ duydugu enerji elektrik veya 1sil islemlerle iiretilen
plazma ile saglanmaktadir. Bu yontemde diger reformasyon yontemlerine
gore kontrol edilebilirlik, farkli hidrokarbonlarla kullanilabilme, yiiksek
iriin gaz1 saflig1, daha diisiik sicakliklarda ve basinglarda caligma olanagi
gibi avantajlar saglanmaktadir. Plazma reformasyon teknolojisi i¢in en
onemli kisit ihtiya¢ duyulan enerjisinin getirdigi maliyettir. Gliniimiizde
plazma reformasyonu hidrokarbon reformasyonunda ve zararli gazlarin

giderilmesinde kullanilmaktadir (Holladay et al, 2009; Chen et al., 2008).
2.1.5.S1v1 faz reformasyonu

Oksijen igeren hidrokarbonlarin veya karbonhidratlarin islenmesi
amaciyla gelistirilme siirecinde olan bir yontemdir. Siv1 faz sistemlerinin
onemli bir Ustiinliigli buharlagmaya gerek duyulmadan diisiik
sicakliklarda tek bir basamakta gerceklestirilebilmeleridir (Holladay et al,
2009).

2.1.6. Amonyak reformasyonu

Genelde yakit hiicreleri ile birlikte kullanilan bir yontemdir.
Amonyak diisiik maliyetli ve kolay bulunabilir oldugu i¢in ydntemin

kullanim potansiyeli yiiksektir. Temelde amonyagin parcalanma
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reaksiyonuna dayali bu yontem endotermik olup 800-900 °C civarinda
sicaklikta ve olusum reaksiyonuna gore daha diisiik basing altinda
gergeklesmektedir. Demir oksit, molibden, ruthenium ve nikel gibi
katalizorler kullanilabilmektedir (Ball and Wietcshel, 2009; Holladay et
al, 2009).

2.1.7.Elektroliz

Suyun elektrik akimi yardimi ile hidrojen ve oksijenine
parcalanmasi esasina dayanan basit bir prensipte ¢alismaktadir. Temelde
elektrik enerjisinin hidrojen kaynakli kimyasal enerjiye doniistiiriilmesi
olarak agiklanabilir. Elektroliz genelde saf hidrojen gereken islemler i¢in
tercih edilen bir yontemdir. Bugiin i¢in ekonomik maliyeti diger
yontemlere gore daha yliksek olsa da gelecekte 6zellikle kullanilan dogal
gaz, komiir gibi kaynaklarin fiyatlarinda olusabilecek artislarla nemli bir
alternatif olma potansiyeli bulunmaktadir. Yakit hiicreleri elektroliz
prensibine dayanarak gelistirilmislerdir. Yaygin olarak kullanilan alkali,
proton membran, kat1 oksit gibi hiicrelerin temelinde suyun elektrolizi

bulunmaktadir (Barbir, 2005; Li et al., 2009; Holladay et al, 2009).
2.1.8. Fotoelektroliz

Glines enerjisi yardimiyla, fotovoltaik giines pillerinde olusan
reaksiyon benzeri bir prensiple, suyun dogrudan hidrojen ve oksijenine
ayrismasi yontemidir. Katalizor olarak yari iletkenlerin veya metallerin
kullanildig1 bu yontemde giinesten gelen fotonlarin tetiklemesiyle su

hidrojenine ve oksijenine ayrilmaktadir. Kullanilan katalizorlin tiirline,
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elektrot malzemesine bagli olarak iiretim verimleri degismektedir

(Tributsch, 2008; Holladay et al, 2009).
2.1.9. Termoliz

Suyun 1s1 etkisiyle ayrigtirilmasi olarak agiklanabilir. Suyun 2500
°C gibi yiiksek sicakliklarda ayrigmasini temel alan bu yontemin en
onemli sakincast bu sicakliklara dayanikli ve ekonomik sistemlerin
bulunma zorlugudur. Bu nedenle reaksiyonlarin daha diisiik sicakliklarda
kimyasallar esliginde gerceklestirildigi c¢esitli kimyasal dongiler
bulunmustur. Bu yontem {iizerinde calisilsa da 6zellikle 1980°lerden sonra
arastirmalar bu konudan uzaklagsmistir (Andress et al., 2009; Saxene et

al., 2008; Holladay et al, 2009; Nath and Das, 2003).
2.1.10. Piroliz

Hidrokarbonlarin su veya oksijen reaksiyonlar1 olmaksizin
hidrojene ve karbona ayrigtirtlmasidir. Su ve oksijen olmadigi icin
karbon oksitler olusmadigindan sera gazi etkisi azdir. Her ne kadar su
veya hava varliginda da yontem uygulanabilmekteyse de agiga cikan
karbon oksitlerin giderilmesi i¢in ek maliyet gerekmektedir. Diisiik
emisyonlarinin yani sira biyokiitle gibi farkli yakitlarin kullanimina izin
vermesi, basit tasarimli sistemlerle gergeklestirilebilmesi gibi 6zellikleri
nedeniyle isletim bakimindan esnek bir yontemdir (Dufour A. et al.,

2009; Ahmed and Gupta, 2009; Holladay et al, 2009).
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2.1.11. Gazlastirma

Komiir, biyokiitle gibi yakitlar kullanilarak piroliz benzeri kismi
oksidasyon temelli bir yontemdir. Bu yontem katalizorlii veya
katalizorsiiz gergeklestirilebilmekle beraber kullanilan yakitlarin kismi
oksidasyonu ile hidrojenin yaninda metan, nitrojen, karbonmonoksit ve
karbondioksit gazlar1 da agiga ¢ikmaktadir. Kullanilan yakat tiiriine bagh
olarak verim degismektedir. Giiniimiizde her ne kadar kdmiirden daha az
verimli olsa da biyokiitleden bu sistemlerle yiiksek saflikta hidrojen elde
edilebilmektedir. Ancak veriminin yiikseltilebilmesi igin biyokiitle
icindeki nemin giderilebilmesi amaciyla ek bir 1sitma islemine ihtiyaci

olmaktadir (Guoxin and Hao, 2009; Kruse, 2009; Guell et al., 2009).
2.1.12. Karanhk fermantasyon

Anaerobik bakterilerin ve bazi alglerin karbonhidratli besinleri
karanlikta par¢alamalari islemidir. Metabolik yollar, kullanilan substrata
gore degismekle birlikte teorik olarak 1 mol glukoz basina 4 mol hidrojen
iiretilebilmektedir. Parcalanma esnasinda hidrojen, karbondioksit, metan,
karbonmonoksit ve hidrojensiilfiir agiga c¢ikmaktadir. Bu nedenle
hidrojenin saflastirilmasit icin ek bir ayirma islemi gerekmektedir. Bu
islemde diger bir 6nemli nokta ise hidrojenin kismi basincinin artiginin
iretime olan negatif etkisidir. Bu sakinca fiiretilen gazin dogrudan
sistemden uzaklastirilmasi ile asilabilmektedir. Karanlik fermentasyon
isleminin basit sistemlerde gerceklesebilmesi, substratlarin biyolojik

olarak bozunur olmalari, rahat¢a bulunabilmeleri ve maliyetlerinin diisiik
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olmas gibi bazi avantajlar1 da vardir (Wang and Wan, 2009; Hallenbeck
and Ghosh, 2009; Urbaniec and Grabarczyk, 2009).

2.1.13. Foto-fermentatif hidrojen iiretimi

Fotosentetik bakteriler tarafindan gergeklestirilen bir islemdir. Bu
islemde anaerobik kosullarda fotosentetik pigmentler 151k enerjisini
kullanarak  organik  bilesiklerin = parcalanmasini  gergeklestiren
reaksiyonlart tetiklerler. Temel olarak nitrogenaz ve hidrogenaz
enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlar oldugu i¢in bu enzimlerin
oksijene olan duyarliligi nedeniyle hidrojen veriminde degiskenlik
gozlenebilir. Bu nedenle ortamin anaerobik tutulmasi gerekliligi 6zellikle
biiyilk Olcekte Onemli bir ek maliyet getirmektedir. Ayrica 1s1k
dontistimlerinin diisiik verimlerle gergeklesmesi elde edilen hidrojenin
miktarinin diger endiistriyel dlgekte uygulanan yontemlere gore ¢ok az
olusu 6nemli bir dezavantajdir. Ancak giiniimiizde oksijene direngli yeni
tirlerin genetik olarak gelistirilmeye c¢alisilmasi, yeni teknolojiler ile
daha verimli 1s1k kullanimi, farkli iiretim yontemlerinin uygulanmasi gibi
gelismeler sayesinde bu yonteminde bir alternatif olabilecegi goriilmiistiir
(Hallenbeck and Benemann, 2002; Asada and Miyake, 1999; Esper et al.,
2006).

2.1.14. Foto-biyo hidrojen iiretimi

Temelde hidrogenaz ve nitrogenaz enzimleri araciliyla gerceklesen
reaksiyonlar yardimiyla hidrojen {iretim siirecidir. Mikroalgler ve
siyanobakteriler tarafindan hidrogenaz enzimi katalizorliigiinde glinesten

alman enerjiyle suyun dogrudan hidrojene kadar pargalanmasi
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izlenebilecek birinci yoldur. Bu yolla, hidrojen iiretimi sadece su ve giin
15181 esliginde ve karbondioksit agiga ¢ikarmadan gergeklesebildigi igin
diger {retim yoOntemleriyle karsilastirildiginda oldukca  dikkat
cekmektedir. Ancak 06zellikle kullanilan hidrogenazin oksijene olan
duyarlilifi nedeniyle siire¢ igerisinde es zamanli agia ¢ikan oksijen
verim kayiplarina neden olmaktadir. Oksijenden korunmak igin
absorblayici ajanlarin kullanimi, gaz giderim sistemlerinin eklenmesi gibi
ek islemlerin ise Ozellikle Olgek biiylitme ¢alismalarinda gozlenen
kullanim gii¢liigii ve verim diisiisleri bu yontemin baslica sakincalaridir.
Glinlimiizde, helyum eklemesi ile sistemde iiretilen gazlarin sistemden
uzaklastirilmasi ile oksijenin inhibisyonuna olanak vermeden hidrojenin
ayristirilmasi gergeklestirilebilmektedir. Diger bir yontemde ise oksijenin
hidrojen ile es zamanl iiretiminin engellendigi iki basamakli islem ile
once oksijenin iiretim mekanizmasinin kimyasallar veya besin kisith
ortamlar1 kullanilarak kilitlenmesi ve sonra hidrojen iiretimine gecilmesi
gibi uygulamalar sayesinde bu yontem gelecek vaad etmektedir (Pinto et

al., 2002; Esper et al., 2006; Melis, 2002).

Bir diger yol da azot fikse edebilen fotoheterotrofik bakterilerin
veya siyanobakterilerin nitrogenaz enzimi ve 1sik enerjisi ile organik
substratlarin hidrojene parcalanmasidir. Nitrogenaz enziminin oksijene
olan duyarliligi ve ortamda bulunan fazla azotun negatif etkisi {iretim
veriminde Onemli bir rol oynar. Nitrogenazin hidrogenaza gore daha
fazla enerjiye ihtiyag duymasi fotokimyasal olarak kullanilan ATP
enerjisinin hidrojene doniisiim veriminde kayiplara neden olmaktadir. Bu
durum sadece 151k enerjisine destek olarak organik asitlerinde

kullanilmasini gerekli kilabilmektedir. Fotoheterotrofiklerin fotoototrofik
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canlilara gore 151k spektrumunun daha genis bir boliimiinii kullanma
yeteneklerine karsi 1s1k siddetine daha hassas olmalar1 verim problemleri
yaratmaktadir. Bu nedenlerle kullanilacak sistemlerin anaerobik ortam
kosullarin1 saglamasi, azot kisit ortam kullanilmasi gerekliligi, uygun 151k
siddetinin saglanmas1 Olcek biiyiitme islemlerinde dikkat edilmesi
gereken hususlardir. Ancak bu yontem sirasinda oksijen aciga ¢ikmamast
Oonemli bir Ustlinliiktiir. Diger bir avantajda, fotofermentatif yontemde
sorun olan, hidrojenin kismi basincinin doygunluga ulasmadan sistemden
uzaklastirlmas: gerekliligi bu sistemde s6z konusu degildir (Manish and

Banarjee, 2008; Vijayaraghavan and Soon, 2006).
2.1.15. Entegre biyo-hidrojen iiretim yontemi

Entegre sistemlerde ise karanlik ve foto fermentasyon yontemleri
birlikte kullanilmaktadir. Bu yontem, karanlik fermentasyon islemi ile
substratin  bakterilerce hidrojen ve organik asite pargalanmasi
basamagiyla baslamaktadir. Ilk basamakta iiretilen organik asit¢e zengin
fermentasyon sivisi fotofermentatif bakterilerce besin olarak kullanilir ve
151k enerjisine destek olur. Bu sekilde daha yiiksek verimle hidrojen
tiretilebilir. Bu yontemde kullanilan ortamlar agisindan hem bir geri
doniislim saglanmakta hem de her basamakta hidrojen iiretimi
gerceklestirilmektedir.  Yiiriitilen caligmalar verimi arttirict  farkli
basamaklar eklenmesi dogrultusundadir (Akkerman et al., 2008; Kargi

and Karapinar, 2006).
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2.2. Mikroalglerde foto-biyohidrojen iiretiminde etkili olan

mekanizmalar

Fotosentez giinesten aldiklar1 enerji ile su ve karbondioksiti
karbohidrat ve oksijene doniistiirebilen canlilarin  metabolik
mekanizmasidir.  Fotosentetik  canlilar 151k enerjisini  suyun
parcalanmasinda da kullanabildikleri i¢in hidrojen tiretiminde énemli bir
role sahiptirler. Mikroalgler, siyanobakteriler fotoototrofik canlilar olarak
sadece 151k enerjisiyle ve karbondioksiti karbon kaynagi olarak
kullanarak bu islemleri yapabilirken, fotoheterotrofik canlilar 1giktan
aldiklar1 enerjiyi ve organik karbonlar1 karbon kaynagi olarak kullanarak
bu islemleri gerceklestirebilmektedirler (Benemann, 1997; Akkerman et

al., 2002; Ghirardi et al., 2002).
2.2.1.Fotosentez ve fotosistemler

Mikroalgler gibi organizmalar 1siktan aldiklar1 enerjiyi kendi
yasamsal aktiviteleri icin ihtiya¢ duyduklar1 enerjiye fotosentetik
mekanizmalarini  kullanarak  dontistiirebilirler.  Fotosistemler bu
fotosentetik mekanizmalarin temel tinitelerini olusturan merkezlerdir. Bu
merkezlere gelen enerji yiiklii 151k parcalari; fotonlari, karotenoidler ve
klorofiller gibi pigmentler bulunduran alicilar araciligiyla sogurularak
kullanilmaktadir. Fotosistemi olusturan bu alicilara anten kompleksleri
denilmektedir. Anten kompleksleri fotosentetik pigmenteleri barindiran
yapilardir. Bu yapilar fotosistemin diger bir yapr tasi olan reaksiyon

merkezlerine sogurduklari1 fotonlar1 iletirler ve bu merkezlerde bulunan
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0zel molekiiller araciligryla kimyasal enerji donilisiimiinii gerceklestirirler

(Polle et al., 2002; Rochaix, 2002).

