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OZET

BAKTERIYORODOPSIN URETiMi, SAFLASTIRILMASI VE BiYO
OPTOELEKTRONIK CIHAZ POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

Kiibra ERKAN TURKMEN

Doktora, Biyoloji Boliimii
Tez Damsman: Prof. Dr. Niliifer AKSOZ

Subat 2020, 64 sayfa

Bakteriyorodopsin (BR), halofilik mikroorganizmalardan Halobacterium salinarum’da
bulunan bir transmembran proteindir. Proton pompasi olarak gorev yapan bu protein 151k
ile aktive olarak giines enerjisinden enerji eldesini saglamaktadir. Ayrica farkl fiziksel
kosullara dayaniklilik gdstermesi BR’1 ilgi ¢ekici kilmaktadir. Bircok uygulama alaninda
onemli Yyere sahip olan BR yenilenebilir enerji alaninda da kullanilmaktadir.
Calismamizda Bakteriyorodopsin Temelli Biyomolekiil Duyarli Giines Hiicresi (BR-
BSSC) elde etmek amaciyla Halobacterium salinarum DSM 671 susu kullanilmastir.
H.salinarum DSM 671°den BR iiretimi gergeklestirilmis ve tiretim kosullarinin
optimizasyonu i¢in Deney Tasarim programindan yararlanilmistir. Ardisik olarak deney
tasarim1 programlarimin (Plackett-Burman, Central Composite Design) kullanimi
sonucunda 95.3 mgL™ olacak sekilde BR eldesi saglanmistir. Sulu ikili faz sistemi ile
saflastirilan BR kullanilarak Cam/FTO/TiO2/BR/MoOs/Au (D1) ve
Cam/FTO/ZnO/BR/M0oOs/Au (D2) olacak sekilde iki farkli cihaz elde edilmistir. Bu
cihazlardan D1’in verimliligi 0.8989, D2’nin verimliligi 0.8429 olarak hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: Halobacterium salinarum DSM 671, Bakteriyorodopsin, Plackett

Burman, Central Composite Design, Biyomolekiil Duyarli Giines Hiicresi



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PRODUCTION, PURIFICATION AND
APPLICATION POTENTIAL OF BACTERIORHODOPSIN FOR

BIO OPTOELECTRONIC DEVICE

Kiibra ERKAN TURKMEN

Doctor of Philosophy, Department of Biology
Supervisor: Prof. Dr. Niliifer AKSOZ

February 2020, 64 pages

Bacteriorhodopsin (BR) is a transmembrane protein that found in Halobacterium
salinarum which is a halophilic bacterium. BR, after being activated by solar energy, acts
as a proton pump and creates energy. Besides this property, BR, also shows resistance to
various physical conditions and hence makes it more interesting. Among many important
implementations, BR also takes part in renewable energy applications. In this research,
H. salinarum DSM 671strain was used to obtain Bacteriorhodopsin Based Biomolecule
Sensitized Solar Cell (BR-BSSC). For this purpose, BR was synthesized by H. salinarum
DSM 671 and for optimization of growth conditions, an experimental design program
was used. After sequential application of Plackett-Burman and Central Composite
Design. BR was obtained in proportion of 95.3 mgL™. Following aqueous-two-phase
system purification, BR was used to produce two different devices named as
Glass/FTO/TiO2/BR/MoOs/Au (D1) and Glass/FTO/ZnO/BR/MoOs/Au (D2). The
efficiency of these devices were 0.8989 and 0.8429 respectively.

Keywords: Halobacterium salinarum DSM 671, Bacteriorhodopsin, Plackett-Burman,

Central Composite Design, Biomolecule sensitized solar cell
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1. GIRIS

Archea domaini dogada ekstrem olarak adlandirilan kosullarda yasayan bakterilerin bir
kismini1 barindirmaktadir. Bu bakteriler asir1 sicak/soguk kosullar veya yiiksek tuz
konsantrasyonu gibi ekstrem sartlarda canliligimmi siirdiirebilmektedir. Bu kosullarda
canliliklarm siirdiirebilmek i¢in diger bakterilerde yer almayan 06zel yapilar ya da
proteinler gelistirmislerdir. Bu 6zel yapilar arasinda membranda bulunan transmembran

proteinleri de yer almaktadir.

Transmembran proteinlerden biri olan ve bulundugu mikroorganizmaya farkli 6zellikler
saglayan bakteriyorodopsin (BR) oldukga ilgi ¢ekmektedir. Halobacterium salinarum,
BR yapisi ve iiretimi i¢in en kapsamli incelenen arkeadir [1]. Bu mikroorganizma yiiksek

151kl1, tuzlu ve yiiksek sicaklikliga sahip ortamlarda yasayabilmektedir [2].

BR yiiksek fotokimyasal ve fotoelektrik doniisiim verimliligine sahip olmanin yani1 sira
termal olarak da kararlidir. Bahsedilen bu o6zellikleri yiiksek sicakliklara, yiiksek tuz
oranina ve besinsel agidan sinirl ortamlarda dayaniklilik gosterebilmesini saglamaktadir
[3]. Bu 6zellikleri gbz oniinde bulundurularak bir¢ok uygulama alaninda yer edinen BR,

giines enerjisinden enerji eldesi ¢alismalarinda da oldukea ses getirmektedir.

Bu calismada BR temelli biyomolekiil duyarli giines hiicresi eldesi amag¢lanmigtir. Bu
kapsamda yapilan c¢alismalar; BR iiretim kosullarinin deney tasarim metodlari
kullanilarak optimizasyonu ve optimum kosullarda elde edilen BR’in giines hiicresi
uygulamasinin yapilmasidir. Elde edilen veriler 1s1ginda biyomolekiil duyarli  giines
hiicreleri igerisinde BR kullanilarak yapilan bu ¢alisma sonucunda elde edilen verim
yilizdeleri bugiine degin yapilan benzer caligmalara oranla daha yiiksektir. Ayrica
iilkemizde biyomolekiil duyarl gilines hiicresi calismalar1 i¢erisinde bakteriyorodopsin

temelli giines hiicresi eldesi ilk kez yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

Carl Woose canlilar1 16 S ribozomal RNA (r RNA) gen boélgelerine gore ti¢ domain
aytrarak farkli bir siniflandirma yapmistir. Bu siniflandirmaya gére domainler: Bacteria,

Archaea, Eukarya domainleridir [4].

2.1. Archaea

Archaea domaini bakterilerden ve 6karyotlardan farkli molekiiler 6zelliklere sahiptir.
Archaea terimi Yunancada eski ve ilkel anlamina gelen ‘“archaios” kelimesinden
tiiretilmistir. Adindan da anlasilacag: iizere archaea domaini iiyeleri diinyanin daha
onceki caglarinin  ekstrem  kosullarim1  barindiran  ortamlarda  canliliklarini
stirdiirebilmislerdir. Ekstremofil olarak adlandirilan bu canlilar genellikle Archaea
domaininde bulunmaktadir. Ancak Bacteria ve Eukarya domainlerinde de ekstremofil
ozelliklere sahip canlilar bulunmaktadir. Ekstremofiller, farkli asir1 kosullarda hayatta
kalabilen ve termofiller, asidofiller, alkalofiller, psikrofiller, halofiller, metalofiller,
barofiller vb. gibi ¢esitli siiflara ayrilan organizmalardir. Ornegin, 113 °C'de yasamini
stirdiiren ve hidrotermal menfezlerde canli bulunan Pyrolobus fumarii; Japonya'daki
asidik topraklardan izole edilen ve bilinen aside en toleransli organizmalar olan
Picrophilus tiirleri yaklagik pH 0'da tireyebilmektedir. Ayrica metabolik bir yan iiriin
olarak metan gazi iireten ve batakliklar, kaplicalar ve insanlar da dahil olmak iizere
hayvanlarin bagirsaklar1 gibi anaerobik ortamlarda bulunan metanojenler de gruba
dahildir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda ekstrem mikroorganizmalarin endiistriyel alanlarda

kullanimi zorlu kosullarda gosterdikleri dayaniklilik sebebiyle artmustir [5].

2.1.1. Archaea Domainin Ozellikleri

Bakteriler, Archaca ve Eukarya alanlar1 genetik kriterler tizerine kurulmus olsa da
biyokimyasal 6zellikler de archaeanin prokaryotlardan bagimsiz bir grup olusturdugunu
ve hem bakteri hem de Okaryotlarla 6zelliklerini paylastiklarin1 gostermektedir. Bu

Ozelliklerin baglicalar1 sunlardir:



1. Hiicre duvarlari: hemen hemen tiim bakteriler hiicre duvarlarinda peptidoglikan igerir;
bununla birlikte, archaea ve okaryotlarda peptidoglikan yoktur. Archaeada gesitli tipte
hiicre duvarlar1 bulunur. Bu nedenle, peptidoglikanin yoklugu veya varligi, archaea ve

bakteriler arasinda ayirt edici bir 6zelliktir.

2. Yag asitleri: bakteri ve dkaryotlar, ester baglari ile bir gliserol molekiiliine baglanan
yag asitlerinden olusan membran lipitleri iretir. Archaealar yag asitlerini gliserol
molekiillerine baglayan eter baglarina sahiptir. Birkag bakteri eter baglantili lipitler

icermekle birlikte, ester bagli lipitler igeren higbir archaea bulunmamustir.

3. RNA polimerazinin karmagikligt: her tiirlii organizma igin transkripsiyon, bir DNA
sablonunu bir RNA iirliniine kopyalayan RNA polimeraz adi verilen bir enzim tarafindan
gerceklestirilir. Bakteriler dort polipeptitten olusan basit bir RNA polimeraz igerir.
Bununla birlikte hem archaea hem de okaryotlar, ¢oklu polipeptitler igeren coklu RNA
polimerazlara sahiptir. Ornegin, archaea RNA polimerazlar1 sekizden fazla polipeptit
icerir. Okaryotlarin RNA polimerazlar1 ayrica yiiksek sayida polipeptitten (10-12) olusur,
goreceli polipeptit boyutlari hipertermofilik archaea RNA polimerazinkine benzerdir. Bu
nedenle, arkaik RNA polimerazlari, bakterilerden =ziyade Okaryotlarin RNA

polimerazlarina daha ¢ok benzemektedir.

4. Protein sentezi: arkeadaki protein sentezinin ¢esitli Ozellikleri Okaryotlarinkine
benzerdir. Bakterilerle aralarindaki belirgin bir fark ise bakterilerin modifiye edilmis bir
metiyonine sahip bir baglatict tRNA'ya (transfer RNA) sahip olmas1 ancak dkaryotlar ve
arkaiklerin modifiye edilmemis bir metiyonine sahip bir baslatict tRNA'ya sahip

olmasidir.

5. Metabolizma: hem archaeada hem de bakterilerde azot fiksasyonu, denitrifikasyon,
kemolithotrofi ve hipertermofilik ortamda tireme gibi ¢esitli metabolizma tiirleri vardir.
Metanojenez (metabolik bir yan iiriin olarak metan iiretimi) sadece Archaeca domaininde,
ozellikle Euryarchaeota alt boliimiinde goriiliir. Klorofil kullanan klasik fotosentez

herhangi bir archaeada bulunmamustir.

Archaeanin  kullandigi  metabolik  stratejilerin  dogada olaganiistii  ¢esitlilik
gostermektedir. Ornegin, halofilik archaealar yiiksek tuzlu ortamlarda yasayabilmektedir.
Ciinkii bu mikroorganizmalarda ozmozu sinirlayan bir metabolik yol i¢in enzimleri
kodlayan 6zel bir gen kiimesi bulunmaktadir. Ozmozu smirlayan bu metabolik yol

metilaspartat yolu olarak bilinmektedir. Bu metabolik yol, benzersiz bir anapleroz tipinin
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bir 6rnegidir (metabolik ara maddelerin yerine koyulmasini yenileme islemi; bu durumda
ara madde metilaspartattir). Bilimsel arastirmalarda kullanilan model bir organizma olan
Haloarcula marismortui'yi iceren halofilik archaealarin, genlerin bir tiirden digerine
gecirildigi yatay gen transferi olarak bilinen bir islemle metilaspartat yolagi diger

halofilik archaealara aktarilmaktadir.