Bir foton reaksiyon merkezinde bulunan anten pigmentine ¢arptigi
anda bu molekiiliin elektronlarindan birini uyararak daha yiiksek bir
enerji seviyesine c¢ikartir. Bu uyarilma fotosentezin reaksiyonlarini
tetikler ve bu asamada elektronlar araciligiyla aktarilan enerji bir sira
halinde dizili bulunan pigment molekiillerinin birinden digerine dogru
akar. Bu siire¢ esnasinda bir elektronunu kaybeden pigment molekiilii,
pozitif elektrik ytkli hale gelirken, elektronu kabul eden alict molekiil
negatif ylkli olur. Elektron transfer zinciri adi verilen ve tastyici
molekiillerden olusan bu siire¢ igerisinde elektronlar bir tasiyici
molekiilden digerine dogru ilerlerler. Bu durum her elektron tasiyicisinin
bir 6ncekinden daha diisiik bir enerji seviyesine sahip olmasina yol acar
ki elektronlar zincir boyunca bir molekiilden digerine akarken kademeli
olarak enerjilerini kaybederken artan enerji sistemden uzaklagtirilir.
Fotonun sogurulmasindan elektron transferine uzanan bu enerji transferi
zincirinde her reaksiyon merkezinde kimyasal enerjiye doniisiim
gergeklesir. Fotosentezden artan bu enerjinin uzaklastirilmasi ise farkl
sekillerde olabilir. Bunlardan biri 1s1 seklinde digeri ise anlik 1s1ma,
floresans, seklinde olmaktadir. Enerjinin korunumu dikkate alindiginda
farkli enerji uzaklastirma yontemleri fotosentezin verimi agisindan
Oonemli veriler sunmaktadirlar. (Vulgusheva et al., 2007; Rech et al.,

2003; Mouget et al., 2002).

Fotosentezde fotokimyasal olaylarin gerceklestirilmesinde 1518in

400-700 nm band1 kullanilmaktadir. Olusan 1s1ma, sogrulan 1518a gore



21

dalga boyunun ytiksekligi (kizil/kizil 6tesi; >685 nm) ve Onemli bir
kisminin (~%95) fotosistem2’den kaynaklanmasi gibi ozelliklerinden
ayrilabilir, izlenmesi olanaklidir. Bu nedenle her ne kadar floresans
sogurulan 15181n ¢ok kiiclik bir kismini (%]1-2) olustursa da kolay takip
edilebilir. (Melis and Happe, 2001; Maxwell and Johnson, 2000).

2.2.2.Suyun ayristirilmasi ve fotosistemler

Kloroplastlarda  gerceklesen fotosentez — siirecinde, lumeni
cevreleyen lipid tabakali thylakoid membranda bulunan fotosisteml
(PSI) ve fotosistem2 (PSII) seri olarak calismaktadir. PSI reaksiyon
merkezi, P700 olarak adlandirilan molekiilleri i¢erir ve 700nm band1 ve
iistlinde sogurma gergeklestirir. PSII reaksiyon merkezi, P680 olarak
molekiilleri igerir ve 680nm bandi ve altina kadar gelen fotonlar
sogurarak reaksiyonlar gerceklestirebilir. PSII merkezleri genis
spektrumda aktif olmalar1 ve daha yogun fotosentetik pigment i¢cermeleri
nedeniyle fotosentez mekanizmasinda ¢ok dnemli bir yer alirlar (Melis,

1999; Kosourov et al., 2007).

PSII suyun dogrudan oksijene, elektronlara ve protonlara ayrildig
reaksiyon merkezidir. Aciga c¢ikan protonlar lumende kalmaktadirlar.
Olusan elektronlar ise siirekli bir sekilde reaksiyona girerek plastokinona
(PQ) transfer edilirler. Protonlar i¢ ortamdan alinarak plastokinonun
tamamen indirgenmesinde (PQH2) kullanilarak membranda ¢dziinebilen
protein yapilara doniistiiriiliirler. Bu proteinler difiizlenerek sitokrom bef
kompleksine aktarilir. Plastokinon kompleksinde yer alan elektronlar da

suda c¢oziinebilen elektron tasiyicist  plastotosiyanine  aktarilir.
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Plastosiyanin kompleksi protonun lipid tabakadan ge¢isine imkan veren
0zel bir mekanizmaya sahiptir. Lumende biriken plastosiyanin 11k
altinda oksidasyon reaksiyonlarinda kullanilacagt PSI reaksiyon
merkezine difiizlenir. Plastosiyonin burada sahip oldugu elektronlari
serbest birakarak PSI reaksiyon merkezinin indirgenmesine yol acar.
Daha sonra 1sik etkisiyle tekrar uyarilan merkez araciligiyla serbest
elektronlar ferrodoksin elektron tasiyicisina aktarilir. Ferrodoksin NADP-
rediiktaz ile reaksiyona girerek nikotinamid diniikleotit fosfat (NADP+)
indirgenmesini gergeklestirerek NADPH olusumunu saglar. Tilakoid
membranda bulunan protonlar ATP sentezinde ve indirgen NADPH ile
birlikte Calvin ¢emberindeki Rubisco aracilifiyla karbondioksitin
tutulmasinda kullanilir. Bu olay 6karyotik organizmalarda (mikroalgler)
kloroplastlarda  gerceklesirken, prokaryotiklerde (siyanobakteriler)
sitoplazmada gerceklesir. Calvin ¢emberinden yaglarin, yag asitlerinin,
amino asitlerin ve karboksilik asitlerin yapitasi olan fosfogliseraldehit
aciga c¢ikar. Takip eden reaksiyonlarla organizmanin yasam faliyetleri
i¢in ihtiya¢ duydugu enerjinin iiretimini saglayacak depo maddeleri olan

karbohidratlar tiretilir (Richmond, 2004; Masojidek et al., 2004).

Normal aerobik kosullarda gerceklesen fotosentez reaksiyonlari
sonucunda karbohidratlar aciga ¢ikarken anaerobik kosullar altinda veya
cok yogun atil enerjinin biriktigi durumlarda ferrodoksinde tutulan
elektronlar protonlarin indirgenmesinde kullanilarak hidrojen olusumu
gerceklesir. Hidrogenaz enziminin katalizledigi bu reaksiyon ile herhangi
bir ek ATP ihtiyacti olmadan su fotobiyolojik yolla dogrudan
elektrolizlenmektedir (Greenbaum and Lee, 1998; Lindblad, 2004).
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2.3.Hidrojen ve Chlamydomonas reinhardtii

Fotobiyolojik hidrojen {iretimi hem temiz ve yenilenebilir olmasi
nedeniyle hem de mikroalglerin kullanildig1 sistemlerde hidrojenin
yanisira mikroalgal iiriinlerin de elde edilmesi nedeniyle 6zel bir yere

sahiptir (Hallenbeck, 2004).

Chlamydomonas reinhardtii fotobiyolojik yollarla hidrojenin
iiretimini gergeklestirebilen tek hiicreli, kamcili bir yesil algtir. Ozellikle
yuksek bitkilerdeki gibi fotosistem mekanizmasina sahip olmasi, diger
yesil alg tiirleriyle karsilastirilabilir 6zelliklerinin olmasi, basit ve esnek
tretim Ozellikleri ve son yillarda tamamlanan genom sekansinin
bulunmasi gibi Ozellikleri fotosentez mekanizmasinin incelenmesinde,
molekiiler biyoloji ve genetik caligmalarinda model olarak kullanilan bir

mikroorganizmadir (Rochaix, 2002; Germano et al., 2002).

Hidrojen iiretimi agisindan ise Ozellikle son yillarda biiyiik 6nem
kazanmistir. Her ne kadar 1940’11 yillarda Gaffron ve Rubin’in yaptiklari
caligmalarda yesil alglerin hidrojen liretim potansiyelleri anlasilmis olsa
da ozellikle 2000’1 yillarda farkli yontemlerin gelistirilmesiyle iiretim
stirecindeki iyilestirmeler bu canlilara ilgiyi tekrar tetiklemistir (Gaffron

and Rubin, 1942; Stuart and Gaffron, 1972).

Chlamydomonas tarafindan hidrojen iiretimi, fotonlardan saglanan
enerji ile kloroplastlarda gergeklesen reaksiyonlar sonucunda suyun
ayristirilmast ile gergeklesir. Fotobiyolojik reaksiyonlar ile PSII de
parcalanan suyun agiga ¢ikardigi elektronlarin PSI de bulunan

ferrodoksine transferiyle anaerobik kosullar altinda, hidrogenaz
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katalizorliigiinde protonlari kullanmasiyla hidrojen tretimi gerceklesir.
Ancak hidrojen lretiminin etkeni olan hidrogenaz enziminin oksijene
olan duyarlilifit bu yontemin kolay uygulanmasinda onemli sorunlar
ortaya ¢ikarmistir. Bu sorunun asilmasi i¢in iki basamakli bir yontem

gelistirilmistir (Melis et al., 2000).

Bu yontemin temelini oksijen {iretiminin gergeklestigi PSII
reaksiyon merkezinin kilitlenmesi esasi1 olusturmaktadir. Onceleri inhibe
edici baz1 kimyasallar (DCMU, SAL, C1-CCP) denenmistir (Gfeller and
Gibbs, 1984; 1985). Ancak organizma lizerinde yarattiklart geri
doniilmez zararli etkileri nedeniyle siirekli uygulamaya elverisli

olmadiklar1 i¢in tercih edilmemislerdir.

2000 yilinda Melis tarafindan aciklanan yontemde ise PSII
reaksiyon merkezinin Kkilitlenmesi ic¢in kiikiirt kisitlamasimin yeterli
olacag belirtilmistir. Iki basamakli iiretim ydntemi olarak adlandirilan bu
yontemin temelinde, oksijeni agiga c¢ikartan reaksiyonlarin gerceklestigi
PSII reaksiyon merkezinin islevini siirdiirebilmesi i¢in ihtiya¢ duydugu
proteinlerin sentezinde kullanilan sistein, metyonin gibi aminoasitlerin,
yapitaglarint olusturan kiikiirtiin yoklugunda iiretilememesi ve bunun
sonucunda protein sentezleyemeyen merkezin kilitlenmesi ilkesi
yatmaktadir. Kiikiirt yoklugunda PSII reaksiyon merkezinin fotokimyasal
aktivitesi azalarak fotosentetik oksijen olusumu yavaslamakta ve oksijen
tiketiminin gergeklestigi solunum hizinin altina diismektedir. Bu
durumda net oksijen kullanimi arttig1 icin hava temasi kesilen aydinlik
ortamlarda da anaerobik kosullar kendiliginden saglanmaktadir.

Anaerobik kosullar saglandiktan sonra hidrogenaz kendiliginden devreye
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girerek elektron transferini gerceklestirmekte ve hidrojen iiretimi
baslamaktadir. Bu siire igerisinde hiicrelerin fotosenteze devam
edemedikleri i¢in depoladiklari besinleri pargaladiklart goriilmiistiir.
Tekrar kiikiirt eklemesi ile hiicrelerin PSII aktivitelerinin artmast bu
yontemin geri doniisiimlii bir etki sagladigini bir gostergesi olarak biiyiik
Oonem tagimaktadir (Melis et al., 2000; Tsygankov et al., 2006; Kosourov
et al., 2005; Ghirardi et al., 2002).

Bu yontem oksijenik fotosentez, mitokondrial solunum, hiicresel
metabolizmanin regiilasyonu ve Fe-hidrogenaz ile elektron transferi
sonucunda hidrojen olusum mekanizmasin birlikte kullanmasi nedeniyle
bu sistemlerin anlagilmasinda 6nemli bilgiler sunmaktadir (Melis et al.,

2002; Ghirardi et al., 2005).
2.4.Fotobiyoreaktorler

Fotobiyoreaktorler fotosentetik canlilarin, genelde mikroalglerin
tiretimlerinde optimum kosullar1 saglayan ve 1sik gegisine izin veren
sistemlerdir. Temelde potansiyel kontaminantlara kars1 kiiltiirii koruyan
ve ortam kosullarinin tam kontroliine izin veren bu sistemlerin
tasariminda belli unsurlara dikkat edilmektedir. Bunlar, yapilacak
tiretimin niteligi, segilen tiir, ortam kosullari, kontrol mekanizmalarina
olan gereksinim, 1s1k ihtiyaci gibi bagliklar altinda toplanabilir. Yeterli ve
verimli 151k saglanmasi ve 1s1ktan maksimum yararlanilmasi, kiitle ve gaz
kayiplariin  minimum seviyelere indirilmesi, kiiltiirii yipratan ve

metabolizmay1 inhibe edici faktorlerin (atik oksijen, kimyasallar vb.)
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giderilmesi, dlgek biiyiitmeye uygunluk gibi baslica konular tasarimda

onemli rol oynamaktadir (Oncel, 2004; Oncel and Akpolat, 2006).

Ihtiyaca gére cok farkli gesitleri olsa da temelde kolon sistemler
(karistirmali tank, hava kaldirmali, kabarcik kolon), panel sistemler,
tiibtiler sistemler olarak siniflandirilabilirler. Her sinifin kendine 6zgii
151k kullanim verimliligi, aydinlik karanlik senkronu, akis rejimi, dlgek
biiylitme kapasiteleri olmakla birlikte kullanilan organizma ve {iretimin
amacina gore tercih edilmektedirler (Oncel and Vardar, 2008; Benemann,

2000).

Hidrojen iiretimi s6z konusu oldugunda en biiyiik sorun {iretilen
hidrojenin sistemden kayiplar olmadan uzaklastirilip kullanima hazir
halde korunabilmesidir. Ozellikle fotobiyolojik hidrojen iiretiminde rol
alan enzimlerin oksijene duyarlhiliklar1 {retimlerin gergeklestigi
fotobiyoreaktorlerin tamamen hava ile temaslarinin kesilebilmesini
zorunlu kilmaktadir. Bu 6nemli zorunluluk yapim malzemesinden bakim
islemlerine, karistirma sisteminden aydinlatma sistemlerine kadar
tasarimin tiim bilesenlerini etkilemektedir. Tiibiiler sistemler, panel
sistemler, karistirmali tank sistemler iiretimlerde kullanilabilmektedir.
Fotobiyolojik yolla hidrojen iiretiminin gelecegi uygun maliyetli rekabet
edebilir sistemlerin gelistirilmesiyle yakindan iliskili olacaktir. Ozellikle
elde edilecek degerli kimyasallar, biyokiitle gibi yan iiriinlerin geri
kazanilmas: maliyet agisindan avantaj saglayacak potansiyele sahiptir

(Modigell and Holle, 1998; Kargi and Karapinar, 2006).
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Hidrojen elde edilebildigi komiir, dogal gaz, niikleer, su, riizgar,

giines, biyokiitle, jeotermal, dalga gibi birbirinden ¢ok farkli kaynaklar

g0z oniline alindiginda fosil kaynakli yakitlara gére 6nemli bir iistiinliik

tasimaktadir. Elde edilen hidrojenin kullaniminda ise yakit hiicreleri

biiylik bir 6nem tagimaktadir (Cizelge 2.3).

Cizelge 2.3. Yakit hiicrelerinin dzellikleri (Edwards et al., 2008).

. . Callsn{a Kullamim Gii¢ arah@ Elektriksel
Yakat Hiicresi sicakhig: alanlan .o
C) (kW) verim (%)
Alkalin 70-130 Uzay, askeri, cep tel. 0.1-50 50-70
Cep tel., taginabilir
Proton Gegirgen 60-110 sistemler, diisiik gii¢ 0.01-250 40-55
iuiniteleri
Fosforik Asit 175210 | Ortabiyikoleekist 5 144, 40-45
giic sistemleri
Ergimis Biiyiik 6l¢ek gii¢ 200-
Karbonat 530-650 uretimi 100,000 >0-60
Orta-biiyiik 6l¢ek giic,
Kat1 Oksit 500-1000 | 'St sistemleri, arag gli¢ | 5 44, 40-72
iiniteleri, mikro ¢ipler
iiniteleri
Metanol 60-120 Cep tel., tasmabilir | 541_109 40
sistemler

Bu sistemler ulasimdan, elektronik cihazlara kadar

cok genis bir

yelpazede kullanim potansiyeli sergilemektedir (Bullen et al., 2006;
Abram, 2008; Hallenbeck and Benemann, 2002).

Yakit hiicreleri hidrojeni oksijen veya hava kullanarak oksidasyon

yolu ile dogrudan elektrik iiretiminde kullanilirlar. Bu nedenle yakit

hiicreleri diinya genelinde hidrojen kullanimmnin yayginlasmasinda

onemli bir rol listlenmektedirler (Edwards et al., 2008).
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Farkli kullanim alanlarinin gelismesine karsilik 6zelikle ulagim
sektorlinde  hidrojenin  petrole  Onemli  bir alternatif olarak
degerlendirilmeye baslanmasindan sonra yakit hiicreleri c¢aligmalarina

yogunluk verilmistir (Mock and Schmitt, 2009).

Yakit hiicrelerinin farkli yakitlarin kullanildigi konvansiyonel
elektrik tiretimine gore en dnemli Ustiinliigii kimyasal, termal ve mekanik
basamaklar olmaksizin, hidrojeni oksijen yardimiyla dogrudan elektrige
doniistiirebilmeleridir. Verimliliklerinin yiiksek olmasi da bu nedenledir
(Zegers, 2006; Yang, 2008).

Bu noktada o6zellikle ulasim sektoriinde kullanilan igten yanmali
sistemlerle karsilastirildiginda da yakit hiicreleri yiiksek verimlerinin
yan1 sira diisik gaz emisyonlar, ses kirliligi, hareketli parca
icermemeleri, modiiler olmalari, kullanim pratikligi bakimindan da
tistiindiir. Gelisen teknoloji ile sistemlerin ekonomik maliyetlerinin
azaltilmasi, toplum bilincinin gelismesi ile kullanim yayginliginin artma
potansiyeli glinlimiizde yakit hiicrelerine verilen 6nemi arttirmistir (Ross,
2006; Qi et al., 2007; Moch and Schmitt, 2009).

Yakit hiicreleri, pillere benzer bir sekilde elektrik iiretseler de,
piller gibi enerji depolamasinda kullanilamamaktadirlar. Bu nedenle
stirekli bir yakit beslemesine ihtiya¢ duyarlar (Chen et al., 2009; Edwards
et al, 2008).

Glinlimiizde kullanim alanlarina yonelik yakit pilleri arasinda
farkliliklar olmakla birlikte tiim yakit pilleri temel olarak birbirlerinden
kat1 veya sivi bir elektrolit ile ayrilan iki elektrottan (anot ve katod)

olugmaktadir (Cizelge 2.4).
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Cizelge 2.4. Yakit hiicrelerinde gergeklesen reaksiyonlar (Sherif et al., 2005; Zhao et

al., 2009).
Yakiat Hiicresi Anot reaksiyonlari Katot reaksiyonlari
Alkalin H, + 20H— 2H,0 + 2¢ 1/20, + H,O +2¢” —20H"
Proton Gegirgen | H, — 2H" +2¢ 1/20,+ 2H" +2¢" — H,0
Fosforik Asit H, — 2H" +2¢ 1/20,+ 2H" +2¢" — H,0
Ergimis Karbonat | H, + CO3— H,O + CO, + 2¢” 1/20,+ CO, +2¢ — CO7;
Kat1 Oksit H,+O0 — H,0+2¢ 120,+2¢ — O
Metanol CH;O0H + H,0 — CO, + 6H + 6¢” | 6H" + 6¢ + 3/2 CO, — 3 H,0O

Hidrojen anot, oksitleyici ise katot bdlmesine beslenerek
elektrokimyasal  indirgenme ve yiikseltgenme reaksiyonlarinin
gerceklesmesi saglanir. Elektrolitler asit, baz, tuz, polimer veya seramik
gibi farkli iletkenlerden olugabilmektedir. Elektrolit, elektrotlar arasinda
iyon transferine olanak saglarken elektronlar dis direng {izerinden
gecerek elektrik akimi (dogru akim) ve 1s1 olusturur. Protonlar katotta
oksijenle birleserek yakit tiirline gore su ve/veya karbondioksit agiga
cikarir. Yakit hiicreleri calisma sicakliklari, yakit ¢esidi ve kullanim
alanlarin1 belirleyen, elektrolitlerinin 6zelliklerine gore smiflandirilir

(Smitha et al., 2005; Barbir, 2006).
2.5.1. Alkali yakiat hiicreleri

Yaygin olarak kullanilan, diisiik maliyetli ve ilk gelistirilen yakat
hiicreleri alkali hiicrelerdir. Ozellikle uzay programinda es zamanli

elektrik tiretimi ve su ihtiyacinin karsilanmasi amaciyla yogun olarak
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kullanilmislardir. Bu sistemler potasyum hidroksit ve su karigimi bir
elektrolit ile farkli elektrotlar esliginde esnek c¢aligma imkani
saglamaktadirlar. Kullanilan elektrotlarin diisitk degerli metallerden
secilebilmesi, maliyeti olumlu yonde etkilemektedir. Ancak Ozellikle
kullanim &mriinii azaltan ve verim kaybina yol acan karbondioksit gazina
olan duyarlilik, hammadde olarak kullanilan yakitlarin saflagtirilma

zorunlulugunu gerektirmektedir (Chen et al., 2009; Edwards et al, 2008).
2.5.2.Fosforik asit yakit hiicreleri

Teflon bazli silikonkarbit matrise hapsedilmis fosforik asit
elektrolit kullanilan, platin katalizorlii karbon elektrotlarin olusturdugu
yakit hiicreleridir. Bu sistemler modern olarak tanimlanan yakat
hiicrelerinin ilk jenerasyonunu olusturmakta ve ticari boyutta kullanilan
ilk yakit hiicreleridir. PEM veya alkali yakit hiicrelerine gore yakita bagl
safsizliklara daha toleransli olmakla birlikte 6zellikle kullanilan platin
elektrotlar ek bir ekonomik maliyet getirmektedir. Sadece elektrik
iiretiminde verimleri diisiik olsa da, 1s1 ve elektrigin kojenere iiretiminde
verimleri ¢ok daha fazladir. Diger yakit hiicrelerine gére boyut ve agirlik
olarak ¢ok daha biiyilk boyutlarda olmalar1 6nemli bir kisitlaridir.
Boyutlart nedeniyle genelde sabit sistemlerde kullanilmakla birlikte
otobiisler gibi biiyiik ulagim araglarinda da uygulama alan1 bulmuslardir

(Ibrahim et al, 2008; Holladay et al., 2009).
2.5.3.Dogrudan metanol beslemeli yakit hiicreleri

Hidrojenin dogrudan sisteme beslendigi yakit hiicrelerinden farkli

olarak, bu tiplerde buharla karistirilan saf metanol yakit hiicresine
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dogrudan beslenmektedir. Hidrojen kullanilan sistemlere gore daha yeni
olsalar da metanol beslemeli yakit hiicreleri metanoliin kolay taginimu,
depolanmasi, sivi olmasi nedeniyle kolay kullanimi nedeniyle bu
sistemler iizerinde calismalar1 arttirmustir. Ozellikle pillerin  yerine
giinliik kullanimda 6nem tasiyan cep telefonu, diziistii bilgisayar gibi
elektronik cihazlarin  enerji  gereksinimini  karsilamaya  yonelik
potansiyelleri bulunmaktadir (Apanel and Johnson, 2004; Zhao et al.,
2009).

2.5.4.Ergimis karbonat yakit hiicreleri

Askeri, endiistriyel kullanimlarin yaninda dogal gaz ve komiir
santralleri gibi biiylik ¢apl enerji tiretim sistemlerinde de kullanilmak
tizere gelistirilmislerdir. Bu yakit hiicreleri elektrolit olarak ergimis
karbonat tuzlarin igeren gecirgen inert seramik bazli lityum aliiminyum
oksit matrislerin kullanildigi, yiiksek sicakliklarda calisan sistemlerdir.
Bu sistemler diger yakit hiicrelerinden farkli olarak yliksek c¢alisma
sicakliklarinin bir getirisi olarak ek bir hidrojen iiretim sistemine ihtiyag
duymadan gereken hidrojenin yakit hiicresi i¢inde olugmasini sagladiklari
icin maliyet acgisindan bir dstiinliige sahiptirler. Safsizliklara olan
direngleri, verimlerini olumlu etkilese de ozellikle yiiksek sicakliklar,
kullanilan  korosif elektrolitler gibi etkiler isletme Omiirlerini
siirlandirmaktadir. Yeni malzemelerin gelistirilmesiyle bu sorunlarin

astlmasina ¢alisilmaktadir (Holladay et al., 2009; Edwards et al, 2008).
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2.5.5.Kati oksit yakit hiicreleri

Gegirgen olmayan seramik elektrolitlerin kullanimu ile diger yakat
hiicrelerinde oldugu gibi tabaka seklinde elektrolit iiretimine ihtiyag
duymayan sistemlerdir. Ergimis karbonat sistemlerde oldugu gibi c¢ok
yiiksek sicakliklarda ¢alisan bu yakit hiicreleri yiiksek degerlikli metal
katalizorlere ihtiya¢ duymamaktadir. Ayrica sistem kendi i¢inde yakitini
olusturabildigi i¢in kdmiir, dogal gaz gibi farkli kaynaklarm kullanimi
miimkiindiir. Ozellikle komiir kullaniminda agiga cikan kiikiirde karsi
ergimis karbonat yakit hiicrelerinden bile daha dayanikli olduklar1 icin
verimleri yiiksektir. Ac¢iga cikan artik 1s1 da geri doniistiiriilebilirse
verimleri daha da artmaktadir. Ancak yiiksek sicaklilarda g¢alisma
nedeniyle dayaniklilik, bakim maliyetleri gibi konular onemli kisitlar
getirmekle birlikte gelisen teknoloji ile birlikte daha direngli
malzemelerin kullanim1 ve daha diisiik sicakliklarda caligabilecek kati
oksit sistemlerin iizerinde ¢alisilmaktadir (Sammes et al., 2006; Holladay

et al., 2009; Edwards et al, 2008).
2.5.6.Polimer elektrolit membran yakit hiicreleri

Diger adiyla proton gegirgen membran yakit hiicreleri basitlikleri,
kolay kullanimlari, esnek c¢aligma alanlari gibi ozelliklerinden dolay1
ulagim araglar1 gibi biiylik sistemlerden cep telefonlarina kadar genis bir
yelpazede kullanim potansiyelleri gosterirler (Cheng et al., 2007; Barbir,
2006). Elektronik sistemlerin haricinde 06zellikle biyolojik yollarla

hidrojen tiretiminde dogrudan elektrik tiretimi amaciyla kullanim,
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laboratuar ¢apinda ¢aligmaktadir (Dante, 2005; He et al., 2005; Nakada et
al., 1999; Dante et al., 2004).

Temelde platin igerikli iki gecirgen karbon elektrot arasinda, proton
gecirgen bir membranin elektrolit olarak kullanildiklar1 sistemlerdir.
Hidrojen anot tarafina beslendikten sonra proton ve elektronlarina
ayrilmakta, protonlar membrandan gegerken, elektronlar membranin
diger tarafindan iletken elektrotlar {izeriden dis dirence gegerek elektrik
akimi treterek tekrar membranin diger tarafina ge¢cmektedirler. Bu
noktada membrandan dogruca gecen protonlarla, katot tarafindan
beslenen oksijen birleserek suyu olusturmaktadirlar. Bu siire¢ sonunda
atik oksijen ve su sistemden uzaklagmaktadir (Vishnyakov, 2006; Barbir,

2005).

Diistik sicaklilarda c¢alistiklart icin kisa bir 1sinma siiresi yeterli
olmaktadir. Bu sistemler yakit olarak sadece hidrojene ve oksitleyici
olarak hava ve/veya oksijene ihtiyag duyduklarindan diger sistemlerde
karsilasilan korozif elektrolitlere baglh dayaniklilik sorunlar1 s6z konusu
degildir, saglamdirlar ve kullanimlar1 basittir. Ancak platin gibi degerli
metallerin  kullanim zorunlulugu maliyet ag¢isindan Onemli yiikler
getirmektedir. Ayrica platinin  karbonmonoksite olan duyarliligt
nedeniyle besleme gazlarimin saflastirilmast ek bir mali yiik
getirmektedir. Bu yakit hiicreleri 6zellikle araglarda biiytik bir potansiyel
icermekle birlikte yakit olarak hidrojene ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle
hidrojen tedarik ve depolanmasinda karsilagilan sorunlarin agilmasi 6nem

kazanmaktadir (Barbir and Gomez, 1997; 2005; Barbir et al., 2005).
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2.5.7.Mikrobiyal yakit hiicreleri

Biyolojik yakit hiicreleri olarak da belirtilen bu sistemlerde
elektrotlarda bulunan, elektrisijenler ve eksoelektrojenler olarak
adlandirilan mikroorganizmalar, organik materyalleri yiikseltgeyerek
elektron ve protonlar agiga ¢ikarirlar. Bu sistemler temelde mikrobiyal
katabolik faliyetlere dayanmaktadir. Diger yakit hiicrelerinden farklar
ise, elektrotlarda bulunan organizmalar araciliiyla bir yakit beslemesine
gereksinim duymadan, ihtiyag duyulan yakitin organik materyalden
tiretimi  seklindedir. Farkli konfigiirasyonlarda tasarlanmis sistemler
araciligiyla  elektron transferi  gergeklestirilerek  elektrik  eldesi
saglanmaktadir. Bu tip yakit hiicreleri organik maddelerden dogrudan
hidrojen elde edilmesinde de kullanilabilmektedir. Bu sistemlere
mikrobiyal destekli elektroliz hiicreleri de denilmektedir. Bu sistemlerde,
anaerobik ortam kosullarinda, PEM yakit hiicrelerine benzer bir prensipte
aciga c¢ikan elektron ve protonlarin membran aracilifiyla transferi ile
dogrudan elektrik {iretimi ger¢eklesmektedir (Nandi and Sengupta, 1998;
Watanabe, 2008; Lovley, 2006; Chae et al., 2009; Du et al., 2007).

Bu ¢alismada temel amag¢ Chlamydomonas reinhardtii araciligiyla
foto-biyolojik yolla iiretilen hidrojenin iiretim siirecinde 15181n etkisinin
incelenmesi, bu siirecin yakit hiicreleri kullanilarak takip edilebilirliginin
belirlenmesidir. Ayrica iiretilen hidrojenin yakit hiicreleri araciligr ile
dogrudan elektrik akimi tiretiminde kullanilma potansiyeli incelenerek,
elde edilen veriler dogrultusunda uygun ortam kosullarinda uzun siireli
tiretimleri  olanakli  kilacak yar1 siirekli {iretim  sistemlerinin

karsilastirilmasi hedeflenmistir.
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Tez siiresince yapilan ¢aligmalar 15181nda hidrojenin foto-biyolojik
yollarla tiiretim siireci ve yakit hiicrelerinde kullanim potansiyelleri
hakkinda 6zgiin bilgiler elde edilmistir. Yapilan c¢aligmanin bilimsel
literatiire katki saglarken 6zellikle iilkemizde yapilacak bu tip caligmalara

kaynak olabilmesi ve gelismelerde rol alabilmesi hedeflenen amagtir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1.Materyal
3.1.1.Mikroorganizma

Model olarak segilen Chlamydomonas reinhardtii, CC124 susu
CNR-italya arastirma merkezinin kiiltiir koleksiyonundan temin

edilmistir.
3.1.2.Kiiltiir Ortam

Uretimlerde iki tiir ortam kullamlmistir. Bu ortamlar Tris-asetat-
fosfat (TAP) ve bu ortamdan kiikiirtiin uzaklastirilmasiyla elde edilen
TAP-S ortamudir.