2.1.2. Halofilik Archaea

Archaea domaininde, Euryarchaeota filumunda yer alan Halobacteriales ordosundaki tek
familya olan Halobacteriaceae familyasina ait kirmizi pigmentli ekstrem halofilik archaea
icin Halobacteria terimi kullanilmaktadir [6]. Bu familya yaklasik 26 genusa sahiptir. Bu
say1 yeni tirlerin kesfedilmesi ile artmaktadir. Bunlar; Halobacterium, Haloarcula,
Halobaculum, Halococcus, Haloferax, Halogeometricum, Halorhabdus, Halorubrum,
Haloterrigena,  Natrialba, = Natrinema,  Natronobacterium,  Natronococcus,
Natronomonas, Natronorubrum, Halomicrobium, Halobiforma, Halosimplex,
Halalkalicoccus, Halovivax, Natronolimnobius, Halostagnicola, Halodaptatus,

Haloquadratum, Haloplanus, Halopiger’dir [7].

Halobacteria (ya da haloarchaea) bilinen en halofilik mikroorganizmalardir. Hipersalin
sularda su doygunluk konsantrasyonlarina yaklagtiginda baskin mikrobiyal popiilasyon
olusmaktadir. Baskin mikrobiyal popiilasyon ortama kirmizi rengini vermektedir. Mevcut
kirmizi renk olusumu halobacterianin karotenoid pigmentleri araciligiyla olusmaktadir.
Karotenoid pigmentler giines 15181 araciligiyla gelen radyasyonu engellemektedir. Bunun

yani sira ortam sicakligini ve buharlagtirma hizini arttirici etkiye sahiptir[8] .

Halobacteria igerisinde bulunan tiirler C50 karotenoidlerinin varligina bagl olarak
kirmizi ya da turuncu renkte goriilmekle birlikle bazi tiirler renksizdir. Bu tiirlerin en

belirgin 6rnegi Haloferax mediterranei’dir[6].

Halofilik archaealarin ¢eper yapilari bakterilerden farklilik gostermektedir. Halofilik
archaealar, bakterilerde mevcut olan peptidoglikan tabakasindan farkli olarak lipid ¢ift
tabakasini ¢evreleyen glikoprotein yapisinda S tabakasina sahiptirler. Bu S tabakasi

yapisal biitiinliigiinii devam ettirmek i¢in sodyuma ihtiya¢ duymaktadir [9].

Halobacteria familyasinda bulunan iiyeler igerisinde retinal tiirevli pigment proteinlerine

(6r; bakteriyorodopsin) sahip olan mikroorganizmalar mevcuttur. Bakteriyorodopsin
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orneginde oldugu gibi retinal proteinler 1sik araciligiyla aktive olarak iyon pompasi islevi

gormektedir. Iyon pompasi islevi ile ATP iiretimi de gerceklesmektedir [10].

Bakteriyorodopsinin ilgi ¢ekici yapist ve kullanim alaninin artmasi nedeniyle halofilik
archaea’lara olan ilgi artmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarin odaginda yer alan
halofilik archaecalar igerisinde yer alan Halobacterium salinarum bu tarz ¢alismalarda

kullanilan mikroorganizmlara 6rnek teskil etmektedir.

2.1.3. Halobacterium salinarum

Halobacterium salinarum halofilik archaea’lar icin model organizma olarak
degerlendirilmektedir. Basil morfolojisine sahip, hareketli ve yiliksek tuz igerikli
ortamlarda (4M tuz konsantrasyonu veya daha yiiksek konsantrasyonlarda) yasayan bir
mikroorganizmadir. Halobacterium salinarum {irediginde tipik koloni rengi olan
kirmizims1 pembe rengi ile ayirt edilmektedir. Bu renk yapisinda bulunan bacterioruberin

sayesinde olusmaktadir[11].

H. salinarum yapisinda bulunan retinal bir protein olan bakteriyorodopsinin 1sik ile aktive
olarak proton pompasi olarak islev gérmesi ile enerji elde etmektedir. Bakteriyorodopsin
disinda farkli retinal proteinleri de yapisinda bulunduran H. salinarum yapilan

calismalarin model mikroorganizma olarak kullanilmaktadir [12].

2.1.3.1. H. salinarum’un Retinal Proteinleri

H. salinarum dort adet retinal protein igermektedir. Bu retinal proteinler fotosentetik
pigmentler olarak enerji doniisiimiinde ve sinyal transdiiksiyonunda gorev yapmaktadir.

Bu proteinler:
o Bakteriyorodopsin [13]

o Halobacterium’un 1sik varliginda tiremesini saglayan fotosentetik bir

pigment olarak islev goriir.

o Isik enerjisi ile aktif hale gelir ve 151k enerjisi araciliiyla proton gradyenti
olusturmaktadir. Olusan proton gradyenti ATP sentaz aracilifiyla ATP

eldesinde kullanilmaktadir.

e Halorodopsin [14]



o Isik ile aktif olan klor pompasidir. Halobacterium’un yiiksek hiicre i¢i tuz

konsantrasyonunu korumasini saglamaktadir.
e Sensory rodopsin |

o Fototakside rol oynayan, turuncu renge fotofilik yanita ve ayrica UV

1s181na fotofobik yanita aracilik etmektedir.
o Transdiiser protein htrl ile kompleks olusturur.
e Sensory rodopsin Il

o Fototakside yer almaktadir ve mavi 1s18a fotofobik cevap aracilik
etmektedir.

o transdiiser proteini htrll ile kompleks olusturmaktadir [15].

2.1.3.2. H. salinarum’un Enerji Metabolizmasi

Halofilikler bir¢ok ekstremofilin aksine aerobik ve anaerobik kosullar altinda
tireyebilmektedirler. Halobacterium'un enerji kazanmak igin ii¢ farkli sistemi vardir.

Bunlar:

1. Aerobik kosullar altinda ¢esitli metabolitlerin oksidasyonu
» Piruvati trikarboksilik asit dongiisiine sokarak ferredoksin oksidorediiktaz
araciligryla piruvati okside eder [16].
» Halobacterium, solunum zincirinin bes ana kompleksini de igerir.

2. Fotosentez

Isikla ¢alisan bir proton pompasi olan bakteriyorodopsin, bir proton gradyani
olusturur. ATP sentaz, ATP sentezini slirmek i¢in proton gradyaninin enerjisini

kullanmaktadir [17].
3. Arginin fermantasyonu

Halobacterium, arginin fermantasyon yolu ile ATP tiretmektedir [18] .



3.1. Bakteriyorodopsin
3.1.1. Genel Ozellikleri ve Yapisi

Bakteriyorodopsin (BR), archaca domaininde &zellikle Halobacterium salinarum’da
bulunan bir transmembran proteindir (Sekil 2.1.). BR ayrica 1s18a bagimli bir proton
pompasi olarak islev gormektedir. Bu islevini aydinlatma/isik altinda protonlar1 hiicrenin
ic kismindan ¢evresindeki ortama pompalayarak transmembran proton gradyenti
olusturarak gerceklestirmektedir. H. salinarum ATP sentezi igin BR araciligiyla
olusturulan bu proton gradyentini kullanmaktadir. Bu durum BR’mn 1s1k enerjisinin
kimyasal enerjiye doniistiirilmesi i¢in bir 151k doniistiiriicli olarak islev gérmesini de

saglamaktadir [4, 5].

Halobacterium salinarum

Bakteriyorodopsin

Sekil 2.1. Halobacterium salinarum’da bakteriyorodopsin yapisinin sematik olarak

gosterilmesi [21]

BR’1n tarihgesine kisaca bakilacak olursa, 1967°de Stoeckenius tarafindan kesfedilmistir.
Temel fonksiyonu olan proton pompasi islevini 1972°de Oesterhelt agikliga
kavusturmustur [22]. Bu kesif bilim diinyasina yeni bir protein sunmakta ve asagida
aciklanan iki farkli durumun ortaya ¢ikmasi bu proteine olan ilgiyi artirmaktadir. Bu
durumlardan ilki hiicre-membran reseptorleri i¢cin basit bir model olusturmasidir.
Ozellikle insanlarda en iyi bilenen ila¢ hedeflerini igeren G-protein-coupled seven-heliks
reseptorleri muhtemel benzer bir anahtar mekanizma ile calismaktadir. Ikincisi ise

membran tastyicilarinin bir prototipi olmasidir [7, 8] .

H. salinarum’da bakteriyorodopsin yapisi iki membrana bagli olarak bulunan ve ATPaz

iceren bir sistemdir. Bu protein 2 boyutlu kristal kafes olarak bilinen mor membran

(Purple Membran-PM) yapisi igerisinde bulunmaktadir. PM, H. salinarum’un hiicre
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membraninda integral sekilde uzanan bir yapidir. Bu yapi, hiicre yiizeyinin biiyiik bir
cogunlugunu cevrelemekte ve birden fazla yama seklinde bulunmaktadir. Hiicrede
goriilen bu yamalarin her biri mor membran (PM) olarak adlandirilmaktadir. PM’in genel
yapist 3/1 oraninda protein lipit bilesenlerinden olusmaktadir. Ayrica bu yap1 proton
pompast gibi davranabilmesi i¢in proton tasinimi islevini saglayan bir gecirgenlige

sahiptir.

PM’in yapis1 ayrintili incelendiginde yapida iki boyutlu hekzagonal kristallerin yer aldig:
goriilmektedir. Hekzagonal Kristallerin birlesimi ile trimer yapilart meydana gelmektedir.
Bu iki boyutlu kristal yapinin olusturdugu her trimerik yapida ii¢ adet monomerik BR
icermektedir (Sekil 2.2.) [24].

Sekil 2.2. Mor membrani olusturan trimerik yapilar [22]

PM yamalar1 uygun kosullar altinda, hiicre membranin yaklasik olarak %50’den fazlasini
kaplayabilmektedir [25]. Daha once bahsedildigi iizere PM yamalar igerdigi BR
sayesinde, 15181 giiclii bir sekilde absorblayarak protonlari hiicrenin iginde plazma
membranindan disariya dogru pompalar ve 15181 elektrokimyasal gradiyente doniistiirtir.
Bu gradiyent ise ATPaz enzimi araciligiyla ATP {iretimi igin kullanilmaktadir [11,12].
Mor membranda ayrica 2 adet sensor rodopsin adi verilen yapida bulunmaktadir. Bunlar
sensory rodopsin ve phorodopsin olarak adlandirilir. Bu yapilar BR’1n 151k enerjisi ile
gerceklestirdigi enerji eldesini saglayan fotodongii i¢in gerekli dalga boylarini (yesil ve

sar1 151K) tespit etmektedirler [28].



3.1.2. Bakteriyorodopsinin Fotodongiisii

BR, mor membran olarak adlandirilan yapinin i¢inde yer alan bir protein olup 7 adet
heliksten ve heliks merkezinde retinal kromofor igeren iki boyutlu hekzagonal yapidan
olusmaktadir. BR’1in foto uyarimi fotodongii adi verilen bir siireci baglatmaktadir.
Fotodongli proton transportunu ve spektral olarak karakterize edilebilen
intermediyantlar (ara formlar) igeren bir siirecin tamamini kapsamaktadir.
Intermediyantlar (ara formlar) maksimum absorsiyon karakteristiklerine gore J, K, L,
M, N ve O olarak adlandiriimaktadir ve bu intermediyantlar (ara formlar) farkli
fazlardan olusmaktadir. intermediyantlar (ara formlar) ve BR proton translokasyonu
arasindaki su sira ile ger¢eklesmektedir: BR—J—->K—-L—-MI->M2—-N—-0—BR
seklindedir (Sekil 2.3.) [29].