Cizelge 3.1. Kiiltiir ortam1 kompozisyonu

TAP ortama: | | TAP-S ortama:
Fosfat Buffer: 1 ml/l
K,HPO, : 108 g/l K,HPO, : 108 g/l
KH,PO, : 56 g/l KH,PO,: 56 g/l
Besin Stok: 10 ml/l
NH4C1: 40 g/l NH4C1 : 40 g/l
CaCl, x 2H,0 : 5 g/l CaCl, x 2H,0: 5 g/l
MgSO,4 x 7H,0 : 10 g/1 MgCl, x 6H,0 : 6.67 g/l
Hutner Metal Cozeltisi : 1 ml/l
Na,EDTA : 57.05 g/l Na,EDTA : 57.05 g/l
H;BO;5: 11.4 g/l H;BO;5: 11.4 g/l
MnCl, x 4H,0 : 5.06 g/l MnCl, x 4H,0 : 5.06 g/l
CoCl, x 6H,0 : 1.61 g/l CoCl, x 6H,0 : 1.61 g/l
Mo;0,4(NHy)s x 4H,0 : 1.1 g/1 Mo;0,4(NHy)s x 4H,0 : 1.1 g/
ZnSO,4 x TH,0 : 22 g/l ZnCl, : 16.67 g/l
FeSO,4 x 7TH,0 : 4.99 g/l Fe(III) sitrat : 4.7 g/1
CuSO,4 x 5H,0 : 1.57 g/l CuCl, x 2H20 : 1.07 g/l
Tris Baz: 20 ml/1 (121.14 g/1)
Asetik Asit : 1 ml/l
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3.1.3.Fotobiyoreaktorler

Uretimlerde 3 farkli tip fotobiyoreaktér (PBR) kullanilmustir.

Bunlar;

¢ Biyokiitle tiretimlerinin gergeklestirildigi 500 ml hacimli, 5 cm
capli silindirik kabarcik kolon PBR’ler,

e Farkli 151k siddeti ve aydinlik/karanlik dongii denemelerinin
gergeklestirildigi Roux tip siselerin kullanildigi, 1100 ml kiiltiir hacimli,
panel PBR’ler (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Panel tip fotobiyoreaktorler.

e Yar siirekli iiretimlerin gergeklestirildigi 2500 ml kiiltiir hacimli,

karistirmal1 tank (Sartorius Biostat A-plus; Almanya) tip PBR (Sekil 3.2).



38

Sekil 3.2. Karistirmali tank tip fotobiyoreaktor.

3.1.4. Yakit Hiicreleri

Denemelerde PEM yakit hiicreleri (H-Tec, Almanya, H2/Air
PEMFC; 4 cm?) kullanilmustur.

3.1.5.Denemelerde yapilan él¢iimler

3.1.5.1. Isik siddeti olciimleri

LI-250A (Licor, Lincoln, USA) quantum fotometre ile
gergeklestirilmistir.

3.1.5.2. Gaz olciimleri

Uretilen gaz miktar1 sizdirmaz sekilde baglant1 yapilan su

stitunlarinda olusan hacimsel degisimlere gore takip edilmistir.
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3.1.5.3. Floresans olciimleri

Florimetre cihazi (Hansatech FMSI, Norfolk, Ingiltere)

kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

3.1.5.4. Voltaj ve akim élciimleri

Mastech (MY 64) marka multimetreler ile dl¢tilmiistir.

3.1.5.5. Voltaj degisimleri

Siire¢ icerisinde meydana gelen voltaj degisimleri multimetreye

baglanan veri kaydedici (Linseis 6012) ile siirekli takip edilmistir.

3.1.5.6. Coziinmiis oksijen élciimleri

Reaktor iiretimlerinde Hamilton marka (Oxyferm FDA 225)

¢Oziinmiis oksijen sensori ile takip edilmistir.

3.1.5.7. pH degisimleri

Ortam hazirlanmasinda tagmabilir ADWA marka (EC0O200; italya)
pH metre, reaktér denemelerinde ise Hamilton marka (Easyferm plus,

K8-200) pH metre kullanilmistir.

3.1.5.8. Hiicre sayimi

Hiicres sayim1  hemositometre (Neubauer, Almanya) kullanilarak

yapilmustir.
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3.2.Metot
3.2.1. As1 kiiltiirii iiretimleri

Chlamydomonas  reinhardtii, CC124  susu, {retimlerin
baslangicinda agarlardan sivi TAP ortamma (250 ml Erlenmayer
flasklerde 100 ml kiiltiir) aktarilmistir. Erlenler 27 °C sicaklikta, siirekli
aydinlatmali (~40 pE. m™.s™ 1s1k siddetinde), 100 rpm karistirma hizinda
calkalamal1 inkiibatorlere alinmiglardir. Kiiltiir klorofil miktar1 yeterli
seviyeye (22 + 2 mg klorofil 1) ulastiginda fotomiksotrofik kosullarda,
500 ml hacimli kabarcik kolon PBR’lerde transfer edilmistir. Kiiltlirler
27 °C sicaklikta, pH 7.2 kosullarinda, sabit 1s1k siddetinde, siirekli
aydimlatma altinda (cool-white floresanlar kullanilarak, ~ 40 pE. m™>.s™

151k siddetinde), steril CO,-hava karisgimiyla (%3 v/v) beslenmistir.
3.2.2.0n Uretimler

Logaritmik evrelerine kadar kolonlarda yetistirilen (22 = 2 mg
klorofil 1) as1 kiiltiirleri hidrojen iiretimine gegilmeden 6nce, %10’luk
inokulasyon oraninda manyetik karistiricili (~450 rpm; Gerhardt MAG-
H, Bonn), hava beslemeli (1 vvm, %3 CO,), panel tip PBR’lere
aktarilmiglardir. PBR’ler iki taraftan esit miktarda 151k siddeti uygulanan,
homojen bir aydinlatma saglanmasi amaciyla da aynalarla desteklenen,

diizenege yerlestirilmislerdir.
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3.2.3.Panel PBR’lerde hidrojen iiretimi

Logaritmik evrelerine ulagan 6n iiretim kiiltiirleri TAP ortamindan
(3500 g’de 3 dakika sentrifugasyon ile) ayrilmiglardir. Hasat edilen bu
hiicreler hidrojen iiretiminin gercgeklestirilecegi TAP-S ortami igeren
benzer panel PBR’lere (5 yikama yapilarak) klorofil miktar1 ayarlanarak
(12 mg klorofil 1) aktarilmislardir. Hava gecirmez sekilde agizlari
tipalarla kapatilan PBR’ler gaz 6l¢iimiiniin yapilabilmesi i¢in tasarlanan
hacimce kalibre edilmis su kolonlarina baglanmiglardir. Farkli etkiler

altinda hidrojen tiretimi denemeleri gerceklestirilmistir.

3.2.3.1. Farkli 51k siddeti denemeleri

Kiiltiirler panel tip PBR’lerde, sabit 151k siddetlerinde iki taraftan
esit miktarda (50, 70, 80 ve 100 x 2 uEm™s™) siirekli aydinlatma altinda
iiretime almmustir. On iiretimlerde ve hidrojen iiretimlerinde ortam

kosullar1 degistirilmeden iiretimlere devam edilmistir.

3.2.3.2. Farkli aydinlatma dongiisii denemeleri

Isik siddeti denemelerini takiben segilen 151k siddeti sabit tutularak
stirekli aydinlatma yerine farkli aydinlik/karanlik evrelerin tiretimlerde
yarattig1 etkilerin gozlenmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
benzer prosediirler takip edilerek TAP ortami iceren PBR’ler, zaman
ayarlayicilar kullanilarak, farkli aydinlik/karanlik evrelere (giinliik
olarak, 18/6, 14/10, 12/12 saat aydinlik/karanlik dongii; saatlik 45/15,
35/25, 30/30 dakika aydinlik/karanlik dongii) maruz birakilmislardir
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ardindan TAP-S ortamina aktarilarak benzer es kosullarda hidrojen

tiretimleri paralel denemelerle takip edilmistir.
3.2.4. Kanistirmah tank tip PBR’de hidrojen iiretimleri

3.2.4.1. Kesikli iiretim denemeleri

Panel tip PBR’lerde secilen sabit 1s1k siddeti altinda {iretilen
kiiltiirler logaritmik evreye girdiklerinde karigtirmali tank tip
fotobiyoreaktore inokule (%10 h/h) edilmistir. Bu sistemde sabit 151k
siddetinde (140 pE. m™.s™) hava beslenerek (%3 CO,) iiretilen kiiltiirler
yeterli klorofil miktarina (24 + 2 mg klorofil I'") ulastiktan sonra hidrojen
tiretiminin gerceklestirilecegi TAP-S ortamina yine sentrifugasyon islemi
ile ayrilip, 12 mg I"" klorofil igerecek sekilde aktariimislardir. Hidrojen
tiretim miktar1 panel sistemlerde oldugu gibi su kolonlar1 kullanilarak
takip edilmistir. Sicaklik tiim {iretimlerde 27 °C’de sabit tutulmustur. pH
ve ¢Oziinmiis oksijen miktarlar1 PBR sistemine entegre sensorler ile

kaydedilmistir.

3.2.4.2. Yari-siirekli iiretim denemeleri

Kesikli iiretim sistemden elde edilen veriler dogrultusunda yari-
siirekli iiretime gecilmistir. Hidrojen iiretim asamasina gelene kadar
kesikli tretim prosediirii takip edilmistir. Hiicreler TAP-S ortamina
aktarildiktan sonra 5’er set halinde farkli seyreltme miktarlar1 (%50 ve
%30 h/h) ve farkli seyreltme hizlar1 (haftada 1 ve 2) uygulamalari
yapilmistir. Ayrica kontrol amagh kiiltlir eklemesi ile seyreltme yerine 2
set taze ortam eklenmesi (%50 seyreltme h/h, haftada 1 seyreltme siklig1)

denemeleri de gergeklestirilmistir. Panel tip fotobiyoreaktorlerden
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uretilen kiiltiirler manyetik olarak karistirillan siselere (1 1, Schott,
Almanya) 12 mg 1" klorofil icerecek sekilde hidrojen iiretimi amaciyla
aktariimistir. Stirekli aydinlatma uygulanarak (70x2 pEm™s™), 32+ 2 saat
bekletildikten sonra karistirmali ana reaktore, aseptik sartlarda, seyreltme
miktar1 kadar eklenmislerdir (Sekil 3.4).

3.2.5.Yakit hiicresi denemeleri

3.2.5.1. Uretilen hidrojenin yakit hiicresinde yarattig voltaj

farkinin incelenmesi

Yakit hiicresi denemelerinde ilk etapta dnceki ¢alismalarda segilen
151k siddetinde  stirekli  aydinlatma ile  hidrojen  iretimleri
gergeklestirilmistir. Bu lretimlerden sonra PEM yakit hiicresi su
kolonlariyla reaktdr arasina yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Kiiltiirler
hidrojen tiretim ortamina alindiktan sonra yakit hiicresi ¢ikisi kapatilarak
kapali hat formasyonu saglanmis bu sayede olusturulan tikali hat olusan
gazin yakit hiicresinde hapsolmasini  saglanmis ve tamamen
kullanilmasini olanakli kilmistir. Uretilen hidrojenin meydana getirdigi
voltaj degisimleri veri kaydedici aracilifiyla siire¢ boyunca takip
edilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda iiretim siireci hacimsel

iiretimle voltaj degisimi agisindan karsilastirilarak degerlendirilmistir.

3.2.5.2. Farkli direnclerin etkilerinin incelenmesi

Yakit hiicrelerinde yapilan diger bir calismada ise farkli direnglerin
voltaj ve akim iizerinde yarattigi etki incelenmistir. Bu amagla farkli
direngler (1-100 Q) yakit hiicresine baglanarak hidrojen {iretimiyle

olusan elektrik akimi takip edilmistir. Uzun siireli denemelerden farkli
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olarak gaz {iiretimi su kolonunda meydana gelen degisimlerle takip
edilmis, gaz iiretiminin baslamasindan sonra kolona bagli yakit hiicresi
cikis hattt (Sekil 3.3, hat 4) kapatilmistir. Gaz akisi serbest olarak
saglanarak sistemin 800 mV seviyesine ¢ikmasi saglanmis sonra
direngler devreye alinmis ve voltaj-akim degisimleri takip edilmistir.
Calismalar sonunda segilen direngler kullanilarak ¢ikis hatlar1 kapatilmis

uzun stireli elektrik akim1 denemeleri gergeklestirilmistir.

I l 1 3
| | O O
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Sekil 3.3. Yakit hiicresi sistemi: Panel tip PBR (1), Su kolonu (2), Aydmnlatma sistemi
(3), PEM yakiat hgcresi ¢ikis vanasi (4), Manyetik karistirict (5), PEM yakit
hiicresi (6), Dijital multimetre, akim 6l¢iimii (7), Dijital multimetre, voltaj
Olciimii (8), Direng (9), Veri kaydedici (10), PEM yakit hiicresi besleme

vanast (11).
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Sekil 3.4. Yari-siirekli hidrojen iretim sistemi: Karigtirmali PBR (1), Manyetik
karigtirimali besleme tanki (2), Manyetik karistirmali atik tanki (3),
Peristaltik pompalar (4), Kontrol iinitesi (5), Aydinlatma sistemi (6), Ol¢iim
sensorleri (sicaklik, pH, ¢oziinmiis oksijen), 2 bigakli karistirma sistemi (7),

Su kolonu (8).
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3.2.6. Analitik yontemler
3.2.6.1. Gaz analizleri

Hem fotobiyoreaktorlerin hemde su kolonlarinin tepe gazindan
alinan gaz ornekleri gaz kromatografi sisteminde analiz edilerek hidrojen

icerikleri tespit edilmistir (Azbar et al, 2009).

3.2.6.2. Hiicre gozlemleri

Kiiltirden alinan 06rnekler diizenli olarak mikroskop altinda
incelenerek hiicrelerin biiylimesi ve hareketliligi takip edilmis ve hiicre

sayimlar yapilmistir.

3.2.6.3. Klorofil miktarinin tayini

Kiiltiirden alinan ornekler toplam klorofil miktarinin belirlenmesi
amactyla (3500g altinda sentrifiigasyon ile ortamdan ayrildiktan sonra %
90 lik aseton kullanilarak) spektrofotometrik yontemle tayin edilmistir

(Jeffrey and Welschmeyer, 1997).

3.2.6.4. Floresans olciimii

Fotobiyoreaktdrlerin ylizeylerine temas ettirilen cihazin 6zel probu

ile 3 farkli noktadan yapilan dl¢limlerin ortalamasi alinmigtir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Chlamydomonas  reinhardtii  CC124  susu  kullanilarak
gergeklestirilen farkli c¢aligsmalarda hidrojen iiretim siirecleri ve yakit

hiicrelerinde kullanim potansiyelleri incelenmistir.
4.1.Farkh 151k siddeti denemeleri

4.1.1. Chlamydomonas  reinhardtii  CC124  Kkiiltiirlerinin

fotomiksotrofik iiretimi siirecinde 151k siddeti etkisi

Kabarcik kolonlarda iiretilen Chlamydomonas reinhardtii CC124
kiltiirleri yeterli klorofil konsantrasyonuna ulasildiginda 50-100 x 2
nEm™s” arasi 11k siddetlerinin denendigi siirekli aydmlatilan panel
fotobiyoreaktorlere (PBR) aktarilmistir. Kiiltiirlerde artan 1s1k siddetiyle
hiicre sayis1 ve klorofil miktar1 artig1 gozlenmistir. Ortalama 2 giin
igerisinde, 100 x 2 pE. m? s kiiltiirii en hizli olmak lizere, tiim kiiltiirler
istenilen klorofil miktarma (24 + 2 mg/l) ve hiicre sayisina ulagsmislardir
(8 + 1 x 10° hiicre/ml). Ancak hiicre basina klorofil miktar1 en fazla olan
kiiltiir 3,18 mg/hiicre degeri ile 70 x 2 pE.m™. s™' 151k siddeti uygulanan
olmustur (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Chlamydomonas reinhardtii CC124 {iretimi sirasinda aerobik ortam

kosullarinda meydana gelen klorofil degisimleri (TAP ortami)

Farkh 151k siddetlerinde siirekli aydinlatma (uE. m™ .s™)

Isik siddeti Periyot Ulasilan klorofil Hiicre sayis1 Klorofil/Hiicre

SUCS (giin) | (a+b) miktarimg/1| (nx10¥/ml) (mg Chl/n) x10°
50x2 2 20 725 2,76
70x 2 2 24 755 3,18
80x2 2 25 825 3,03
100 x 2 2 26 876 2,97

Aerobik kosullarda 151k siddeti ile gdzlenen hiicre ve klorofil artisi
151310 hiicreler tarafindan kullanimu ile iliskilendirilebilir. Ozellikle 151310
daha homojen olarak dagitilmasini saglayan deneme diizenegi sayesinde
birim hacim basina aydinlanma yiizeyi artist 15181n verimli kullanilmasini
saglayarak pigment artisimi tetiklemis olabilecegi farkli caligmalarda da
belirtilmistir (Ogbonna et al., 1996; Greenbaum, 1988; Neidhardt et al.,
1998; Vonshak and Torzillo, 2004).

CC124

hidrojen iiretimi siirecinde 151k siddeti etkisi

4.1.2. Chlamydomonas reinhardtii kiiltiirlerinin

Aerobik {iretim siireci sonunda hidrojen {iretimi i¢in TAP-S
ortamina aktarilan kiiltiirlerin 151k siddeti degisimlerine tepkileri
gozlenmistir. Klorofil miktarinda, baslangicta sabit olarak ayarlanan
miktara gore (12 mg/l) tiim kiiltiirlerde bir azalma gdzlenmis olsa da, 151k

siddeti arttikca daha fazla bir azalma olmustur (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Hidrojen {iretimi sirasinda anaerobik ortam kosullarinda meydana gelen

klorofil degisimleri (TAP-S ortamu).

Farkh 151k siddetlerinde siirekli aydinlatma (pE. m’ .s'l)
Isik siddeti Baslal(lil; /{f)loroﬂl Biti(smlgft;()ﬁl % azalma
50x2 12 7,96 33,67
70x 2 12 7,2 40
80x2 12 6,94 42,17
100 x 2 12 6,99 41,75

Fotosistem 2 (PSII) iizerinde 1s1k siddetinin

degisimi ile incelendiginde,

etkisi, floresans

hidrojen {iretim siirecinin fotosistem

aktivitesinde olusan diisiisle es zamanli gergeklestigi gozlenmistir (Sekil

0,8 4

0,7 {

0,6 4
_ 05
2 —e—100 mE
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i —a—160 mE
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Sekil 4.1. Hidrojen iiretim siirecinde siirekli aydinlatma ile farkli 151k siddetlerinin PSII

aktivitesi Uizerinde etkileri.
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Baslangi¢ degerleri 0.750 bandinda seyrederken PSII aktivitesi
ortalama 0.220-0.250 araligina diistiigiinde hidrojen {iretim siireci
baslamakta, gecikme zamani ise aktivite diislisiyle orantili olmaktadir.
Gecikme zamani uzadikca fotosistem aktivitesinde daha fazla azalma

meydana gelmektedir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Hidrojen tiretimi sirasinda meydana gelen PSII aktivite degisimleri.

Farkli 151k siddetlerinde siirekli aydinlatma (uE. m? .s™)
Isik PSII PSII H, % PSII maks. %
siddeti | baslangic | baslangicinda | azalma | H, aninda | azalma
50x2 0,728 0,242 66,81 0,048 93,41
70x 2 0,75 0,238 68,25 0,075 90
80x2 0,721 0,225 68,79 0,105 85,4
100 x 2 0,693 0,222 68,02 0,066 90,48

Hidrojen iiretim miktarlar1 da 151k siddetine bagli olarak degisim
gostermistir. Uretilen miktar olarak en yiiksek degerler, 70 x 2 uE m™ s™
151k siddeti uygulamalarida gozlenmistir. 80 x 2 ve 100 x 2 uE m™ s
151k siddetleri arasinda Onemli bir fark olusmamis en diigik iiretim

miktari ise 50 x 2 p Em™s™ kiiltiirlerinde goriilmiistir (Cizelge 4.4).

Tim iiretim siireci degerlendirildiginde, 27 giin sonunda, en yiiksek

hidrojen miktar1 70 x 2 pE m? s’

151k siddeti uygulamalarinda
gerceklesmistir (Sekil 4.2). Giinliik tiretimler dikkate alindiginda da bu
151k siddetinde ulasilan 48 ml/l ile benzer bir durum goézlenmistir

(Cizelge 4.4).



51

250 -
200 -
£
£
£ 1501 —e— 100 mE
3
§ —=— 140 mE
§ —a— 160 mE
g 100 - —>¢—200 mE
5
-
50
o+ %" 77— """ T ——T—T—T—T—T— 1
1.2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Zaman (giin)

Sekil 4.2.Siirekli aydinlatma altinda farkli 151k siddetleriyle gergeklesen toplam hidrojen

uretimi.

Tiim tretim siireci degerlendirildiginde 151k siddeti etkili olmasina
ragmen, glnlik {retim dikkate alindiginda esas degisimin tim
kiiltiirlerde ilk 7-8 giin i¢inde meydana geldigi ve daha sonra hizla
azalarak diisiik seviyelerde devam ettigi belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Siirekli aydinlatma altinda farkli 151k siddetleriyle gerceklesen giinliik

hidrojen iiretimi.
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Hidrojen iiretimi i¢in gegen siire 151k siddeti degisimiyle iliskili olsa
da etki ¢ok sert farkliliklar meydana getirmemistir. En diisiik 151k
siddetinde gecikme 24 + 6 saat araliginda olmakta iken tiim tiretimlerde

bu siire 18-34 saat arasinda meydana gelmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Hidrojen {iretim siireci.

Farkl 151k siddetlerinde siirekli aydinlatma (uE. m? .s™)
Baslangi¢c H, miktari
Isik Bekleme (ml/) Maks. | Maks. iiretim | 27 giin sonunda
; ds deti siiresi . O giin i¢inde | iiretim | giiniinde H, toplam H,
$ (saat) Giin iiretilen H, giinii | miktar1 (ml/1) | miktar1 (ml/1)
miktari (ml/l)
50x2 24+ 6 2 9,09 4 30,91 175,45
70x 2 26+ 6 2 27,27 3 48,18 210,91
80x 2 26+3 2 25,45 3 40,91 187,27
100 x 2 28+6 2 20 3 32,73 190

Bu verilerden yola ¢ikarak en yiiksek hidrojen iiretim degerlerine
ulasilan 70x2 uE.m’z.s'1 151k siddeti secilerek aydinlik/karanlik evre

denemelerinde kullanilmistir.

Hiicreler hidrojen iiretim evresine gectiklerinde 151k siddeti arttikga,
belli bir doygunluk miktarina kadar, tiretimde artis gostermislerdir. Bu
doygunluk noktasindan sonra fazla 1s1k siddeti hidrojen {iretiminde
negatif etki yaratmistir (Healey, 1970; Greenbaum and Lee, 1998). Isik
siddeti artisinda gozlenen bu azalma kiiltiir iizerinde de negatif etki
yaratildiginin bir gostergesidir (Wykoff et al., 1998, Laurinavichene et
al., 2004). Ancak siirekli aydmlatma altinda 200 pE. m™ s esik
degerine kadar Chlamydomonas reingardtii kiiltiirlerinde hidrojen artisi
goriilmistir (Kim et al.,, 2006, Laurinavichene et al., 2004). Bu
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calismada elde edilen en yiiksek degerlerin gerceklestigi 70x2 uE. m™2.s™
151k siddeti diger calismalarda ki esik degerinden diisiik olmustur. Bu
noktada dikkat edilmesi 6nemli fark 2 taraftan yapilan aydinlatma ile tek
yonden 1siklandirmaya gore daha verimli bir aydinlatma saglandig
gercegidir. Yapilan farkli calismalarda 1sik saglama katsayis1 (light
supply coefficient) olarak belirtilen bu degere gore, esit miktarda 2 yanal
ylizeyden verilen 15181n, tiimiiniin sisteme tek yonden verilmesine gore
yaklasik 1,6 kat daha verimli dagildigin1 gostermektedir (Ogbonna et al.,
1995; 1996).

Isigin verimli kullanilmasi kiiltiirlerin 6zellikle hidrojen tiretimi
sirasinda maruz kaldiklar1 ortam kosullarinda 6nem kazanmaktadir.
Kiikiirt  yoklugunda hiicreler ihtiyag duyduklart reaksiyonlar
gergeklestirmek icin gerekli olan D1 proteinini iiretemeyecekleri igin
siire¢ igerisinde PSII aktivitelerini hizla kaybetmektedirler. Bu durum
floresans Ol¢limlerinden de goriilebilmektedir (Ghirardi et al., 2005;

Melis et al., 2000; Antal et al., 2001; 2003; Masojidek et al., 2004).

Anaerobik faza gecis hem kiiltlir icinde aerobik iliretimden kalan
oksijene hem de hidrojen iiretiminin ilk evrelerinde devam eden
fotosentez ile biriken oksijene bagli olmaktadir. Hava beslemeli siirecte
olugsan oksijen miktari, 151k siddeti arttikga artan fotosentezle orantili
oldugundan, diisiik 151k siddeti uygulanan kiiltiirlerde daha az birikim
gerceklesmektedir. Fotosentez ile olusan oksijen, hidrojen {iretim
siirecinin devaminda kiiltiir tarafindan kullanilmakta ve sonugta
anaerobik evreye gecilmektedir. Ancak yiiksek 151k siddeti altinda protein

iretimi gergeklestiremeyen ve PSII aktiviteleri diisen hiicrelerin diisiik
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151k siddetli kiiltiirlere gore daha fazla {iretilmis olan oksijeni tiiketmesi
uzun siirmektedir (Hell, 1997; Laurinavichene et al., 2004, Kosourov et

al., 2002, Torzillo et al., 2009).

Klorofil miktarlari, iretim sonunda, tim denemelerde azalma
gostermistir. Ancak diisiik 151k siddeti altinda daha diisiikk bir azalma
gozlenmistir. Kikiirtsiiz ortam kosullarinda, ihtiya¢ duyulan D1
proteininin {retimi i¢in gerekli olan kiikiirt yapili amino asitlerin
iretilememesi  hidrojen lretimlerinde 6nem tagimaktadir. PSII
merkezlerinin 151k siddetinin  artisiyla daha hizli  reaksiyonlar
gerceklestirmesi ve bu dogrultuda ihtiya¢ duyulan protein takviyesinin
yapilamamas1 nedeniyle, 151k siddeti artisi klorofil miktarlarinda daha
fazla azalmaya neden olmustur (Ghirardi et al., 2000; Kim et al., 2006,
Melis, 1999; Melis, 2007).

4.2.Aydinhk/karanhk dongii etkisi

4.2.1. Chlamydomonas reinhardtii CC124 Kiiltiirlerinin
fotomiksotrofik iiretimi siirecinde aydinhk/karanhk

dongii etkisi

En uygun 1sik siddeti (70 x 2 uE m™ s™) secildikten sonra siirekli
aydinlatmaya alternatif olarak aydinlik/karanlik (A/K) dongii
denemelerine gecilmistir. Dongiiler 24 saat i¢inde ve 1 saat i¢inde olmak
lizere iki sekilde uygulanmustir. Ilk denemelerde 24 saatlik bir iiretim
giinli, icinde dis alan iiretimlerinde karsilasilacak dogal giin igci
aydinlanma evrelerini simiile 12:12, 14:10, 18:6 saat:saat, A/K dongiiler

uygulanmaistir.
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Aerobik tretim siirecinde bu evrelerin kiiltlirler iizerinde etkisi
dogrudan gozlenmistir. Siirekli aydinlatma denemelerinde ulagilan
klorofil miktarina (24 + 2 mg/l) yaklasik 1 giin daha sonra ulasilmigtir.
Farkli dongiiler karsilastirildiginda en yiiksek klorofil miktar1 ve hiicre
sayis1 18:6 A/K dongiisiinde meydana gelmistir. Bu durum birim hiicre

basina olusan klorofil miktarinda da gozlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Chlamydomonas reinhardtii CC124 {iretimi sirasinda aerobik ortam

kosullarinda meydana gelen klorofil degisimleri (TAP ortami)

Secilen 151k siddetinde giinliik dongii (70x2 pE. m? .s™)

Periyot Ulasilan klorofil Hiicre sayis1 Klorofil/Hiicre
A/K dongii . s
(giin) (a+b) miktar:1 mg/1 (nx10"/ml) (mg Chl/n) x10
12:12 (saat) 3 20 785 2,55
14:10 (saat) 3 22 825 2,67
18:06 (saat) 3 24 840 2,86
Secilen 151k siddetinde saatlik dongii (70x2 uE. m> s
Periyot Ulasilan klorofil Hiicre sayis1 Klorofil/Hiicre
A/K dongii . s
(giin) (a+b) miktar:1 mg/1 (nx10"/ml) (mg Chl/n) x10
30:30 (dk) 3 22 705 3,12
35:25 (dk) 3 23 745 3,09
45:15 (dk) 3 24 830 2,89

Denemelerin ikinci asamasinda saatlik tiretim stireleri 30:30, 35:25,
45:15 dk:dk A/K evrelere boliinmiistir. Bu denemelerde ise kisa
periyotlu degisimlerin etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Elde edilen

sonuglar siirekli aydinlatma ve gilinliik dongiilerle karsilastirilmistir.

Saatlik dongiilerde, giinlik dongiilerle benzer bir durum
gozlenerek, aydinlik evresi daha uzun olan iiretimlerin saatlik dongiilerde

de istenilen klorofil miktarlarina daha cabuk ulastiklar1 gdzlenmistir.



56

Ancak giinliik dongiiler karsilastirildiginda kisa stireli saatlik dongiilerde,

klorofil miktarlar1 daha yiiksek seviyelere ulasmistir (Cizelge 4.5).

Aydinlik ve karanlik evreler fotosentezin iki temel basamagidir.
A/K dongiinlin etkilerinin goriilmesi i¢in yapilan farkli caligmalarda
genelde izlenen yol hiicreleri aerobik fazda A/K dongliye maruz
biraktiktan sonra hidrojen iiretim fazinda siirekli aydinlatma
uygulanmasidir (Melis et al., 2000; Tsygankov et al.; 2002, Kim et al.,
2006). Diger ¢alismalarda farkli bir hidrojen tiretim yolu takip edilerek
kiiltiirler mikroaerobik kosullarda hidrojen tretimi i¢in A/K dongiiye
maruz birakilmiglardir. Burada amag¢ aydinlik evrede fotosentez ile
tiretilen besinlerin karanlik evrede pargalanarak oksijen tiiketiminin
hizlanmas1 ve hidrojenaz enziminin azalan oksijenden etkilenmeden
hidrojen iiretiminin tetiklenmesidir (Yagi et al., 1982; Miura et al., 1985;
1997).