Bakteriyorodopsin bir foton absorbladiginda, foton fotodongii olarak adlandirilan siklik
bir yolag: takip etmektedir. Foto dongiiniin nasil gerceklestigini daha iyi anlamak i¢in

BR’in yapisal 6zelliklerine daha ayrintili bakilmas1 gerekmektedir.

Yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglara gore, H. salinarum’dan elde edilen BR
molekiilii 248 amino asit i¢ceren bir polipeptid zincirinden olusmaktadir. Bu polipeptid
zinciri 7 adet (A-G) transmembran o-heliks igermektedir (Sekil 2.4.). BR fotodongiisii

proton translokasyon asamalarini iceren bir katalitik dongiidiir.

H# Lsso

Mll M Y
412\ ‘ V412 H

Sekil 2.3. Bakteriyorodopsin intermediyantlarinin (ara formlarinin) fotodéngiideki

siralamasi[21]



Her bir BR molekiilii retinal protein olarak adlandirilan bir kromofor igermektedir.
Retinal protein, G heliks yapis1 igindeki lizin-216 amino grubuna protonlanmais Shiff bazi
araciligla kovalent olarak baglidir. Schiff bazi, transmembran heliks tarafindan
¢evrelenmis olan kavitenin tam merkezinde yer almaktadir. Schiff bazinin bu konumu
proton kanalin1 etkin bir sekilde iki parcaya ayirmaktadir: ekstraselliiler yari-kanal ve

sitoplazmik yar1 kanal.

" s
R 3/\/\/&‘
T Lys216 i
Cytoplasmic side H* all-trans retinal i

Extracellular side

-

Sekil 2.4. Hiicre membraninda bakteriyorodopsinin ve all-trans retinal proteinin

yerlesimi[30]

Ekstraselliiler kisim ve sitoplazmik kisim ¢ogunlukla yiiklii rezidiiler (Asp 85) veya
hidrofobik rezidiiler icermektedir. Bu yapilar schiff bazi i¢in sirasiyla proton alici veya
proton verici olarak gorev yapmaktadir. BR’de dogal olarak iki ¢esit retinal kromofor
bulunmaktadir. Bunlar: all-trans ve 13-cis’dir [31]. Karanlik kosullarda, BR’1n retinal
kromofor kisminda lizin-216 bagli Schiff bazina bagli all-trans yapilar bulunmaktadir.
Isik altinda, all-trans retinal 13-cis retinal kromofora doniismektedir. Retinal
kromoforlarda gergeklesen bu fotoizomerizasyon fotokimyasal reaksiyona yol

acmaktadir [30].

3.1.3. Bakteriyorodopsinin Kullamim Alanlar

Son zamanlarda olusan alternatif ve siirdiiriilebilir enerji kaynaklarina olan ihtiyac genis
bir tartisma konusudur. BR’in goriiniir 151k bolgesinde foto uyarim sonucunda proton
pompast fonksiyonu gormesi sonucunda enerji elde etmektedir. Bu o&zelligi ile
stirdiiriilebilir enerji kaynaklar1 arasinda yer alan gilines enerjisinden, alternatif ve
sirdiiriilebilir  enerji  elde edilmesi konusunda giicli bir aday olarak
degerlendirilmektedir[32].
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Ayrica BR’nin sahip oldugu benzersiz 6zellikler bir¢ok bagka alanda da oldukca genis
aralikta kullanim potansiyeli saglamaktadir. Baslica ozellikleri arasinda: 1. 15181 bir
durum ytikiine doniistiirmede yiiksek kuantum etkinligi, (2) gortiniir 15181n genis aralikta
emilimi, (3) yiiksek termal ve fotokimyasal kararliliklar, (4) ¢evresel bozulmalarla
dejenerasyona dayaniklilik, (6) diisiik iiretim maliyeti, (7) ¢cevre dostu olma ve (8) spesifik

cihaz uygulamalari i¢in gelistirilmis spektral 6zelliklere sahip genetik varyantlarin varlig

[21] yer almaktadir.

BR yiiksek verimli cihazlarin ve gelismis fonksiyonel malzemelerin iiretimi i¢in ¢esitli
nanomalzemelerle arayiiz olabilmektedir. Son yillarda, bakteriyorodopsin bazli nano-
biyo hibrid malzemeler, miikemmel fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri ve gesitli
tibbi, optik, optoelektronik ve ¢evresel uygulamalarda potansiyel kullanimi nedeniyle

genis ilgi gdrmistiir [21] .

BR’nin yapis1 ve 6zelliklerinde daha o6nce bahsedildigi tizere ilgi ¢eken bir protein olarak
cesitli ¢alismalarda yer bulmaktadir. Yiiksek fotokimyasal ve fotoelektrik doniisiim
verimliligine sahip olmas1 ve 151k enerjisini kimyasal enerjiye doniistiirme yetenegi cesitli
alanlarda ve uygulamalarda kullanim olanagi saglamistir. Bu alanlar cesitli temel

basliklar altinda toplanmaktadir. Bunlar;

» Cihaz teknolojileri: optik cihazlar, elektronik cihazlar, kimyasal algilama, filtre
cihazlar1 kapsamaktadir.

» Teshis ve terapdtik uygulamalar: Bu proteinin terapotik uygulamasi, dejenere
retina korligii ve goz bozukluklarinin tedavisini, terapotik asi tedavisini, malign
tiimorlerin ve diger hastaliklarin tedavisini, gen transkripsiyon regiilasyonunu,
ilaclarin taginmasin1 ve salinmasini, hiicre sinyalini, apoptozu veya neoplastik
Olimiinii igerir.

» Hiicre sinyallemesinin kontrolli, noro-stimiilasyon cihazlarinin iiretimi ve
farmaso6tik uygulamalar.

» Enerji doniisiimii: Yenilenebilir enerjiler, enerji tiikketimindeki artis ve gevresel
kaygilar nedeniyle giderek daha fazla dikkat c¢ekmektedir. Yari iletken
nanoyapilara ve bakteriyorodopsin proteinine dayanan nano-biyo hibrid
malzemeler, fotovoltaik hiicreler ve fotoelektrokimyasal olarak suyun
ayrigmasint saglayan hiicreler gibi giines enerjisi doniisim sistemleri i¢in

basartyla kullanilmistir [27] [18-22].
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Fotoelektrik 6zelligi ayrica yapay retinalarda, optik bilgilerin 6n islemesine izin veren
pikselli fotoelektrik dedektorlerde [38] kullanilmaktadir. Fotokromik 6zelliklerinde optik

isleme ve optik depolama alanlarinda yararlanilmaktadir [24—26].

3.2. Deney Tasarimi

3.2.1. Plackett-Burman Deney Tasarimi (Plackett-Burman Experimental Design
PBED)

Faktoriyel tasarim karmasik ¢ok faktorlii ve cok diizeyli problemleri sadece birkag
deneme kullanarak ¢ézmek igin etkili bir matematiksel yontemdir. Biyoteknolojik
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tasarimlar, incelenen faktorler i¢in ana
etkileri tanimlayabilir ve parametreler arasindaki mevcut etkilesimleri ortaya ¢ikarabilir.
Bu yontem galisma sayisini1 azaltmakla birlikte deneysel verilerin mantikli bir sonugta
toplanmasini saglamaktadir. Bu amagla kullanilan birgok deney tasarimi metodu

bulunmakla birlikte en sik kullanilanlardan birisi Plackett-Burman deney tasarimidir.

PBED ile tasarlanan deneylerde deneye etkili faktdrler ve bu faktorlerin farkli seviyeleri
incelenmektedir. Mevcut verilerin deney ortamina uygulanmasi ve elde edilen verilerin
anlamliligin1 degerlendirilmesi gerekmektedir. Optimal deneysel durumu belirlemek igin
tasarimlarin sonucunu yorumlamak i¢in ise varyans analizi (ANOVA) ve t testi analizi
kullanilmaktadir[27,28]. Istatistiksel analizlerin sonucunda hangi parametrenin etkili
faktorlerden oldugu ve bu faktorlerin hangi seviyesinin istenilen verimi saglayan deney
kosulunu sagladig:1 belirlenmektedir. Mevcut iiretim ortaminin kompleks yapist goz
Oniline alindiginda besi ortaminin igerdigi tiim kosullarla optimize edilmesi endiistriyel

tiretim asamasina gecislerde biiylik kolaylik saglamaktadir.

3.3. Biyomolekiil Duyarh Giines Hiicreleri

Son yillarda yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ilgi hizla artmaktadir. Artan enerji
ihtiyac1 ile birlikte arastirmalar bu alanda yogunlasmis haldedir. Ozellikle giines
enerjisinin doniisiimii ile enerji eldesi yenilenebilir enerji kaynaklari igerisinde iist

siralarda yer almaktadir [44].
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Biyomolekiil duyarli giines hiicreleri (Biomolecule-sensitized solar cells- BSSCs) diisiik-
maliyetli fotovoltaik enerji liretimi i¢in yesil teknoloji alaninda gelisim gostermektedir.
BSSC’in mekanizmasi boya duyarli giines hiicreleri (Dye-sensitized solar cells-DSSCs)
ile oldukga benzerdir. DSSCs iletken cam, yari iletken katman, duyarliligi saglayan boya,

elektrolit ¢ozeltisi ve katalizérden olusan temel elemanlara sahiptir [31].

BR temelli BSSC'lerde, fotoanod bakteriyorodopsin ile duyarli hale getirilmis gézenekli
yart iletken nanopargaciklardan (¢ogunlukla TiO2 veya ZnO NP'ler) olusmaktadir.
Gorliniir bolgede genis bir absorsiyon araligina sahip olan BR, giines 1s181n1 toplayarak
uyarilmis bir duruma yiikseltmektedir. Ayrica foto-uyarilmis elektronlar1 yari iletken
iletim bandina (Conductive Band-CB) iletmektedir. TiO2'nin CB'si, BR molekiiliiniin en
diisiik dolu molekiiler orbitalinden daha diisiik bir enerji seviyesinde bulunmaktadir. Bu
nedenle fotoelektronlarin BR'den TiOz2'ye iletimi enerji olarak uygundur [22]. Elektronlar

dis devre tizerinden karsi elektroda hareket ederler.

DSSC’ler ile kiyaslandiginda BR temelli BSSC ¢esitli avantajlara sahiptir. DSSC’lerin
pahali ve toksik rutenyum kompleksleri icermesi buna karsin BR temelli BSSC’lerin
diisiik maliyetli, yenilenebilir, ¢cevre dostu ve nonkarsinojenik olmasi BR temelli
BSSC’leri yiikselen bir trend haline getirmistir. Mevcut ¢calismalarda, yabanil tip BR gibi
yeni biyoduyarlastirict kullaniliyor olmasi boya temelli duyarhilastiricilara iyi bir

alternatif elde etme yolunda umut vaad etmektedir.

13



3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez kapsaminda yapilan ¢aligmalar iki ana baslik altinda toplanmaktadir. Bunlar:

I.  Mevcut mikroorganizmadan bakteriyorodopsin iiretimi ve elde edilmesi i¢in
yapilan ¢alismalar

Il.  Bakteriyorodopsin temelli biyomolekiil duyarli giines hiicresi eldesi
Bu baglamda yapilan ¢aligmalar basliklar halinde asagida verilmistir.

3.1. Bakteriyorodopsin Uretimi
3.1.1. Mikroorganizma Eldesi ve Uretimi

Bakteriyorodopsin (BR) iiretiminde kullanilan Halobacterium salinarum DSM 671
Alman Kiiltiir Koleksiyonu (DSMZ)’dan temin edilmistir. BR {iretiminde kullanilan
kimyasal maddeler Cizelge 3.1.’de verilmistir. Cizelge’de bulunan tiim kimyasallar

Sigma Aldrich’ten temin edilmistir.

Cizelge 3.1. H.salinarum DSM 671°den bakteriyorodopsin iiretim besiyeri [3]

Kimyasal madde Miktar g/L

NaCl 250

Yeast ekstrakt 10.0

Kasamino asit 7.5

Nas-sitrat 3.0

MgSO4-7H,0 20

KCI 2.0

FeSO4 7H20 0.05

MnSO, 7H,0 0.2

H. salinarum DSM 671’in {retimi Cizelge 3.1.°de belirtilen besiyeri

gerceklestirilmistir. Bakteriyorodopsin tiretimi amaciyla kullanilan ayni besiyeri temel

besiyeri olarak kullamilmig ve 40 Watt beyaz 151k aydinlatma saglanmustir.

Mikroorganizmanin iiretimi ve bakteriyorodopsinin temel besiyeri ile iiretiminin

saglanmasi deneylerinde inkiibasyon sicaklig1 37 °C, inkiibasyon siiresi 7 ve 10 giin ve
14



calkalama hizi 150 rpm olacak sekilde ilerlenmistir. Bakteriyorodopsin iiretim
kosullarinin optimizasyonu igin optimum besiyeri igerigin, inkiibasyon siiresi ve
calkalama sicakligi parametreleri deney tasarimi metodlarindan Plackett-Burman deney
tasarim1 ve Central Composite Design (Merkezi Kompozit Tasarimi) araciligiyla

belirlenmistir.

3.1.2. Optimum Deney Kosullarinin Deney Tasarim Metodu ile Belirlenmesi
3.1.2.1.Plackett-Burman Deney Tasarim (PBED)

On faktor ve her bir faktor igin iki seviye ile birlikte (+1 ve -1) degerlendirilmistir. Tim
faktorler ve seviyeler su sekildedir: yeast ekstrakt (5 ve 20 gL™); NasCitrate (1 ve 6 gL~
h; KCI (1 ve 4 gL, FeSO4 7H20 (0.03 ve 0.1 gL?); MnSO4 7H20 (0.1 ve 0.4 gL™Y);
MgSO4 7H20 (15 ve 60 gL™); Kasaminoasit (3.75 vel5 gL™); NaCl (125 ve 500 gL™);
calkalama hiz1 (100 ve 150 rpm) ve sicaklik (37 ve 39 °C). Ek olarak her deney tasarimi
bir -center point- merkez noktasi icermektedir [45] (Cizelge 3.2). Deneyler 500 mL
hacimli Erlenmeyer’de 100 mL etkili calisma hacmi (Working Effective Volume (WEV))
olacak sekilde, 10 giin boyunca siirdiiriilmiistiir. Her 24 saatte bir 6rnek alinarak {ireme
(OD X600 nm) ve bakteriyorodopsin iiretimi (mg/L) olacak sekilde o6lgiilmiistiir. Design
Expert (V9.0) software® (Stat-Ease, Inc. Minneapolis, MN USA) deneylerin

planlanmasinda ve veri analizinde kullanilmstir.
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Cizelge 3.2. Plackett-Burman Deney Tasarimu ile tasarlanan deney setleri

: gL

S g fF o 092842905, | g ol

R |faEs RgESESE (278 | ™"
1 20,00 {1,00 (4,00|0,10 |0,20 |60,00 15,00 500,00 [100 |37
2 5,00 |6,00 (4,00 0,03 0,40 (60,00 15,00 125,00 |100 |37
3 5,00 |6,00 (1,00 0,10 0,40 |[15,00 15,00 500,00 |150 |37
4 12,50 {350 2,50 (0,06 |0,25 37,50 9,38 312,50 [125 |38*
S 20,00 6,00 (4,00 0,03 |0,10 |[15,00 15,00 125,00 |150 |39
6 20,00 {6,00 (1,00 0,10 |0,40 |60,00 3,75 125,00 100 |39
7 5,00 {1,00 (1,00{0,03 |0,10 |15,00 3,75 125,00 100 |37
8 500 |1,00 (4,00|0,03 |0,40 |60,00 3,75 500,00 150 |39
9 12,50 |3,50 2,50 |0,06 0,25 37,50 9,38 312,50 |125 |38*
10 12,50 |3,50 2,50 |0,06 0,25 37,50 9,38 312,50 |125 |38*
11 12,50 {350 2,50 (0,06 |0,25 37,50 9,38 312,50 [125 |38*
12 500 |6,00 (4,00 0,10 |0,10 |[15,00 3,75 500,00 |100 |39
13 20,00 {1,00 (1,00 0,03 |0,40 |15,00 15,00 500,00 100 |39
14 20,00 {6,00 (1,00 0,03 |0,20 |60,00 3,75 500,00 |150 |37
15 12,50 |3,50 2,50 |0,06 0,25 37,50 9,38 312,50 |125 |38*
16 20,00 {1,00 (4,00 0,10 |0,40 |15,00 3,75 125,00 150 |37
17 12,50 |3,50 2,50 |0,06 |0,25 37,50 9,38 312,50 |125 |38*
18 500 1,00 (1,00 0,10 |0,10 60,00 15,00 125,00 |150 |39

*koyu deneme setleri merkez noktalar1 belirtmektedir.

16




3.1.2.2. Yiizey Yamit Yontemi- Response Surface Methodology (RSM)

3.1.2.2.1. Central Composite Design (Merkezi Kompozit Tasarim-CCD) 1

PBED’de 6nceden se¢ilmis olan her bir faktor i¢in optimum konsantrasyonu belirlemek

icin CCD kullanilmis olup 5 merkez noktasi, 8 merkezi olmayan nokta ve 2 eksensel

nokta dahil edilerek tasarim olusturulmustur. Faktorler ve seviyelerin dahil edildigi CCD

degerleri Cizelge 3.3’te verilmistir. Deneyler 500 mL hacimli Erlenmeyer’de 100 mL

etkili caligma hacmi (Working Effective Volume (WEV)) olacak sekilde, 10 giin boyunca

stirdiiriilmistiir. Her 24 saatte bir 6rnek alinarak iireme (OD Aso0nm) Ve bakteriyorodopsin

tiretimi (mg/L) optik dansiteye gore Ol¢iilmiistiir. Design Expert (V9.0) software® (Stat-

Ease, Inc. Minneapolis, MN USA) deneylerin planlanmasinda ve veri analizinde

kullanilmustir.

Cizelge 3.3. CCD-1 degerlerini igeren deney tasarimi

7 gL
5
/5] o
2 - | B < < £ ]
Q9 7] § Z - 6 o 8 o 8 o % - C
5| 3% | ¢« |C|9F | =7 | 2T g = S
A >l pd 4 L= =~ =~ Y & Z |fpm
1 12,50 87,50
2 12,50 140,53
3 12,50 34,47
4 12,50 87,50
5 20,00 50,00
6 12,50 87,50
7 1,89 1,00 [1,00 [0,1 0.1 15,00 |[3,75 87,50 150 |39
8 23,11 87,50
9 12,50 87,50
10 5,00 50,00
11 20,00 125,00
12 12,50 87,50
13 5,00 125,00
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3.1.2.2.2. Central Composite Design (Merkezi Kompozit Tasarim-CCD) 2

CCD-1’de daha onceden segilen faktorii gelistirmek ve ayni zamanda yeni bir faktor
olarak glukozun (Glukoz gL™) etkisini incelemek igin ikinci bir Central Composite
Design kullanilmistir. Bu dizayn CCD-1 verilerini, 5 adet merkez noktasini, 4 adet
faktoriyel noktasini ve 4 adet eksensel noktay1 icermektedir. Faktorler ve seviyelerinin
dahil oldugu CCD’1 Cizelge 3.4.’te verilmistir. 8 adet faktor istatistiksel verilere gore
(PBED’da pozitif veya negatif etkileri ve % katkilarina gore) sabit tutulmustur. Bir faktor
ise CCD-1"den elde edilen sonuglara gére sabit tutulmus ve yeni bir faktor (Glukoz gL™?)
dahil edilmistir.

Cizelge 3.4. CCD-2 degerlerini igeren deney tasarimi

gLt NacCl
AR LRI KN R WA B L
g |>d|lg |[Y|EFIEFIZFIEY 5}
1 212.50 21,25 10.00
2 125.00 | 12,50 0.00
3 21250 | 21,25 | 10.00
4 21250 | 21,25 | 24.14
5 336.24 | 33,62 | 10.00
6 125.00 | 12,50 | 20.00
7 12.50 | 1.00 1(')0 0.10 0.10 15.00 | 3.75 | 88.76 | 8,88 10.00 150 39
8 212.50 | 21,25 | 10.00
9 212.50 | 21,25 | 10.00
10 21250 | 21,25 | 10.00
11 212.50 | 21,25 0.00
12 300.00 | 30,00 0.00
13 300.00 | 30,00 | 20.00

Tiim deneyler i¢in etkili ¢alisma hacmi (WEV) 500 mL hacimli erlenmeyer’de 100 mL
besiyeri olacak sekilde ayarlanmistir. 10 giin boyunca tiim deneme setlerindeki deneyler

stirdiiriilmiistiir. Her bir deneme seti i¢in her 24 saatte bir 6rnek alinarak tireme (ODAsoo
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nm) Ve bakteriyorodopsin konsantrasyonu (mgL™?) &lgiilmiistiir. Design Expert (V9.0)
software® (Stat- Ease, Inc. Minneapolis, MN USA) deneylerin planlanmasinda ve veri

analizinde kullanilmistir.

3.1.3 Bakteriyorodopsinin Saflagtirilmasi

Kisim 3.1.2°de belirtilen deney tasarim asamalarinin her biri i¢in BR saflastirma
basamagi gerceklestirilmis ve tiim deneylerde ayni yontem kullanilmistir [46]. Shiu ve
arkadaslarmin kullandig1 bu yéntem cesitli modifikasyonlar yapilarak uygulanmistir. lk
asamada 100 mL H. salinarum kiiltiiri 8000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiije
edilmistir. Elde edilen pellet igerisinde 68.7 pL DNase (2000U/mL, NEB) enzimi igeren
5 mL deiyonize su ile siispanse edilmistir. Dikey tiip karistiricida ve oda sicakliginda 30
dakika boyunca karistirilmistir. Bu siirenin ardindan siispansiyona, 10 mL %24 (w/w)
pH:8 potasyum fosfat soliisyonu ve 10 mL %24 (w/w) PEG (Poli Etilen Glikol) 8000
soliisyonu eklenerek 1 saat boyunca karigtirllmaya devam edilmistir. Ayirma fazinin
zenginlesmesi i¢in mevcut karigim 8000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiij edilmistir.
PEG-zengin iist faz ile Fosfat zengin alt faz arasinda bir bant olusumu goézlenmistir.
Olusan bu bant pipet yardimiyla toplanarak bir araya getirilmistir. Calismamizda ayrica
mor bandi elde etmek i¢in Shiu ve arkadaslarinin da onerdigi diger bir yontem de
kullanilmistir. 1 saat boyunca dikey tiip karistiricida 1 saat boyunca karisan igerik 24000
rpm’de 30 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Mor ¢okelti deiyonize su ile yikanmistir.
Bu islem iki kez daha tekrarlandiktan sonra elde edilen mor ¢dkeltiler toplanmistir. Bu
asamalar ile saflagtirllmig BR yapisi elde edilmeye c¢alisilmistir. Son asama olarak BR
yapisinin lipitlerinden uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bunun i¢in elde edilen mor
cokeltiler 10 mL deiyonize su ile resiispanse edilmistir. 0.6 mL BR soliisyonuna 41.4 uLL
20 mM CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate
hydrate) soliisyonu eklenerek gece boyunca oda sicakliginda yavas bir sekilde

karigtirilmastir.