Bu caligmanin literatiirdeki uygulamalardan farki ise hem aerobik
hemde anaerobik silire¢ boyunca A/K dongii uygulanmasinin sonucunda

meydana gelen degisimlerin izlenmesidir.

Siirekli aydinlatma ile karsilastirildiginda klorofil miktarlarinda
ulagilan  degerlerin  diislik olmas1 fotosentez mekanizmasi1 ile

yorumlanabilir.

Aydinlik evrede hiicreler depo malzemelerini {iretirken karanlik
evrede bunlar tiikketerek yasamlarina devam etmektedirler (Spudich and
Sager, 1980; Masojidek et al., 2004; Janssen et al., 1999). Bu nedenle
aydinlik evre uzadikca hiicreler besinlerini lireterek hem kiitle hemde
pigment miktarlarinda artis gdstermektedirler (Tsygankov et al., 2002;
Fabregas et al., 2002). Hiicreler karanlik evreye gectiklerinde ise

par¢alanma reaksiyonlart  gerceklestiginden gece kaybi olarak
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adlandirilan kiitle kaybini yasamaktadirlar (Ogbonna and Tanaka, 1998).
Ancak fotomiksotrofik ortam kosullar1 saglanan kiiltiirlerde karanlik
evrede, tiiketilecek depo besinlerine ek olarak kullanabilecekleri asetat
gibi kaynaklar da mevcut oldugundan, kiitle kayiplar1 fotootorofik ortama
gore daha az olmaktadir (Fischer et al., 2006). Bu c¢alismada, siirekli
aydinlatmali tiretimlerle karsilastirildiginda gozlenen gecikmeler bu

nedenlere baglanabilir.

Gilinliik ve saatlik A/K dongiileri karsilastirildiginda daha kiiciik
periyotlu saat dongiilerinde gozlenen klorofil artis1 hiicrelerin aydinlik
evrenin uzamasinda verdikleri tepkilerle ilgilidir. Isigin kisith oldugu
durumlarda hiicreler 1siktan daha iyi yararlanmak icin fotosentetik
pigmentlerinde artisa gitmektedirler, diger bir deyisle klorofil
miktarlarinda artis meydana gelmektedir. Uzun siireli karanlik oldugunda
ise aktif duruma gecen reaksiyon merkezlerinin uyarilmalar1 kesilmekte
ve sistem yatigkin duruma donmekte bu siiregte hiicreler normal karanlik
reaksiyonlara donerek besinleri kullanmaktadirlar. Ancak A/K dongii
frekanslar1 arttiginda, diger bir deyisle periyotlar kiigiildiigiinde,
reaksiyon merkezleri siirekli uyarilma durumunda kalacaklar1 icin
yatigkin hale gelemeden pigment arttirmaya devam etmektedir (Polle et
al., 2002; Masojidek et al., 2004; MacIntyre and Cullen, 2005).

Hiicre sayilarinda olusan degisimlerde de benzer bir durum so6z
konusudur. Mikroskop altinda izlendiginde hiicre boliinmesinin A/K
dongii uygulamasinda arttigi belirlenmistir. Bu durum senkronize
biliylime olay1 olarak adlandirilmaktadir. Senkronize bir kiiltiirde hiicreler
aydinlik evrede boyutlarini arttirirken karanlik evrede boliinme evresine
gecmektedirler. Farkli calismalarda glinlilk dongiiler senkronizasyon
amactyla kullanilmistir (Tsygankov et al., 2002; Kosourov et al., 2002;
Maclntyre and Cullen, 2005). Bu sayede hiicre sayilar1 az bir gecikmeyle

de olsa istenilen seviyelere ulagsmistir (Cizelge 4.5).
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4.2.2. Chlamydomonas reinhardtii CC124 Kiiltiirlerinin
hidrojen iiretimi siirecinde aydinhk/karanhk dongi

etkisi

Aerobik iiretim siirecinden sonra TAP-S ortamina aktarilan
kiiltiirler hidrojen {iretim silirecinde A/K dongiilere farkli tepkiler
vermislerdir. Klorofil miktar siirekli aydinlanma denemelerinde oldugu
gibi azalma gostermistir. Glinliikk A/K dongii denemelerinde aydinlik evre
uzadikc¢a klorofil miktarinda meydana gelen diisilis ylizdesi artmis, ancak

bu durum saatlik dongiilerde tam tersi olarak gozlenmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Hidrojen tiretimi sirasinda anaerobik ortam kosullarinda meydana gelen

klorofil degisimleri (TAP-S ortami).

Secilen 151k siddetinde giinliik dongii (70x2 pE. m™” .s™)
A/K dongii Baslalz,lg;gé/llgoroﬁl Biti(sm I;(l)tl)'ofil az;’f)ma
12:12 (saat) 12 8,74 27,16
14:10 (saat) 12 7,09 40,91
18:06 (saat) 12 6,45 46,26
Secilen 151k siddetinde saatlik dongii (70x2 pE. m?.s™t)
A/K dongii Baslal(llilg/ff)loroﬁl Biti(sm I;(l)t;()ﬁl az“ﬁ)ma
30:30 (dk) 12 7,44 38,01
35:25 (dk) 12 7,59 36,72
45:15 (dk) 12 7,83 34,78

PSII aktivitesinde meydana gelen degisim dikkate alindiginda
(Sekil 4.4) iiretimler arasinda ¢ok belirgin farkliliklar olmasa da genel
olarak aydinlik evre uzadikca PSII aktivitesi daha fazla azalmistir

(Cizelge 4.7).
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Sekil 4.4. Hidrojen iiretim siirecinde sabit 151k siddetinde (70x2 pE. m™ .s™), farkli A/K

dongiilerin PSII aktivitesi tizerinde etkileri.

Cizelge 4.7. Hidrojen tiretimi sirasinda meydana gelen PSII aktivite degisimleri.

Secilen 151k siddetinde giinliik dongii (70x2 pE. m” .s™)

A/K déngii PSII PSII H, % PSII maks. %
g baslangic | baslangicinda | azalma | H, aninda azalma
12:12 (saat) 0,724 0,203 71,98 0,143 80,23
14:10 (saat) 0,667 0,204 69,47 0,118 82,3
18:06 (saat) 0,643 0,256 60,19 0,072 88,8
Secilen 151k siddetinde saatlik dongii (70x2 pE. m> sh
A/K dénsii PSII PSII H, % PSII maks. %
g baslangic | baslangicinda | azalma | H, aninda azalma
30:30 (dk) 0,707 0,197 72,08 0,108 84,79
35:25 (dk) 0,695 0,191 72,57 0,079 88,62
45:15 (dk) 0,643 0,265 58,86 0,042 93,47

Stirekli aydinlatma ile karsilagtirildiginda hidrojen iiretiminde

ulagilan tiretim miktarlar1 daha diisiik seviyelerde kalmistir. Diger yandan

A/K dongiiler karsilastirildiginda saatlik dongiilerin dakikalik dongiilere
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gore biraz daha yliksek hidrojen miktarlarina ulastiklart gozlenmistir.

Aydmlik evre azaldik¢a hidrojen {iiretimlerinde azalma gozlenmistir
(Sekil 4.5).
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e 5. Sabit 11k siddetinde x2 pE.m™.s"), farkh ongilerinde gerceklesen
Sekil 4.5. Sabit 151k siddetinde (70x2 pE. m?.s™), farkli A/K déngiilerind kl

toplam hidrojen iiretimleri.

Gecikme siireleri ise artan aydinlik evreyle azalmistir. Tiim A/K
dongili denemelerinde gozlenen gecikme siiresi uzamasi, uzun aydinlik
evreli denemelerde kisalma olarak gozlenmistir. Giinliik ve dakikalik
dongiilerde stirekli aydinlatma denemelerine gore daha kisa bir gecikme

stiresi ile hidrojen tiretimi baslamistir (Cizelge 4.8).



Cizelge 4.8. Hidrojen iiretim siireci.
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Secilen 151k siddetinde giinliik dongii (70x2 pE. m? .s™)

Baslangi¢c H, 27 giin
Bekleme miktari (ml/l) Maks. | Maks. iiretim sonunda
A/K dongii siiresi O giin icinde | iiretim giiniinde H, toplam H,
(saat) Giin | iiretilen H, giinii miktar: (ml/ 1) miktari
miktari (ml/l) (ml/l)
12:12 (saat) 60+ 12 3 7,27 4 12,73 92,73
14:10 (saat) 306 2 5,45 4 20 97,27
18:06 (saat) 20+ 6 1 10 3 25,45 124,55
Secilen 151k siddetinde saatlik dongii (70x2 pE. m?.s™h)
Baslangi¢c H, 27 giin
miktar: (ml/l) Maks. | Maks. iiretim sonunda
A/K dongii | Bekleme O giin icinde | iiretim giiniinde H, toplam H,
siiresi Giin | iiretilen H, giinii miktar: (ml/ 1) miktari
(saat) miktar1 (ml/l) (ml/l)
30:30 (dk) 78+ 6 4 7,27 5 16,36 90,91
35:25 (dk) 60+12 3 7,27 4 14,55 93,64
45:15 (dk) 24+ 6 1 7,27 3 22,73 113,64

Hidrojen tiretim miktarlar siirekli aydinlanmali kiiltiirlere gore

daha diisiik seviyelerde kalmigtir. Maksimum iiretim miktarina ulasilmast

icin gereken zaman da A/K dongiilii denemelerde daha uzun olmustur

(Cizelge 4.8). Ancak hidrojen iiretimi icin kisa gecikme siiresine sahip

uzun aydinlanma evreli giinliik (18:6) ve dakikalik dongiiler (45:15), yine

stirekli aydmlatmali kiiltlirler gibi 3. gilin i¢inde maksimum hidrojen

miktarina ulagmiglardir (Sekil 4.6).




62

30

N
o

[N
o
L

——12:12
—=—14:10
—a—18:06
—%—30/30
—+—35/25
—e—45/15

N
3]
L

Giinliik hidrojen uretimi (ml/giin)
>
!

RS o S o — T
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Zaman (giin)

Sekil 4.6. Sabit 151k (70x2 pE.m™.s™), farkli A/K déngiilerinde gergeklesen giinliik

hidrojen tiretimleri.

Hidrojen iiretimi silirecinde A/K dongiilerde goriilen hidrojen
miktarindaki azalma karanlik evrede hidrojen iretiminin daha az
olmasia baglanabilir (Melis et al., 2000; Gaffron and Rubin, 1942).
Hidrojen tiretimi i¢cin gegen siirenin artis1 ise karanlik evrede asetat
etkisinde inaktivasyon hizinin aydinlik evreye gore diisiik olmasindan
kaynaklanmaktadir (Ghirardi et al., 2000). Bu durum aydinlik evrenin
kisalmasiyla gecikme siirelerinde artisa neden olmaktadir. Hidrojen
tiretimi i¢in olugan gecikme siiresi PSII aktivitesinde meydana gelen

azalmaylada iliskilidir (Torzillo et al., 2009).

Klorofil miktarlarinda olusan azalmalar hiicrelerin  kiikiirt
yoklugunda gerekli proteinleri iiretememeleri ve karanlik evrede depo
malzemelerinin parcalanmasiyla kalan tiim enerjinin tiiketilmesi sonucu

yeteri kadar klorofil iiretilememesiyle iligkilidir (Kim et al., 2006, Melis
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et al., 2000). Ancak karanlik evrede yatiskin hale gelindigi i¢in siirekli
aydinlatmadan farkli olarak A/K dongiilerde karanlik evrenin uzamasiyla
verilen tepkilerin yavaslamasi aktivite kayiplarinda daha fazla azalmaya
neden olmustur (White and Melis, 2006). Dakika seviyesinde uygulanan
A/K dongiilerde de giinliik dongiilerle benzer durum séz konusudur.
Klorofil miktarinda belirli bir azalma gozlenirken karanlik evre uzadik¢a

hidrojen iiretiminin baslamasi i¢in gecen siireler artmaktadir.

Giinliik dongiilerde aydinlik evre uzadikga klorofil miktarlart PSII
aktivitesi ile dogrudan iligkili olarak degismektedir. Saatlik dongiilerde
ise tam tersi bir durum s6z konusu olmaktadir, aydinlik evre arttik¢a
klorofil degisimi azalirken, PSII aktivitesinde meydana gelen degisim

orani artmaktadir.

Bu durum hiicrelerin kiikiirt yoklugunda 15181 daha verimli
kullanmak i¢in klorofil artig1 yoluna gitmeleri ve yiiksek frekansta A/K
etkiye maruz kaldiklarinda daha aktif olmalariyla agiklanabilir (Janssen
et al., 1999). Tiim siire¢ dikkate alindiginda toplam aydinlik evre her iki
dongiide esit olsa da olusan klorofil azalmasinin, dakika dongiilerine gore

daha az olmas1 bu yaklagimi desteklemektedir.

4.3. Kanistirmah tank tip fotobiyoreaktorde kesikli ve yari-

siirekli iiretimler
4.3.1. Kesikli iiretimler

Hidrojen iiretim ortamina aktarilan kiiltiirlerin oksijen miktar1 18+

2 saat iginde tiiketilmis ve anaerobik ortam kosullar1 saglanmistir.
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Hidrojen gazinin kabarciklar halinde gozlenmeye baslamasi 30. saat
icinde gerceklesmistir. Bu siireyi takiben yaklasik 400 ml’lik tepe gazi
hacmi tamamen hidrojenle dolduktan sonra gazin su silitununa gegisi
baslamustir. ikinci giiniin sonunda su kolonunda hidrojen miktar1 15 ml
olmustur. Maksimum iiretim 4. giinde 75 ml hacime ulagmis, 35 giinliik
tiretim sonunda su kolonunda toplam gaz iiretimi 316 ml olarak

gerceklesmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Siirekli aydinlatma altinda sabit 151k siddetinde (140 uE.m™.s™") gerceklesen
Y g

giinliik hidrojen tiretimleri.

Uretim baslangicinda 0,750°den olan PSII aktivitesi hidrojen
iiretim baglangicinda 0,250’ye diismiis maksimum iiretimin gerceklestigi
4. giinde 0,090°degerine kadar azalmaya devam etmistir. Toplam klorofil
miktar1 iretim baginda sabitlenen 12 mg/l seviyesinden 35 giin sonunda
6,65 mg/l seviyesine diismiistiir. 35 gilinlilk iiretim siireci 1s181nda

kiiltiirlerin panel tip PBR firetimlerinde de goriildiigii gibi, hidrojen
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iretimine gec¢meleri i¢in ortalama 2 giinlilk bir adaptasyon siirecine
ihtiyag gosterdikleri, maksimum {iretim miktarina 3-4 giin icinde
ulagtiklari, {retimin ortalama 7 giin icinde azalmaya basladig

gozlenmistir.
4.3.2. Yari-siirekli iiretimler

Kesikli iiretimlerde karsilasilan en biiyiik sorun hidrojen {iretiminin
ilk 3-4 giin iginde maksimum degerlerine ulastiktan sonra azalmasidir.
Uretim miktarinin ~ korunmasi amaciyla yari-siirekli {iretimlerin
denenmistir. Siirekli bir liretim siireci yerine yari-siirekli bir sistem tercih
edilmesinin nedeni ise kesikli iretimler 1s1ginda elde edilen veriler
dogrultusunda maksimum iiretimin gerceklestigi {iretim kesitlerinin
herhangi bir etki olmadan siirdiiriilebilmesini olanakli kilmaktir. Kesikli
tretimlerden elde edilen veriler dogrultusunda yari-siirekli iiretim icin
taze kiiltiir eklenmesinin 2 giinliik adaptasyon evresine izin verecek
sekilde gerceklestirilmesi, tiretimlerin 7 giinliik setler halinde yapilmasi
ve seyreltme siklig1r artiglarinin haftada 2 kere maksimum iiretimin
gergeklestigi 4. gilin esas alinarak gerceklestirilmesi kararlagtirilmistir.
Yart siirekli hidrojen iiretim siirecinin baslangi¢ asamasinda sistem,
kesikli kiiltiirde oldugu gibi baslatilmistir. Amag kiiltiirleri 7 giinliik
iiretim asamasina ulastirarak yapilacak seyreltmelere hazir olmasim
saglamaktir. Maksimum {iretim evresinde 4. giinde su kolonunda 60 ml
hacim degisimi olusturacak kadar hidrojen tiretimi gerceklestirmistir

(Sekil 4.88).
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Sekil 4.8. Yari-siirekli iiretim sirasinda farkli setlerde gerceklesen giinlilk hidrojen
tretimleri (S: baslangic seti; A: %50 seyreltme oranli setler; B: %30
seyreltme oranli setler; C: seyreltme sikligi, 2/hafta, %50 seyreltme oranlt

setler; D: taze kiiltiir eklenen setler, %50 seyreltme orant).