Lipitleri uzaklastirilmis BR 15000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiijlenerek
toplanmistir. Giines Hiicresi ¢alismalari icin +4 °C’de muhafaz edilmistir. Saflastirma

isleminin tiim basamaklar1 sematik olarak sekil 3.1.’de verilmistir.
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8000 rpm’de 15 N 68.7 uL DNase iceren
dakika boyunca L’ 5 mL deiyonize su
santrifiije edilir. . eklendi.

30 dakika boyunca oda sicakliginda
karistinldi. Ardindan siispansiyona 10 mL
%24 potasyum fosfat soliisyonu ve 10 mL
PEG soliisyonu eklenerek 1 saat boyunca
karistinlmistur.

| -

8000 rpm’de 15 dakika boyunca

santriftje  edilen  solusyondan

Tupte toplanan ¢okelti/faz ookeltifaz elde edimistir

tzerine 41.4 uL 20 mM
CHAPS soliisyonu eklenerek
gece boyunca karistiriimisve
15000 rpm’de 30 dakika
boyunca santrifiije edilmis
ve bakteriyorodopsine 62gi
mor renkli yapielde
edilmistir.

Sekil 3.1. Bakteriyorodopsinin sulu ikili faz sistemi ile saflastirilmasi

3.2. Bakteriyorodopsin Temelli Biyomolekiil Duyarh Giines Hiicresi Eldesi (BR-
BSSC)

Bu ¢alismada, hazir olarak temin edilen %85 optik gegirgenlige sahip flor katkili kalay
oksit (FTO) kapli cam alttaglar kullanilmistir. Cam/FTO/TiO2/BR/MoOs/Au  ve
Cam/FTO/ZnO/BR/M00Os/Au yapisina sahip iki adet BR-BSSC giines hiicresi numunesi
tiretilmistir (Sekil 3.2.). Bu kapsamda yapilan deney alt asamalari su sekildedir.

20



-

4
|
s ..
b _8 ='
2
¢

old/wed

, -

Sekil 3.2. Uretilen giines hiicresinin sematik ¢izimi

3.2.1.Alttaslarin Temizligi

Uretimi gergeklestirilecek olan giines hiicrelerinin kaplamas: yapilmadan énce Cam/FTO
alttaglarin, organik ve inorganik kirliliklerden arindirilmast gerekmektedir. Cam/FTO
alttaslarin temizleme isleminde Oncelikli olarak deterjanli saf suda (DI-H20) ultrasonik
ortamda 3 dakika bekletildi. Sonra saf su ile duruland: ve 5 dakika saf suda ultrasonik
ortamda tutuldu. Bu alttaglar ultrasonik banyoda herbiri fakli beherin igerisine
yerlestirilerek 5 dakika saf aseton ve 5 dakika boyunca saf izopropil alkol ile temizlendi.
Tekrar saf su ile iyice durulandi. En son olarak yiiksek safliktaki azot (N2) gazi ile

kurutuldu.

3.2.2.Metal Oksit Tabakasinin Kaplanmasi

Cam/FTO alttaglarin temizlenmesi sonras1t metal oksit tabakasinin kaplamasi asamasina
gecildi. Bu islemde alttaglar tizerine TiO2 ve ZnO metal oksit kaplamalar gergeklestirildi.
Alttaglar {izerine kaplamalar Gazi Universitesi Fotonik Uygulama ve Arastirma
Merkezinde bulunan Nanovak NVTS500 Sactirmali (Sputtering) sistemi kullanilarak
kapland1 (Sekil 3.3.). Temizlenmis FTO kapli cam alttaglar (Cam/FTO) sactirma
cihazinin yiikleme odasina yiiklendi ve sistem vakuma alindi. Yiiksek saflikta TiO2

(999.999) hedeften 50 nm civarinda bir kalinlikta kaplandi.

Elde edilen Cam/FTO/TiO2 numune 250 °C sicaklikta 1sil isleme tabi tutuldu. Ayni
islemler, yiiksek safliktaki ZnO (%99.999) hedef kullanilarak Cam/FTO/ZnO numuneleri
icin de uygulandi.
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Sekil 3.3. Sputtering (Sagtirma) cihazi

3.2.3. Aktif Tabakamin Kaplanmasi

Metal oksit kaplamasi ger¢eklesen Cam/FTO/TiO2 ve Cam/FTO/ZnO numunelerinin
tizerine donel kaplama cihazi (spin coating) yardimu ile hazirlanan BR ¢6zeltisi kaplandi.
Kaplama yapilan her bir 6rnek i¢cin 80 mg/mL BR igeren ¢6zelti kullanildi. Suss Microtec
6 RC marka donel kaplama sisteminde (Suss Microtec 6 RC spin coater system) yapilan
kaplamalarda en iyi optimize olan parametreler ve bu parametreler géz Oniinde
bulundurularak malzemeler iizerine kaplamalar gergeklestirildi. Numuneler ilk olarak
500 rpm hiz 40 saniye siire ve sonra 750 rpm hiz 9 saniye siirede dondiiriilerek BR
tabakasi ile kaplandi. BR tabakasmin kurumasi i¢in numuneler 1sil tabla (hot plate)

iizerinde 100 °C sicakliginda 2 dakika bekletildi (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Cam/FTO alttas yapisina BR tabakasinin kaplanmasi

3.2.4.Metal Kontak Kaplama islemi

Cam/FTO/TiO2/BR ve Cam/FTO/ZnO/BR yapilarina metal dot kontaktlar
olusturabilmek igin uygun metal maskeler kullanildi. Cam/FTO/TiO2/BR/MoQOzs/Au ve
Cam/FTO/ZnO/BR/M00Os3/Au yapisini elde etmek i¢in tiretilen numuneler BesTec marka
termal buharlastiric1 sistemi (BesTec thermal evaporation system-Sekil 3.5.) icerine

yerlestirildi ve vakuma alindi.
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Sekil 3.5. Termal buharlastirma sistemi

Birinci asamada, BR katmani iizerine 10 mbar baslangi¢ basincinda, oda sicakliginda
elektron bloke edici ve hole tasiyici tabaka olarak 20 nm kalinliginda MoOs3 tabakasi
kaplandi. Sonrasinda ayni1 vakum ¢gemberi igerisinde {ist metal kontakt olarak kullanmak
icin 150 nm kalinliginda Altin (Au) tabakasi kaplandi. Bu proses ile iki adet BR-BSSC
giines hiicre yapis1 Sekil 3.6°te verildigi gibi elde edildi.

Sekil 3.6. Metal kontaklar1 olusturulmus BR-BSSC giines hiicreleri

Metalizasyon islemi tamamlanan hiicrelerin  elektriksel Ol¢lim  islemlerini

gerceklestirebilmek icin giimiis (Ag) pasta yardimiyla tel baglantilar1 ger¢eklestirildi.

Tel baglantis1 gergeklestirilen ve solar simiilator altinda 6l¢time hazir giines hiicresi Sekil

3.7°de verilmistir.
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Sekil 3.7. Tel baglantilar1 yapilmis elektriksel 6l¢iime hazir BR-BSSC giines hiicresi ve

Giines Simiilatori

3.3. BR Temelli Biyomolekiil Duyarh Giines Hiicrelerinin Elektriksel Ol¢iimii
Uretilen Cam/FTO/TiO2/BR/M0oOs/Au  ve Cam/FTO/ZnO/BR/MoO3/Au  giines
hiicrelerinin elektriksel ¢ikt1 parametreleri Newport Oriel-Soll A giines simiilatoriinden

AM 1.5G (1 Giines degeri, 0,1 W/cm?) aydinlatmasi altinda Keithley 4200 kaynak cihazli

bir I — V 6lgiim sistemi kullanilarak belirlendi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan bu ¢alismada yapilan deneylerin sonuglar1 iki ana baslik altinda toplanmustir.

Bunlar:

I.  Mevcut mikroorganizmadan bakteriyorodopsin iiretimi ve elde edilmesi icin
yapilan ¢alismalara ait veriler

Il.  Bakteriyorodopsin temelli biyomolekiil duyarli giines hiicresi eldesi amaciyla
yapilan ¢alismalara ait 6l¢tim, verim ylizdesi ve karakterizasyon ¢aligsmalarina ait

veriler
Bu ana bagliklar altinda elde edilen veriler agagida belirtilmistir.
4.1. Bakteriyorodopsin Uretimi

4.1.1. Halobacterium salinarum DSM 671 Uretimi

H. salinarum DSM 671 Cizelge 3.1.’de verilen temel besiyeri ile ve bolim 3.1.1°de
belirtilen kosullarda altinda iretilmistir. Pembe-Kirmizims: renge yakin iireme

gozlemlenmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. H.salinarum DSM 671’in temel besiyerinde tireme goriiniimii
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4.1.2.0ptimum Deney Kosullarimin Deney Tasarimi Metodu ile Belirlenmesi

4.1.2.1. Plackett-Burman Deney Tasarimi (PBED) ile Elde Edilen Sonuglar ve

Degerlendirilmesi

Boliim 3.1.2.1°de belirtilen on adet faktoriin H. salinarum DSM 671’in liremesi ve
bakteriyorodopsin iiretimi lizerine temel etkilerini arastirmak tizere PBED uygulanmustir.
PBED uygulanirken kullanilan besiyeri igeriginde yapilan degisiklikler H. salinarum
DSM 671 iiretimi i¢in kullanilan temel besiyerinin igerigi lizerinden gergeklestirilmistir.
Uygulamalarin ¢ogunlugu (T5, T6, T7, T16 ve T18) hem iireme hem de
bakteriyorodopsin iiretimi i¢in benzer davranmiglar gostermektedir. Ancak faktorlerin
merkez noktalari, mikroorganizma {iremesi ve bakteriyorodopsin iiretimi i¢in en yiliksek
sonuclar1 (T4, T9, T10, T11, T15 ve T17) gostermistir (n=6 SD=0) (Cizelge 4.1. ve
Cizelge 4.2.). Elde edilen bakteriyorodopsin miktar1 (mg/L) ve tireme miktarinin 6l¢iim

sonuclar1 (ODjs00nm) Cizelge 4.3.” de verilmistir.

35 4
PBED
30 —0— T2
' —8— T5
—— 16
25 A —o=T7
—&— T4 79 T10, T11,T15, T17*
£ —&— T16
c 2.0 4 —o— T18
o
[=}
(=}

oD

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Saat (h)

Sekil.4.2. H. salinarum DSM 671’in uygulanan deney setlerinde ireme egrileri
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Sekil 4.3. Deney setlerinde bakteriyorodopsin tiretim miktarlari

Uygulanan igeriklerden T1,T3,T8,T12,T13 ve TIl4’de mikroorganizma iiremesi
gerceklesmemistir.Sekil 4.2. ve 4.3.’de toplam 216 saat boyunca mikroorganizmanin
tireme ve bakteriyorodopsin iiretim miktarlar1 goriilmektedir. Beklenildigi {izere

bakteriyorodopsin iiretiminin bakteri liremesi ile paralel gittigi goriilmektedir.