Toplam H;, iiretimi 182 ml’ye ulasmistir (Sekil 4.9S). PSII
aktivitesi 0,762 degerinden maksimum {iiretim aninda 0,086 degerine
diismiistiir (Sekil 4.10S). Klorofil miktar1 12 mg/l den 7,78 mg/l’ye
azalmistir, bu miktar 35 giinliik kesikli iiretimle karsilastirildiginda
azalma %40 ilk 7 giin i¢inde olusan azalma %35 olarak hesaplanmistir.
Bu durum iiretimlerde goriilen temel degisimin ilk 7-8 giin igerisinde

meydana geldigini destekler niteliktedir (Sekil 4.11S).

4.3.2.1. Seyreltme orani etkisi

Yari-siirekli iiretim siirecinde ilk etapta 2 farkli seyreltme orani

denenmistir.
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Sekil 4.9. Yari-stirekli iiretim siwrasinda farkli setlerde gergeklesen toplam hidrojen
iretimleri (S: baslangi¢ seti; A: %50 seyreltme oranli setler; B: %30
seyreltme oranli setler; C: seyreltme sikligi, 2/hafta, %50 seyreltme oranlt

setler; D: taze kiiltiir eklenen setler, %50 seyreltme orani).

Seyreltme uygulandiktan sonra hidrojen iiretiminde belirli bir artig
gozlenmistir (Sekil 4.8A). Hazirlik iiretiminde gozlendigi gibi ilk 3-4
giinde iiretim maksimum seviyelere ulagsmistir. Seyreltmede kullanilan
kiiltiirlerin adapte olmasi nedeniyle hidrojen miktar1 artig1 saglanmakla
birlikte, ozellikle kiiltiirden hidrojen ¢ikisinin hiz kazandigi 48 saat
beklenmeden ortalama 32 + 4 saatte seyreltme yapildigi i¢in seyreltme
sirasinda gaz kaybinin Oniine gecilmistir. Seyreltme orani %50 olarak
uygulanan siirecte tepe gazi miktar1 korunarak su kolonunda 332 ml
hidrojen tespit edilmistir (Sekil 4.9A). Uretim siirecinde adapte kiiltiir
eklemesi gerceklestigi icin PSII aktivitesi 0,250 degerinin altinda
seyretmistir (Sekil 4.10A).
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Sekil 4.10. Yari-siirekli iiretim sirasinda farkli setlerde gergeklesen PSII aktivite
degisimleri (S: baslangi¢ seti; A: %50 seyreltme oranli setler; B: %30
seyreltme oranli setler; C: seyreltme sikligi, 2/hafta, %50 seyreltme oranli

setler; D: taze kiiltiir eklenen setler, %50 seyreltme orani).

Toplam klorofil miktar1 eklenen taze kiiltiirle degismistir. Uretim
baslangicinda 12 mg/l olarak ayarlanan bu miktar ilk seyreltmelerin
gergeklestigi setler sirasinda benzer degerler araliginda degismistir.
Setlerin baslangicinda ortalama klorofil miktar1 8,90 £ 0,20 mg/It iken
sonunda 7,50 + 0,30 mg/It seviyelerine diismektedir (Sekil 4.11A).

%350 seyreltme denemelerini takiben %30 seyreltme oranlarinda
denemelere gecilmistir. Seyreltme oraninin daha yiiksekten baslatilmasi
ile iiretim sirasinda geng hiicrelerin baskinligi korunmaya caligilmistir.
Bu sayede %30 seyreltme ile yaratilan etki iiretimin ilk asamalariyla

karsilagtirilabilmistir. %30 seyreltme oraninda da benzer etkiler
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gozlenmistir. Gerek hidrojen tiretimlerinde (Sekil 4.9B) gerekse klorofil

miktarlarinda azalmalar gézlenmistir (Sekil 4.11B).

4.3.2.2. Seyreltme sikliginin etkisi

Seyreltme oranlart denemeleri sonucunda hidrojen iiretimi
acisindan daha iyi sonug¢ saglayan %50 seyreltme oraniyla seyreltme
sikhig1 denemeleri gerceklestirilmistir. Ik béliimde gerceklestirilen
haftalik seyreltmeler, kesikli iiretim verileri 1s18inda belirlenen zamanlar
iki kez olmak iizere arttirilmistir. Denemeler sonucunda giinliik
maksimum iiretim miktar1 61 ml olmustur (Sekil 4.8C). PSII aktivitesi
diger tiretimlere benzer bir aralikta seyretmistir. Klorofil miktarlari diger
tiretimlerde oldugu gibi setlerin baslangicina gdre sonunda azalma

gostermistir (Sekil 4.11C).

4.3.2.3. Taze ortam eklenmesi

Taze kiiltiir eklenmesi yerine haftalik seyreltme yapilarak kontrol
amaciyla sadece taze ortam eklenmesinin hidrojen iiretimine etkisi ani
diistis seklinde gozlenmistir. Giinliikk hidrojen iiretimleri tim setler
boyunca ¢ok diisiik seviyelerde kalmustir (Sekil 4.8D). Uretim sonuna
kadar toplam 17 ml hidrojen iiretilebilmistir (Sekil 4.9D). PSII aktivitesi
ise diger {iretimlere gore daha diisiikk, 0,100 seviyelerinde, meydana
gelmistir (Sekil 4.10D). Benzer bir azalma klorofil miktarinda da
gozlenmistir. Yapilan 2 set seyreltme sirasinda klorofil miktarlar1 yari

yartya azalma gostermistir (Sekil 4.11D).
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Sekil 4.11. Yari-siirekli iiretim sirasinda farkli setlerde gergeklesen klorofil miktari
degisimleri (S: baslangic seti; A: %50 seyreltme oranli setler; B: %30
seyreltme oranl setler; C: seyreltme siklig1, 2/hafta, %50 seyreltme oranli

setler; D: taze kiiltiir eklenen setler, %50 seyreltme orant).

Yari-siirekli hidrojen {iiretimi toplam 127 giin boyunca farklh
etkilerin sonuglar1 gézlenerek siirdiiriilmiistiir. Kesikli liretimden de elde
edilen verilerden de yararlanilarak yari-stirekli iiretim siirecinin
yorumlanmasina gidilmistir. Yari-stirekli tiretimlerle kesikli iiretimler ilk
35 giinliik degisimler kapsaminda karsilastirildiginda daha yiiksek
hacimlerde {iretim gerceklestirildigi goriilmiistiir. Ayrica {iiretim
miktarlar1 incelendiginde en iyi sonuglarin %50 seyreltme oraninda ve
haftada 2 kez yapilan seyreltme sikiliginda daha yiiksek oldugu
gozlenmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. Kesikli ve yari-siirekli iiretim siirelerinde su siitununda meydana gelen

degisimler esas alinarak gozlenen farkliliklar.

Sistem Siire Su kolonunda | Giinliik hidrojen
(giin) birikim iiretimi ml/l giin
Kesikli 35 316 3,61
Yari-siirekli
Set
Baslangig 8 182 | 9,1
Etki
Seyreltme sikhgi; Set boyunca
Seyreltme miktar: ortalama iiretim
7 101 5,77
7 69 3,94
Hafta bir; 50% 7 59 3.37 3.79
seyreltme miktar1
7 52 2,97
7 51 2,91
Stire (giin) 35
7 39 2,23
7 38 2,17
Hafta bir; 30% 7 34 1,94 2,01
seyreltme miktari
7 32 1,83
7 33 1,89
Siire (giin) 35
4 32 3,2
3 27 3,6
4 36 3,6
3 34 4,53
Hafta iki; 50% 4 48 4.8 46
seyreltme miktari 3 44 5,87 ’
4 61 6,1
3 38 5,07
4 46 4,6
3 35 4,67
Siire (giin) 35
Hafta bir; 50% taze 7 9 0,51 051
ortam ile seyreltme 7 9 0,51 ’
Siire (giin) 14
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Arastiricilar  genel olarak  hidrojen {iretiminde fotosentez,
mitokondriyal solunum, besin par¢alanmast ve elektron transport
mekanizmasinin etkili oldugu iki basamakli iiretim yonteminde sistemin
1sikla yakindan iligkili oldugunu belirtmektedirler (Zhang and Melis,
2002; Zhang et al., 2002). Daha 6nceden de belirtildigi gibi kiikiirt kisitl
ortamda C. reinhardtii kiiltiirleri solunum hizlar1 degismeden fotosentez
aktivitesi yavaslamakta, bu nedenle oksijen hizla tiiketilmekte ve sistem
anaerobik stlirece girmektedir (Melis et al., 2000; Kosourov et al., 2002,
Kosourov et al., 2005). Bu durum ¢6ziinmiis oksijen miktarinda iiretimin
ilk saatlerinde azalmayla tespit edilmis ve yaklasik 18 saat iginde

anaerobik kosullarin saglanmasiyla tamamlanmistir.

Yari-siirekli iiretim siirecine geg¢ilmesiyle eklenen taze kiiltiiriin
etkisi incelendiginde, seyreltme oranina bagli olsa da eklenen hiicrelerin
hidrojen {iiretimini arttirict yonde bir etki yaptiklar1 goézlenmistir. Bu
durum o6zellikle adapte edilmis hiicrelerin kisa siirede hidrojen iiretimine
gecerek seyreltme sirasinda olusabilecek gecikmeleri asabilmesiyle

aciklanabilir.

Fotosentetik aktivite kaybi takip edildiginde temelde kiikiirt
etkisiyle olusan azalma (Ghirardi et al., 2000; Wykoff et al., 1998; Hell,
1997) dikkat c¢ekmekle birlikte kesikli iiretimlerden farkli olarak
seyrelme etkisiyle olugsan farkliklar yeni hiicrelerin etkilerine
baglanabilir. Ozellikle eklenen yeni hiicrelerle iiretim sonunda fotosistem
mekanizmalari etkilenen hiicrelerin klorofil miktarlarindaki azalmalar ve
dolayistyla olusan hiicre kayiplar1 (Kim et al., 2006; Melis, 1999) telafi

edildigi i¢in gozlenen degisimler pozitif yonde olmustur.
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Stirekli sistemde farkli seyreltme oranlarina veya sikiligina bagh
kiiltiir tepkileri temelde, sistem iginde bulunan geng¢ hiicrelerle
iligkilendirilebilir (Fedorov et al., 2005). Seyreltme orani arttik¢a
sistemde genc¢ hiicre bulunmasi olasiligi da arttig1 i¢in daha etkili
hidrojen iiretimi saglanabilmektedir. Bu durum, ilk setlerden sonra
iiretim miktarlarinda gdzlenen azalmalarla aciklanabilir. Ozellikle
haftalik seyreltme sikiliginda seyreltme oranlarindan bagimsiz olarak ilk
2 setten sonra {iretimler daha diisiik bir seviyede kararli hale
geemislerdir. Ancak seyreltme siklig1 arttiginda ilk 2 setten sonra iyice
tazelenen kiiltiir diger iiretimlerden farkli olarak daha yiiksek seviyelerde

bir iiretim performansi sergilemistir (Cizelge 4.9).

Kontrol olarak sisteme sadece taze ortam eklendiginde gozlenen
ani Uretim azalmalar1 bu gozlemleri desteklemektedir ¢iinkii eklenen yeni
hiicre olmadiginda taze ortamdan kaynaklanan etki iiretim {izerinde
onemli bir degisim yaratamamaktadir. Normalde aerobik fazda hiicreler
tarafindan kullanilabilen asetat, iiretim siirecinin baslangicinda solunum
sirasinda kullanilarak anaerobik evreye gecisi hizlandirmaktadir. Ancak
anaerobik kosullarda ortama eklendiginde hiicrelere 6nemli bir katki
saglamamaktadir (Antal et al., 2001; Markov et al., 2006; Kosourov et
al., 2007). Bu durum ozellikle yari-siirekli iiretim sirasinda eklenen

ortamin neden dnemli bir degisim yapmadigini agiklamaktadir.

Elde edilen veriler dogrultusunda yapilan hidrojen {iretim
denemelerin farkli c¢aligmalarla karsilastirilmast yapilmistir (Cizelge

4.10).
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4.4.Y akat hiicresi denemeleri

4.4.1.Hidrojen iiretimleri

79

Hidrojen tretimi Chlamydomonas reinhardtii CC124 kiltiiri ile

panel tip PBR’lerde fotomiksotrofik kosullarda gerceklestirilmistir.

Onceki ¢alismalara dayandirilarak belirlenen en uygun 1s1k siddeti (70x2

nE.m?s™) bu denemelerde esas alinmustir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. Biyomas iiretimi sirasinda aerobik ortam kosullarinda meydana gelen

degisimler (TAP ortami).
Isik siddeti Peryot Ulasilan klorofil Hiicre sayisi Klorofil/Hiicre
SIS (giin) | (atb) miktar1 mg/l | (nx10*ml) | (mg Chl/n)x10°
70x2pE.m?s' | 2 24 755 3,18

Denemeler 3 kez tekrarlanarak ortalama hidrojen iiretim degerleri

elde edilmistir (Sekil 4.12).

60 -
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Sekil 4.12. Siirekli aydinlatma altinda sabit 151k siddetinde (70x2 pE.m™.s™)

gerceklesen giinliik hidrojen tiretimleri.

Onceki boliimde agiklandig {izere H, iiretimi siirecinde siirekli

aydinlatmanin {retimler lizerinde yarattigi PSII’de aktivite diismesi,
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klorofil azalmasi, iiretim miktar1 degisimleri gibi etkiler gozlenmistir
(Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Hidrojen tiretim siireci.

Isik siddeti: 70 x 2 pE. m™.s™
PSII aktivitesinde meydana gelen degisimler
H, tliretim % Maks. H, o
Baslangi¢ baslangici azalma | iiretimi anminda 7o azalma
0,755 0,275 63,58 0,065 91,39
Hidrojen iiretim miktarlarinda meydana gelen degisimler
Gecikme . N 27 giinliik toplam
(saat) H, baslangi¢ miktari Maks. iiretim H, iiretimi (ml/l)
giin ml/l giin ml/1 1972
28 +4 2 25,75 3 40,3 07,27
Klorofil miktarinda meydana gelen degisimler
Baslangic klorofil miktar: Bitis klorofil miktari %
(mg/1t) (mg/1t) azalma
12 7,3 39,17
4.4.2.Hidrojen iiretimleri ve voltaj degisimleri
Calismanin esas amact Chlmaydomonas reinhardtii CC124

kiiltiirleri ile iiretilen hidrojenin yakit hiicreleri araciligiyla hem {iretim
stirecinin takip edilmesi hem de dogrudan elektrik iiretiminin
gergeklestirilmesidir. Bu dogrultuda hidrojen miktarinin belirlenmesi
amaciyla yapilan denemelere paralel gerceklestirilen voltaj degisimi
denemelerinde iretilen hidrojen dogrudan yakit hiicresine beslenerek
stire¢ takip edildiginde gaz iiretimiyle voltaj degisimi arasinda iliski

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.13).

Uretim  baslangicinda  goriilen hacimsel —degisim  voltajla

karsilastirildiginda aralarinda belli bir zaman farki oldugu gézlenmistir.
Bu farkin yakit hiicresinin ¢ikis hattinin kapali tutuldugu calisma sekliyle
ilgili olabilecegi diisiniilmektedir. Cikis hatti kapali oldugu durumda
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kiiltiir tarafindan hidrojen gazinin ilerlemesi i¢in belli bir hacme ulagmasi
ve kapali hattin yarattigi ters basinci asacak sekilde yeterli basing
saglayarak yakit hiicresine ge¢mesi gerekmektedir. Bu durum ilk basta
ters bir etki yaratiyor gibi gorlinse de, Ozellikle hattin agik oldugu
durumda gozlenen artan gazin kullanilmadan kaybini 6nledigi i¢in, uzun
streli tam kullanimi1 olanakli kilmaktadir. Ayrica gazin hat iginde
basincmin korunmasi hidrojen iiretiminin azaldigi siiregte ani voltaj

azalmalarii da onlemektedir (Sekil 4.13).

Cesitli calismalarda (Tsyngankov et al., 2002; Kosourov et al.,
2002; Ghirardi et al., 2005) belirlenen hidrojen {iretim evrelerinin
izlenebilmesi acisindan yakit hiicresinin voltaj degisimleri dl¢iilmiistiir.

Bu evreler farkli basgliklar altinda degerlendirildiginde;

Faz 1: Uretime alman hiicreler ilk etapta fotosentetik oksijen
iiretimine devam etmekte ancak iiretim giderek azalmaktadir. Bu siireg
voltaj olarak izlendiginde negatif degerler gozlenmistir (Sekil 4.13A).
Degerlerin bu sekilde olusmasi yakit hiicresinin anot boliimiiniin saf
hidrojen yerine olusan oksijenle kontamine olmasi ve oksijen kismi
basincinin katod boliimiine gore daha fazla olmasi nedeniyle ters bagli pil
etkisi gostermesi gibi farkli nedenlere baglanabilir. Diger bir 6nemli etki
ise yakit hiicresinin ihtiya¢ duydugu hidrojenin iiretilememesi nedeniyle
yakit sikintisina bagli olarak voltaj kaybinin gézlenmesidir (Cheng et al.,
2007; Brujin et al., 2008).

Faz 2: Aktivite kayb1 ile fotosentetik oksijen iiretimi azalmaya
baslayinca solunum ile tiiketim baskin hale ge¢cmekte ve net oksijen
kayb1 olusmaktadir (Sekil 3, A-1). Bu noktada oksijen kismi basincina
bagli negatif etki azalacagi icin voltaj degisim hareketi pozitif yone
donmektedir (Sekil 4.13B).
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Faz 3: Solunum sayesinde tiiketilen oksijen bittikten sonra
anaerobik kosullarin saglanmasiyla yakit hiicresinde pozitif esik asilir
(Sekil 4.13-B2). Bu nokta aym1 zamanda hidrojen {retiminin kiiltiir
ortami i¢inde doygunlagsmaya bagladigi esiktir. Ortalama olarak hidrojen

iiretimine bakildiginda bu siire 2844 saat civarindadir.

Faz 4: Anaerobik kosullarin tamamen olugmasi ile hidrogenaz
aktivitesi artar. Bu artis ile kiiltiir ortamindan gaz kabarciklar1 halinde
gozlenen hidrojen akis1 yakit hiicresine ulasarak voltaj degisimde bir
sigrama yaratir (Sekil 4.13C). Bu durumda maksimum hidrojen
iiretimiyle dogru orantili olarak, 3. fazda gecen siireye ek olarak yaklasik
24 saatlik bir siire daha maksimum iiretim icin gectiginden, ulasilan

maksimum voltaj degeri 140 mV’a kadar ¢ikmaktadir.

Faz 5: Hidrojen iiretiminde diislisler baslamis olsa da kapali hat
tasarimi1 sayesinde yiiksek voltaj degerleri 100 saat kadar devam
etmektedir (Sekil 4.8, Hidrojen iiretimi). Ancak iiretim azalmasi devam
ettikge voltaj degerlerinde de diisiisler baslamistir. Ozellikle hidrojenin
yakit hiicresinde kullanimi iiretimle karsilanamadigi esik noktasinda bu
azalma cok keskin bir sekilde gézlenmektedir (Sekil 4.13C-3).

Faz 6: Hiicre aktivitesi iyice diistiikten sonra siire¢ icerisinde voltaj
degisimi de benzer bir azalma bandina oturmustur (Sekil 4.13D).
Hidrojen iiretiminde meydana gelen azalmanin etkisi kapali hat tasarimi
ile bir miktar azaltilmis oldugu i¢in voltaj degisimi uzun bir siire devam
etmektedir. Hatta ani diislislerde etki yumusatilmis ve zamana
yayilabilmistir (Sekil 4.13D-4). Voltaj diismeleri yakit hiicresinin
elektrolit ylizeyinde azalan hidrojen ile meydana gelen diisiik kiitle

transferlerine baglanabilir (Huang et al., 2008; Fowler et al., 2002).
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4.4.3.Farkh direnclerin gerilim ve akim olusumuna etkileri

Yakit hiicresinin ¢ikis hattinin belirli bir siire hidrojen ile
beslemesini takiben kapatildiginda, yakit hiicresinin membraninda olusan
hidrojen transferi daha hizli ve rahat gergeklesmektedir (Barbir and
Gomez, 1997). Boylece voltaj degerleri tamamen kapali formasyona gore
daha yiiksek seviyelere (800 mV) ulagmaktadir. Ancak bu degerler, gaz
akisinin serbestge saglandigi zaman diliminde kullanilmayan gazin
sistemden kagmasina yol actigt i¢cin meydana gelen basing kaybi
nedeniyle, uzun siire ayni seviyelerde kalamamaktadir saniyeler i¢inde

100 mV altina diismektedir.

Bu ¢alismada voltaj degerleri 800 mV degerine ulasildiktan sonra
hat kapatilip direng devreye alindiginda olusan voltaj ve akim degisimleri
degerlendirilmistir. Devreye alinan direnglerin dogrudan akimi etkiledigi
gozlenmistir. Direncin degeri azaldikca akim degerleri artsa da voltaj
diisiisti hizlanmistir (Sekil 4.14).

L —_——————————. ™
¥ -
g f 5 ,o = 10hm
600 s 5 ;f 22,50hm
g = g & s 50hm
= -
E ;= °© e x 10 Ohm
£ # ; = R +20 Ohm
g 400 ¥g = o -
i - & x © 40 Ohm
= +
’g = # “ xx%ﬁ - 60 Ohm
e - - s00nm
200 = s . R 8 fas® e * 100 Ohm
= <
Xxx)l( °
2
LS
o
) 5 10 15 20 25 30 35 40
Akim (MmA)

Sekil 4.14. Farkli direnglerin akim-gerilim (mA-mV) {izerinde olusturdugu degisimler.
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Teorik olarak Ohm kanununa bagl olarak hesaplanan degerlerle (a)
deneysel degerler karsilastirlldiginda farkliliklar goze carpmaktadir.
Olusan farkliliklar voltaj ve akimi beraber yorumlayacak bir parametre

olan yakit hiicresinin gii¢ liretimiyle izlenebilir (b).

Verim (%)

T T T T T |
0 20 40 60 80 100 120
Direng (Ohm)

Sekil 4.15. Farkli direnglerin verim lizerinde etkisi

Teorik giic degerleri ile deneysel giic degerlerinin orani yakit
hiicresinin verimi (c) olarak tanimlanirsa, direng artis1 ile azalan akimin

verim lizerinde %91 e kadar bir artis sagladigi gozlenmistir (Sekil 4.15).
V=IxR (a)
I: Akim (mA),
V: Yakat hiicresi voltaji (mV),

R: Direng (Q)
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P=VxI (b)
P: Glic (mW)
% verim = (P, / Py x 100 (c)

P; : Teorik gli¢
P4 : Deneysel gii¢

Bu durum yakit hiicresinde termodinamik ve kinetik faktorlerin bir
biitiin olarak olusturduklari etki ile degerlendirilebilir (Barbir et al., 2005;
Dante et al., 2003; Wunschiers and Lindblad, 2002). Verim iizerinde
etkili olan bu faktorler hidrojenin membran {izerinde transferine kadar
gecen siireye, yeterli birikimin saglanmasi gerekliligine, direngten
kaynaklanan etkiye dayandirilarak agiklanmaktadir (Huang et al., 2008;
Fowler et al., 2002). Verim kayiplar1 bu baglamda elektrokimyasal
reaksiyonlara, yakit hiicresinin kendi yapisindan kaynaklanan i¢ elektrik
ve iyonik dengesine, kiitle transfer kisitlarina, yakit miktarma baglidir

(Barbir et al., 2005; Moriera and Silva, 2009; Barbir 2006).
4.4.4.Yakat hiicresi aracih@iyla elektrik iiretimi

Yapilan  denemelerde elde edilen veriler  kullanilarak
fotobiyoreaktorde tiretilen hidrojen ile dogrudan elektrik iiretilmesi
hedeflenmistir. Hidrojen iiretim siireci ve voltaj degisimleri dikkate
alindiginda kiiltiirtin iiretimin ilk 48 saatlik boliimiinde belirli bir
adaptasyon siireci ge¢irdigi gozlenmistir. Diren¢ denemelerinden elde

edilen veriler 151¢1nda 10 Q ve 100 Q degerlerindeki direncler yiiksek
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verimli ve sabit bolgeyi temsil ettikleri i¢in secilmisler ve elektrik iiretim

denemelerinde kullanilmislardir (Sekil 4.14).

Bu noktadan hareketle bu evre boyunca yakit hiicresine gaz akisi
kesilmistir. Adaptasyon evresi sonunda gaz basinci iyice artinca besleme
hatt1 acilarak yine kapali hat tasariminda g¢alistirilan, 10 Q ve 100 Q
diren¢ baglanan yakit hiicresine beslenmistir ve olusan akim
kaydedilmistir. Siire¢ igerisinde ortalama 110 mV degerinin korundugu
zaman dilimi esas alinarak veriler degerlendirildiginde, 10 Q direng
kullanildiginda yakit hiicresi 50 saat boyunca ortalama 7,22 mA akim
uretirken, 100 Q diren¢ 80 saat boyunca ortalama 0,91 mA akim
tretmistir. 10 Q direng kullanildiginda verim %66 olurken, 100 Q direng
% 83 olmasi karsilastirildiginda direngteki 10 katlik bir artisin verimde
1,26 kathik bir artis saglamasi dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen gii¢
hesaplandiginda ise bu fark sadece 0,13 liik bir artis meydana getirmis ve
tretim stiresini ancak 1,38 kat uzatmistir. Literatiirde de yakat
hiicrelerinin  kismi direnglerle etkili calistiklarina iliskin  bilgiler
mevcuttur (Ball and Wietschel, 2009; Barbir and Gomez, 1997). Ayrica
yiiksek direngler her ne kadar verim agisindan daha etkili olsalar da

elektrik tiretimi bakimindan ayn1 derecede etkin olmamaktadirlar.

Denemeler biitiiniiyle degerlendirildiginde PEM yakit hiicrelerinin
hidrojen iretim siirecinin izlenmesinde kullanilmalarmin yani sira,
dogrudan fotobiyoreaktore baglantili olarak elektrik iiretimi i¢in kullanim

potansiyelleri oldugu da anlasilmustir.
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4.5.Sonu¢

Bu caligmanin ilk asamasinda kesikli iiretimler araciligiyla farkl
151k siddetlerinin ve A/K dongiilerin etkileri incelenmis ve hidrojen
tiretimi {izerinde dogrudan iligkileri belirlenmistir. Diger ¢alismalardan
farkli olarak, kiiltiirlerin 6n iiretim kosullar1 hidrojen {iretimi siirecinde
kullanilan ortam kosullariyla es kilinarak, farkli kosullardan
kaynaklanabilecek etkiler elenmeye c¢alisilmistir. Bu sayede sadece
belirlenen 1518a ve aydinlatma dongiisiine bagli degisimin incelemesi

olanakl1 kilinmustir.

Panel tip PBR’lerin kullanildig: iiretimlerinden elde edilen veriler
dogrultusunda konvansiyonel bir biyoreaktér kullanilarak yari stirekli
tiretim gerceklestirilerek uzun siireli hidrojen {iretimi incelenmistir.
Farkl1 seyreltme oranlar1 ve sikiliklarinin iiretim {izerinde dogrudan etkisi

gozlenmistir.

Diger yandan yapilan yakit hiicresi denemeleriyle model organizma
olarak belirlenen Chlamydomonas reinhardtii CC124’iin  foto-
biyohidrojen {iretim siirecinin, olusan voltaj farkiyla dogrudan ilgisi
saptanmigtir. Bu iligki iiretim siirecinin takibini olanakli kilmaktadir.
Ayrica farkli direngler kullanilarak elde edilen hidrojenin dogrudan

kullanilarak, elektrik akimi iiretimi potansiyeli belirlenmistir.

Calismada elde edilen bulgular foto-biyohidrojen iiretimi alaninda
bilinen bilgilere ek olusturabilecek 6zgiin bulgulardir. Ayrica, 6zellikle
Aydinlik / Karanlik dongii denemelerinde elde edilen bulgular, biiyiik
Olcekli fotobiyoreaktdrlerdeki heterojen kosullart simiile etmeleri
acisindan ol¢ek biiylitme ve ticari Olgekte {iretim ¢alismalarina da 151k

tutacak niteliktedir.
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5. ONERILER

Giliniimiizde yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ilgi hizla
artmaktadir. Ulkemiz agisindan degerlendirildiginde c¢evre dostu bu
kaynaklarin incelenmesi biiyiikk onem tasimaktadir. Ozellikle hidrojenin
enerji elde edilmesinde kullanim potansiyeli hizla degisen diinyada
dikkatleri iizerinde toplamaktadir. Bu noktada iilkemizin oncii bir rol
tistlenmesi amaciyla hidrojen iiretiminde ihtiya¢ duyulan altyapinin
olusturulmas1 gerekmektedir. Dogal olarak olusturulacak alt yapinin
temellerinin bilimsel veriler iizerine atilmasi siireklilik ve gelisimin

ivmesi bakimindan ¢ok degerli katkilar saglayacaktir.

Yapilan ¢alismalarin bir baslangi¢ olacagi fikriyle gelecekte devam
niteligindeki caligmalara agirlik verilmesi planlanmaktadir. Bu amagla
farkli organizmalarin hidrojen iiretim potansiyellerinin incelenmesi,
bliyiik Olcekte {iretime uyarlanabilir sistemlerin  gelistirilmesi
amagclanmaktadir. Universite ile sanayi arasmnda bu 6nemli konu
hakkinda bilgi aligverisi saglanarak calismalarin  toplum adina

yayginlagsmasina hiz verilmesi hedeflenmektedir.
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