PDEB sonuglart i¢in diizeltilmemis egrilik modeli istatiksel analizde (ANOVA)

kullanilmis olup Cizelge 4.1.” de verilmistir.
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Cizelge 4.1. PBED i¢in istatistiksel analiz sonuglari

Kareler Mean F | P-degeri
Kaynak Toplanu | df | Square | Degeri | Prob > F
Model 4033,33 | 1,00 |4033,33| 8,54 0,010
H-NaCl 4033,33 | 1,00 |4033,33| 8,54 0,010
Residual 7553,78 |16,00| 472,11
Lack of Fit 7553,78 [ 11,00 | 686,71
Pure Error 0,00 5,00 | 0,00
Cor Total 11587,11|17,00
R-Squared 0,3481
Adj R-Squared 0,3073
Pred R-Squared 0,2117
Adeq Precision 5,0626

Egrilige gore ayarlanmamis bir model uygulandiktan sonra farkli faktorlerin
bakteriyorodopsin  iiretimi  lizerindeki etkisi Cizelge 4.2.te  gosterilmektedir.

Bakteriyorodopsin iiretimini temsil eden polinom denklemi (Denklem I) su sekildedir:

Bakteriyorodopsin= 62,77777778-0,0977777778*NaCl

Gergek faktorler cinsinden denklem I, her bir faktoriin verilen seviyeleri icin tepki
hakkinda tahminlerde bulunmak i¢in kullanilabilir. Burada, seviyeler her bir faktor igin
orijinal birimlerde belirtilmelidir. Bu denklem her faktoriin goreceli etkisini belirlemek
icin kullanilmamalidir ¢linkii katsayilar her faktoriin birimlerini icerecek sekilde

Olceklendirilir ve kesisme tasarim alaninin merkezinde degildir.

Faktorlerin cevap cesitliligi (bakteriyorodopsin i¢in mgL™) ve faydasimin grafiksel olarak
analizi (Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.) en az iki besiyeri igeriginin
sonuglarinin oldukca benzer degerlere (tahmini bakteriyorodopsin miktar: 50 mgL™)
sahip oldugunu gostermistir. Bu besiyeri iceriklerinin hepsi 5 gL ™! yeast ekstrat ve 125
gLt NaCl ya da 20 gL yeast ekstrakt ve 125 gL NaCl seklindedir (Sekil 4.4., Sekil
4.5., Sekil 4.6., Sekil 4.7. ve Cizelge 4.3).
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Cizelge 4.2. Farkl1 faktorlerin bakteriyorodopsin iiretimi iizerine etkileri

Faktor Stdized Effect Karelerin Toplarm % Katki

A-Yeast Extract 53 85,33 0,74

B-Sodium Citrate -2,3 16,33 0,14

C-KClI -4,0 48,00 0,42

D-FeSO, 7H,0 2,7 21,33 0,18

E-MnSO, 7H,0 -4,7 65,33 0,57

F-MgSO, 7H,0 -5,0 75,00 0,65

G-Kazamino asit -4,3 56,33 0,49

H-NaCl -36,7 4033,33 34,95

J-r.p.m. 3,3 33,33 0,29

K-Temp. 5,0 75,00 0,65
=
Design-Expert® Software ;,

Factor Coding: Actual

bacteriorhodopsin (mg/L) €
%60 ~
c
0 -
n
X1 = H: NaCl Q
X2 = A: Yeast Extrac o
o
Actual Factors o
B: Sodium Citrate = 1.00008 <
C:KCl=1 -
D: FeSO4 7H20 = 0.028328 o
E: MnSO4 7H20 = 0.124363 b
F: MgS0O4 7H20 = 15.0179 [0}
G: Casaminoacids = 3.81403 z
J: 1pm = 148.782 ©
K: Temp = 39 a

20
16.25
A: Yeast Extrac (g/L) 125

8.75

5 125 218.75 3125 406.25 500

H: NaCl (g/L)

Sekil 4.4. Elde edilen bakteriyorodopsin miktarmin yiizey grafigi (mgL™t)
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Bakteriyorodopsin

20 |
- Prediction 50.5394
=
(=]
© 16.25
©
=
w
2 (0]
()
>-
<C
8.75
Prediction 50.4806
5 e
125 218.75 3125 406.25 500

H: NaCl (g/L)

Sekil 4.5. Elde edilen bakteriyorodopsin miktarmin Kontur grafigi (mgL™?)

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Deilrablhty GTEA
1
0
0.8
X1 = H: NaCl

X2 = A: Yeast Extrac

Actual Factors

B: Sodium Citrate = 1.00008
C:KCl=1

D: FeS0O4 7H20 = 0.028328
E: MnSO4 7H20 = 0.124363
F: MgSO4 7H20 = 15.0179
G: Casaminoacids = 3.61404
J: 1pm = 148.782

K: Temp = 39

0.916309
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Sekil 4.6. Bakteriyorodopsin iiretimine faktorlerin faydasinin yiizey grafigi
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Desirability

20

| B e
Prediction 0.917579

16.25

125

A: Yeast Extrac (g/L)

8.75

Prediction 0.916309
5
125 218.75 3125 406.25 500
H: NaCl (g/L)

Sekil 4.7. Bakteriyorodopsin tiretimine faktorlerin faydasinin kontur grafigi

ANOVA iki sekilde sunulmaktadir: regresyon modelinden ayrilmis (ayarlanmis) merkez
nokta bilgisi (egrilik) ve regresyon modeline dahil edilen merkez noktalari
(diizeltilmemis). Egrilik onemliyse, kuadratik terimleri tahmin edebilecek calismalar
eklemek icin tasarim araglari araciligiyla tasarimin artirilmasi gerekmektedir. Ote
yandan, eger egrilik onemli degilse, ayarlanmis ve diizeltilmemis modeller benzer
olacaktir ve (modelin 6nemli oldugunu ve uyum eksikliginin 6nemsiz oldugunu
varsayarak) tahmin i¢in kullanilabilmektedir. Calismamizda, egriligin anlamli oldugu
diistiniildiigiinde diizeltilmemis modeli se¢ilmistir. (Cizelge 4.3); bu modelde katsayilar
tim veriler kullanilarak uygun (merkez noktalar1 dahil) tahminleri merkez noktasi

bilgisine gore daha yiiksek veya daha diisiik bir sapma gosterecegi beklenmekteydi.
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Cizelge 4.3. Deneme sayilarina gore beklenen ve elde edilen bakteriyorodopsin miktari

(mgL-1)

Bakteriyor
odopsin
E@ _ (mg/L)
< = = c
Z | o g_ N ~
el § = S| &
5| § gL*
E = 28 | .58 =| ol 0a| S0 £ = ) -
£ge28 9 2% 2E) g% 82 2 o 5
Faktoriy 500, 0,0 | 13,88
el 1 | 20,00 | 1,00 | 4,00 | 0,10 0,10 | 60,00 | 15,00 | 00 |100 | 37 | 00 89
Faktoriy 125, 15, | 50,55
el 2 | 500 |6,00|4,00| 0,03 0,40 | 60,00 | 15,00 | 00 |100 | 37 | 000 56
Faktoriy 500, 0,0 | 13,88
el 3 | 500 |6,00(100| 0,10 0,40 | 15,00 | 15,00 | 00 |150 | 37 | 00 89
Merkez 312, 60,
noktas1 | 4 | 12,50 | 3,50 | 2,50 | 0,06 0,25 | 37,50 | 9,38 | 50 | 125 | 38 | 000 | 32,22
Faktoriy 125, 45, | 50,55
el ** 5 | 20,00 | 6,00 | 4,00| 0,03 0,10 | 15,00 | 15,00 | 00 | 150 | 39 | 000 56
Faktoriy 125, 43, | 50,55
el ** 6 | 20,00 | 6,00 1,00 | 0,10 0,40 | 60,00 | 3,75 | 00 |100 | 39 | 000 56
Faktoriy 125, 42, | 50,55
el ** 7 | 500 |1,00(1,00( 0,03 0,10 | 15,00 | 3,75 | 00 |100 | 37 | 000 56
Faktoriy 500, 0,0 | 13,88
el 8 | 500 | 1,00 |4,00| 0,03 0,40 | 60,00 | 3,75 | 00 [150| 39 | 00 89
Merkez 312, 60,
noktast1 | 9 | 1250 | 350 [ 250 | 0,06 0,25 | 37,50 | 9,38 | 50 |125| 38 | 000 | 32,22
Merkez 312, 60,
noktas1 | 10 | 12,50 | 3,50 | 250 | 0,06 0,25 | 37,50 | 9,38 | 50 |125| 38 | 000 | 32,22
Merkez 312, 60,
noktast | 11 | 12,50 | 3,50 | 250 | 0,06 0,25 | 37,50 | 9,38 | 50 |[125| 38 | 000 | 32,22
Faktoriy 500, 0,0 | 13,88
el 12 | 5,00 | 6,00 |4,00| 0,10 0,10 | 15,00 | 3,75 | 00 100 | 39 | 00 89
Faktoriy 500, 0,0 | 13,88
el 13 | 20,00 | 1,00 | 1,00 | 0,03 0,40 | 15,00 | 15,00 | 00 |100 | 39 | 00 89
Faktoriy 500, 0,0 | 13,88
el 14 | 20,00 | 6,00 | 1,00 | 0,03 0,10 | 60,00 | 3,75 | 00 150 | 37 | 00 89
Merkez 312, 60,
noktas1 | 15| 12,50 | 3,50 | 2,50 | 0,06 0,25 | 37,50 | 9,38 | 50 | 125 | 38 | 000 | 32,22
Faktoriy 125, 38, | 50,55
el ** 16 | 20,00 | 1,00 | 4,00 | 0,10 0,40 | 15,00 | 3,75 | 00 |150 | 37 | 000 56
Merkez 312, 60,
noktas1 | 17 | 12,50 | 3,50 | 2,50 | 0,06 0,25 | 37,50 | 9,38 | 50 |125| 38 | 000 | 32,22
Faktoriy 125, 37, | 50,55
el ** 18 | 5,00 | 1,00 |1,00| 0,10 0,10 | 60,00 | 15,00 | 00 | 150 | 39 | 000 56

Cizelge 4.2.°de goriilen 8.54 Model F degerine gore, bu modelin 6nemli oldugu
anlasilmaktadir ve bu programa gore bu biiyiikliikteki F degerinin hata kaynakli olma
olasilig1 sadece%1,00 olarak belirtilmektedir.
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0.0500'den diisiik "Prob> F" degerleri ise model terimlerinin 6nemli oldugunu gosterir.
Bu durumda H (NaCl) parametresi énemli bir model terimidir. Regresyon katsayilarinin
diisiik degerleri yerine, 0.2117'nin "Pred R-Squared" degeri 0.3073'teki "Adj R-Squared"
ile makul bir uyum i¢indedir, ¢linkii fark 0.2'den azdir. Diger taraftan "Adeq Precision™
orani 5.063 olup yeterli sinyali gosterir, ¢linkii arzu edilen 4'ten biiyiik olmasidir, yani bu

model tasarim alaninda gezinmek i¢in kullanilabilir.

Cizelge 4.2.’de, faktodrlerin cevap degiskeni (bakteriyorodopsin konsantrasyonu (mgL™)
tizerinde olumlu veya olumsuz etkisini gosterir; bu sonuclarin analizi A, J ve K
faktorlerinin pozitif etkili oldugunu gostermektedir. Bu durum da daha yiiksek faktor
degerinin ¢alisilabilecegi anlamina gelmektedir. Ancak katki faktorleri J ve K'nin diisiik
katki yilizdesinin olmasi nedeniyle, bir sonraki istatistiksel asamada PBED'in +1
konsantrasyonunda devam edildi. Faktor A'nin katki payr disiiktiir, ancak sekil 4.4. ve
sekil 4.5.de goriildiigii iizere yeast ektraktin birkag kombinasyonunun 125 gL NaCl ile
yiiksek bir bakteriyorodopsin konsantrasyonunu (mgL-!) gdstermektedir. Bu nedenle bu

faktor bir sonraki istatistiksel adimda incelenmistir.

B, C, D, E, F, G ve H faktorlerinin bakteriyorodopsin iiretimi (mgL ™) iizerinde olumsuz
bir etkiye sahip oldugunu gizelge 4.2.”de gosterilmektedir. Bu nedenle katki yiizdelerinin
diisiik oldugu goz Oniine alinarak faktor H hari¢ hepsinin PBED -1 konsantrasyonu ile
devam edilmistir. Faktér H-NaCl’1n, bakteriyorodopsin iiretimi (mgL™?) {izerindeki katk1
yiizdesi ve olumsuz etkisinin yiiksek olmasi nedeniyle bir sonraki istatistik tasariminda

incelenmesi zorunlulugu dogmustur.

Tiim bu analizler goz 6niinde bulundurularak, iki faktoriin konsantrasyonunu degistirerek
(yeast ektrakt ve NACI), bakteriyorodopsin (mgL-!) iiretimi igin kiiltiir ortaminin
bilesimini optimize etmek adina Merkezi Kompozit Tasarima- Central Composite Design
(CCD) gegilmistir.
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4.1.2.2. Central Composite Design (Merkezi Kompozit Tasarim-CCD)-1 ile Elde

Edilen Sonuclar ve Degerlendirilmesi

CCD-1de iki faktor (yeast ekstrakt ve NaCl) i¢in bolim 3.1.2.2.1°de ve gizelge 3.3.’te
verilen igerikler uygulanmistir. CCD-1-T4, CCD-1-T9, CCD-1-T10 ve CCD-1-T11
uygulama setlerinde herhangi bir ilireme gozlenmemistir. Bunlarin disindaki tim
uygulama setlerinde tireme davranist (ODj600 nm) ve bakteriyorodopsin iiretim miktari
paralel sekilde ilerlemektedir (Sekil 4.8.). Mikroorganizma {iremesi gozlemlenen
uygulama setleri i¢erisinde CCD-1-T3 ve CCD-1-T7 bakteriyorodopsin {iretim miktarlari
(sirastyla 65.0 mgL? ve 61.8 mgL™?) ile farklilik gdstermektedir (Sekil 4.9.).

35 -
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c 2.0 A1
o
o
(o]
15
(@)
o —e— T1, T2, T5, T6, T8
10 - —o— T3*
—— T12
—— T7
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Sekil 4.8. H. salinarum DSM 671’in uygulanan deney setlerinde lireme egrileri
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Sekil 4.9. Deney setlerinde bakteriyorodopsin iiretim miktarlar: (mgL™)

Cizelge 4.4.’te bakteriyorodopsin iiretimi i¢in quadrik model kullanilarak yapilan
istatistiksel analiz (ANOVA) sonuglar1 goriilmektedir. Cizelgede onemli faktér ve
modeller koyu renkle yazilmistir. Asagida verilen polinominal denklem

bakteriyorodopsin {iretimini temsil etmektedir.

Denklem II;

Bakteriyorodopsin =

+35.58697
-1.27724 * Yeast Extract
-1.20971 * NaCl

+0.011440 * Yeast Extract * NaCl

+0.035667 * Yeast Extract?

+9.95822E-003 * NaCl?
Gergek faktorler yoniinden denklem II, her bir faktoriin verilen seviyeleri i¢in cevap

hakkinda tahminlerde bulunmak adina kullanilabilir. Burada, seviyeler her bir faktor igin
orijinal birimlerde belirtilmelidir. Bu denklem her faktoriin goreceli etkisini belirlemek
icin kullanilmamalidir ¢ilinkii katsayilar her faktoriin birimlerini icerecek sekilde

Olceklendirilir ve kesisme tasarim alaninin merkezinde degildir.
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Cizelge 4.4. CCD-1 igin istatistiksel analiz sonuglari

Karelerin Mean F p-degeri
Kaynak toplami | df | Square |degeri |Prob>F
Model 6716.96 |5 |1343.391|57.123 |0.000
A-Yeast Extract |170.44 |1 |170.439 |7.247 |0.031
B-NaCl 5140.67 |1 |5140.670|218.590 |0.000
AB 4141 1 141409 |1.761 |0.226
A’ 28.00 1 |28.000 [1.191 |0.311
B? 1364.21 |1 |1364.20958.008 |0.000
Residual 164.62 |7 |23.517
Lack of Fit 164.62 |3 |54.874
Pure Error 0.00 4 10.000
Cor Total 6881.58 |12
R-Squared 0.9761
Adj R-Squared 0.9590
Pred R-Squared 0.8299
Adeq Precision 22.642

Faktorlerin yanit degiskenligi (BR iiretimi mgL™?) ve faydasim belirlemek icin yapilan
grafiksel analizler (Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13)20 gL yeast ekstrakt
ve 125 gLt NaCl (Cizelge 4.5.) ile en iyi sonug elde edildigini gdstermektedir.
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Factor Coding: Actual
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© Design points above predicted value
°

% 65
0
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X2 =B: NaCl
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Bacteriorodopsin

125
A: Yeast Extract (g/L)

B: NaCl (g/L)

Sekil 4.10. Elde edilen bakteriyorodopsin miktariin yiizey grafigi (mgL™?)

Design-Expert® Software
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® Design Points
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Sekil 4.11. Elde edilen bakteriyorodopsin miktarmin kontur grafigi (mgL™?)
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Design-Expert® Software
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Desirability
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50 5

Sekil 4.12. Bakteriyorodopsin iiretimine faktorlerin faydasinin yiizey grafigi

Design-Expert® Software Desirabil |ty

Factor Coding: Actual
125

Desirability 0.8
® Design Points e
% 1000 N% Prediction 0.939
0.000
106.25 —

X1 = A: Yeast Extract
X2 = B: NaCl

87.5
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Sekil 4.13. Bakteriyorodopsin iiretimine faktorlerin faydasinin ylizey grafigi
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Cizelge 4.5. Deneme sayilarina gore beklenen ve elde edilen bakteriyorodopsin miktari

(mgL-1)
Bakteriyorodopsin
gL*
rpm °oC (ma/L)
Gozlenen Beklenen
Z
< o 2 |2
= I T
é 2 Bl 8 = < ~ 2 x
= = = 8 = 5 (o) o] £ =
§ 2 I I 5 8 Q 28 S .| C é 216 h
& a [(>w2 | |& |= |= |¥ g=2 &
Merkez CCD-
12.50 87.50
noktasi 1-T1 8.100 8.100
Merkez CCD-
12.50 87.50
noktasi 1-T2 8.100 8.100
CCD- 140.5
12.50
Eksensel 1-T3 3 65.000 71,6597
CCD-
12.50 34.47
Eksensel 1-T4 0.000 0,2583
Merkez CCD-
12.50 87.50
noktasi 1-T5 8.100 8.100
Merkez CCD-
12.50 87.50
noktasi 1-T6 8.100 8.100
CCD- 125.0
20.00 |1 1 0,1 0,1 15 3.75 150 39
Faktoriyel 1-T7 0 61.870 57,2925
Merkez CCD-
12.50 87.50
noktasi 1-T8 8.100 8.100
CCD-
1.89 87.50
Eksensel 1-T9 0.000 5,5849
CCD-
5.00 50.00
Faktoriyel 1-T10 0.000 0.000
CCD-
20.00 50.00
Faktoriyel 1-T11 0.000 0,1590
CCD-
23.11 87.50
Eksensel 1-T12 17.010 18,64
CCD- 125.0
5.00
Faktoriyel 1-T13 0 13.000 41,63

40



Sekil 4.8 ve Sekil 4.9.’da goriildiigii izere bakteriyorodopsin tiretimi en yiiksek degerlere
216 saatlik kiiltir kosullarinda CCD-1-T3 ve CCD-1-T7 kodlu deneme setlerinde
ulagsmistir. Bahsi gegen deneme setlerinde mikroorganizma iiremesi bakteriyorodopsin
iretimi ile paralel olarak gozlemlenmistir. CCD-1 tasarimi igin istatistiksel analiz
sonuglarina bakildiginda (Cizelge 4.4.) PBED’e gore daha yiiksek regresyon katsayisina
sahiptir.

Cizelge 4.4.’de goriildiigl izere model F-degeri 57,12 olarak verilmektedir. Bu degere
gore model anlamlidir ve bu biiyiikliikteki bir F-degerinin varsayimsal bir hata (noise-
giiriiltii) nedeniyle olusma ihtimali %0.01°dir. Mevcut durumda A, B, B2 6nemli model

terimleridir (Cizelge 4.4.’te koyu renkle belirtilmistir).

“Pred R-Squared” degerinin 0.8299 olmasi1 “Adj R-Squared” degerinin 0.9590 olmasi ile
uyumluluk gostermektedir. Ciinkii aradaki fark 0.2’den diistiktiir. “Adeq Precision”
oraninin 22.642 olmasi yeterli bir sinyal varligini isaret etmektedir. Bir diger ifade ile bu
durum quadrik model tasarim alaninda gezinebilmek igin kullanilabilecegine isaret
etmektedir. Ayrica gizelge 4.4.’de goriilen AB ve A? terimleri anlamli olmamasina
ragmen 6nemli bir quadrik model gostermektedir. Bu dizayn PBED’a onerildigi iizere
yalmzca yliksek NaCl konsantrasyonunda c¢alisilmasinin - uygun  oldugunu
vurgulamaktadir. Son olarak, cizelge 4.4. ve gizelge 4.5 azalan yeast ekstrakt
konsanstrasyonun ve artan NaCl konsantrasyonunun CCD-1-T3 deneme setinde beklenen
bakteriyorodopsin degerinden daha fazla bakteriyorodopsin iiretiminin gerceklestigine
isaret etmektedir. Bu nedenle, bir sonraki tasarim i¢in (CCD-2) yeast ekstrakt
konsantrasyonu 12.5 gL olarak devam edilmistir. NaCl konsantrasyonu ise artirilarak
bir sonraki tasarima devam edilmistir. Ciinkii sonuclar N: Na oraninin mikroorganizma

tiremesi ve bakteriyorodopsin liretimi igin kritik olabilecegine isaret etmektedir.
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4.1.2.3. Central Composite Design (Merkezi Kompozit Tasarim-CCD)-2 ile Elde

Edilen Sonuclar ve Degerlendirilmesi

Bu dizayn ile bakteriyorodopsin iiretimi igin kullanilan basal besiyerinin gelistirilmesi
amaclanmistir. Bu nedenle yapilan g¢alismalarda uygun NaCl konsantrasyonunun
belirlenmesinin yani sira besiyerinin ozmotik basincini artirmak amaciyla yaklasik 20 gL°

! glukoz kullanilmustir.

Biitiin deneme setlerinde mikroorganizmanin iireme egrisi ¢ok benzer seyretmistir.
CCD2-T6 ve CCD2-T7 setlerinde digerlerine nazaran daha farkli bir iireme egilimi
gozlenmistir (Sekil 4.14). Bakteriyorodopsin iiretimi agisindan bakildiginda CCD2-T13
ve CCD2-T12 setlerinde en yiiksek degerler elde edildigi gozlenmektedir. Bu degerler
sirastyla 94.1 mgL™* ve 95.3 mgL " dir (Sekil 4.15).

600 nm

oD

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Sekil 4.14. H. salinarum DSM 671’in uygulanan deney setlerinde lireme egrileri
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Sekil 4.15. Deney setlerinde bakteriyorodopsin iiretim miktarlari (mgL-1)

Cizelge 4.6.°da bakteriyorodopsin iiretimi i¢in quadrik model kullanilarak yapilan
istatistiksel analiz (ANOVA) sonuglar1 goriilmektedir. Cizelgede Onemli faktér ve

modeller koyu renkle yazilmistir. Asagida verilen polinominal denklem

bakteriyorodopsin iiretimini temsil etmektedir.

Denklem 111
Bakteriyorodopsin =
-50,00629719
1,135578981 * NaCl
-2,291746248 * Glukoz
0,009048571 * NaCl * Glukoz
-0,002199503 * NaCl?

Gergek faktorler yoniinden denklem I11, her bir faktoriin verilen seviyeleri ig¢in cevap
hakkinda tahminlerde bulunmak adina kullanilabilir. Burada, seviyeler her bir faktor i¢in

orijinal birimlerde belirtilmelidir. Bu denklem her faktoriin goreceli etkisini belirlemek
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icin kullanilmamalidir ¢ilinkii katsayilar her faktoriin birimlerini icerecek sekilde

Olceklendirilir ve kesisme tasarim alaninin merkezinde degildir.

Cizelge 4.5. CCD-2 i¢in istatistiksel analiz sonuglari

Karelerin Mean F p-degeri
Kaynak toplam1 | df Square |degeri |Prob>F
Model 7517,618 | 4,000 |1879,405 98,875 |0,0000
A-NaCl 5196,548 | 1,000 |5196,548 | 273,390 | 0,0000

B-Glucose 94,969 |1,000 |94,969 |[4,996 |0,0558

AB 250,747 |1,000 |250,747 |13,192 |0,0067
A2 2004,264 | 1,000 |2004,264 | 105,444 | 0,0000
Residual 152,063 |8,000 |19,008

Lack of Fit 152,063 |4,000 |38,016

Pure Error 0,000 4,000 |0,000

Cor Total 7669,681 | 12,000

R-Squared 0,9802
Adj R-Squared 0,9703
Pred R-Squared 0,9096
Adeq Precision 30,5486

Faktorlerin yanit degiskenligi (BR {iretimi mgL™) ve faydasmi belirlemek icin yapilan
grafiksel analizler (Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19)20 gL glukoz ve 300
gLt NaCl (Cizelge 4.6.) ile en iyi sonug elde edildigini gdstermektedir.
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0125

Sekil 4.16. Elde edilen bakteriyorodopsin miktarinin yiizey grafigi (mgL™)

Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual
Bacteriorodopsin (mgL-1)

-Hggtgign Points Prediction 101.169

17.3

Bacteriorodopsin (mgL-1)

A: NaCl

Xl =
X2 = B: Glucose

B: Glucose (gL-1)

125 168.75 2125 256.25 300

A: NaCl (gL-1)

Sekil 4.17. Elde edilen bakteriyorodopsin miktarmin kontur grafigi (mgL™)
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Design-Expert® Software
Factor Coding: Actual

Desirability
1
0
X1 = A: NaCl
X2 = B: Glucose
0.8
>
=
= 0.6
o
[
o 0.4
%]
(]
[a)]

256.25

B: Glucose (gL-1) A: NaCl (gL-1)

0 125

Sekil 4.18. Bakteriyorodopsin tiretimine faktorlerin faydasinin yiizey grafigi

Design-Expert® Software . o
Factor Coding: Actual 20 DeS|rab|l |ty
Desirability |
g o Prediction 1
—
0 —
'
- 15
XL = A: NaCl 3 [04]
X2 = B: Glucose
()
%)
)
[3)
] 10 Log] [08]
o
[aa]
5
0
125 168.75 2125 256.25 300

A: NaCl (gL-1)

Sekil 4.19. Bakteriyorodopsin iiretimine faktorlerin faydasinin kontur grafigi
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Cizelge 4.6. Deneme sayilarina gore beklenen ve elde edilen bakteriyorodopsin miktari

(mgL-)

Bakteriyorodopsin
o (mg/L)
é gL? C | Gozlenen | Beklenen
(<5
wn
@ (@) = o g
4+ = o T < c = =<
s\ %8| 55| E|%|dalEzl o | B| 7|2
5} (SIR7 ] v iy O| T < 8 35} = <
al>L2 | & Q la|ls~| R z 5 2]
Tasarim wi =z B s N4 “a
| =
noktasi 216 h
Merkez 212,5 | 10,0
noktasi CCD-2-T1 0 0 87,540 88,2937
125,0 0.00
Faktoriyel CCD-2-T2 0 ' 61,870 57,5738
Merkez 2125 | 10,0
noktasi CCD-2-T3 0 0 87,540 88,2937
2125 | 24,1
Eksensel CCD-2-T4 0 4 91,300 83,0763
336,2 | 10,0
Eksensel CCD-2-T5 4 0 93,500 90,6573
125,0 | 20,0
Faktoriyel CCD-2-T6 0 0 31,400 34,3603
1250 | 2016 {001 | 1500 | 375 | e876 | 200 | 15 | 36
Eksensel CCD-2-T7 ! 0 0 ! 0 ! ! ! 0 0 17,300 18,5702
Merkez 212,5 | 10,0
noktasi CCD-2-T8 0 0 87,540 88,2937
Merkez 212,5 | 10,0
noktasi CCD-2-T9 0 0 87,540 88,2937
Merkez 212,5 | 10,0
noktasi CCD-2-T10 0 0 87,540 88,2937
2125
Eksensel CCD-2-T11 0 0,00 89,100 91,9829
300,0
Faktoriyel CCD-2-T12 0 0,00 94,100 92,7121
300,0 | 20,0
Faktoriyel | CCD-2-T13 0 0 95,300 101,169

Sekil 4.15°te belirtildigi iizere 216 saatlik iiretim siiresince en yiiksek bakteriyorodopsin
tiretim miktarlart CCD2-T13 ve CCD2-T12 deneme setleri goriilmektedir.
Bakteriyorodopsin iiretimi ayni deneme setlerinde mikroorganizmanin OD ;600 nm’de
gosterdigi tireme davranigi ile uyumlu bir sekilde ilerlemektedir. CCD-2 i¢in yapilan
istatistiksel analiz sonuglarina bakildiginda (Cizelge 4.5.) PBED ve CCD-1’e kiyasla

daha yiiksek regresyon katsayisina sahip oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.5.’de goriildiigli tizere model F-degeri 98,88 olarak verilmektedir. Bu degere
gore model anlamlhidir ve bu biiytikliikteki bir F-degerinin varsayimsal bir hata (noise-
giiriiltii) nedeniyle olusma ihtimali %0.01°dir. Mevcut durumda A, AB, A? 6nemli model
terimleridir (Cizelge 4.5.’te koyu renkle belirtilmistir). Glukoz énemli bir deger olmasa

da glukoz ve NaCl’iin etkilesimi bu deney tasarimi i¢in 6nem teskil etmektedir.

“Pred R-Squared” degerinin 0.9096 olmas1 “Adj R-Squared” degerinin 0.9703 olmasi ile
uyumluluk gostermektedir. Ciinkii aradaki fark 0.2’den diistiktiir. “Adeq Precision”
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oraninin 30.549 olmas1 yeterli bir sinyal varligini isaret etmektedir. Bir diger ifade ile bu
durum quadrik model tasarim alaninda gezinebilmek i¢in kullanilabilecegine isaret
etmektedir. CCD2-T5, CCD2-T12 VE CCD2-T13 deneme setlerine ait sonuglar
karsilastirildiginda 0 ila 20 gL* glukoz ve %30 ila 33.62 (w/v) NaCl konsantrasyonunda
goriilen farkliliklardan yola ¢ikilarak glukoz: NaCl oraninin bakteriyorodopsin iiretimi

tizerinde etkili oldugu diistiniilmektedir.

Yapilan tiim istatistiksel ardisik dizaynlar (PBED, CCD-1 ve CCD-2) bakteriyorodopsin
{iretim miktarim 75 mgL™Y’den 95.3 mgL¥e ¢ikarmak icin besiyerinin igeriginin
gelistirilmesine (12.5 gL yeast extract, 1gL™* Na-sitrat, 1 gL KCI, 0.1 gL FeSOa4
7H20, 0.1 gL MnSO4 7H20, 15 gL™* MgSO4 7H20, 3.75 gLt Kazamino asit, 300 gL
NaCl ve 20 gL glukoz) yardime1 olmustur. Uretim sartlar1 ise 150 rpm calkalama hizinda
39 9C’de ve 1/5 oraninda etkili ¢alisma hacmi olacak sekilde devam edilmistir. Elde
edilen sonuglar istatistiksel deney dizaymi yapan diger ¢alismalara kiyasla [3] litre

bazinda daha fazla tiretim gostermektedir [47].

4.1.3. Bakteriyorodopsinin Saflastirilmasi ve Elde Edilen Sonuclarin

Degerlendirilmesi

Boliim 3.1.2.°de belirtilen deney basamaklar1 kullanilarak deney dizayni yapilan her
basamakta bakteriyorodopsin eldesi saglanmigtir. Tiim deney tasarimlart igin ayni
basamaklar uygulanmistir. Shiu ve arkadaslarinin gelistirdigi bu yontemle literatiirde yer
alan ¢ok basamakli saflastirma islemlerine nazaran daha verimli bir saflastirma islemi
gerceklestirilmistir. Glukoz gradyentine gore ayirma yonteminin de siklikla kullanildig:
literatiirde gortilmekle birlikte bu ¢alismada uyguladigimiz yontem adimlarin azligi ve
yontem verimi agisindan daha fazla tercih edilmektedir. Yapilan bu ¢alismada Shiu ve
arkadaslarinin 6nerdigi PEG-zengin faz ile Fosfat-zengin faz arasinda bant olusumu ile
bakteriyorodopsinin toplanmasi ve yiiksek hizda bakteriyorodopsinin ¢oktiiriilmesi ayri
ayr1 denenmistir (Sekil 4.20.). Her iki durumda da ¢okelti/bant elde edilmekle birlikte
yiiksek hizda ¢oktiirerek yapilan ¢alismada daha fazla yararlanilmstir.
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Sekil 4.20. a) PEG veFosfat zengin tabakalar arasinda olusan bant b) yiiksek hizda

coktiirme sonucu olusan ¢okelti

CHAPS uygulanarak  yapidaki lipitilerin ~ uzaklagtirllmasinin ~ ardindan
bakteriyorodopsinin bilinen mor rengi belirgin bir sekilde artmistir (Sekil 4.21).

Sekil 4.21. CHAPS uygulamasindan sonra bakteriyorodopsin ve mor renk olusumu

Yapilan bu calismada elde edilen bakteriyorodopsin miktar1 mevcut literatiire gore
degerlendirildiginde erlenmeyer boyutundaki arastirmalara kiyasla en yiiksek miktar
vermektedir. Kalenov ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada derin fermentasyon ile
bakteriyorodopsin elde edilmis ve 1,750 mgL ! bakteriyorodopsin varlig1 tespit edilmistir
[47]. Tez ¢aligmasinda CCD-2 deney dizayni ile 95,300 mgL* bakteriyorodopsin miktari
elde edilmistir. Bu diger benzer ¢alismalara kiyasla oldukga yliksek bir oran olarak kabul
edilebilir. Lee ve arkadaslar1 yaptiklari calismada 64,5 mgL™* bakteriyorodopsin eldesi ile
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mevcut ¢alismamizin ¢ok gerisinde kalan bir miktar elde etmislerdir [46]. Calismamizda
kullanilan mikroorganizmanin yabanil tip olmast mevcut sonuclar agisindan oldukca
dikkat  c¢ekicidir.  Borshchevskiy = ve  arkadaglarinin  yiiriittiigii =~ calismada
bakteriyorodopsinin E.coli’ye aktarimi saglanmis ve 2.4+1.3 mgL™ bakteriyorodopsin
eksprese edilmistir [48]. Sonu¢ olarak ¢alismamizda elde edilen bakteriyorodopsin

miktari literatiire kiyasla yiiksek miktardadir.

4.2. Bakteriyorodopsin Temelli Biyomolekiil Duyarh Giines Hiicresi (BR-BSSC)

Olciim ve Karakterizasyonu
4.2.1. Bakteriyorodopsin Aktif Katmammin Eldesi ve Optik karakterizasyonu

Bakteriyorodopsinin tizerinden gegen akim ¢ok kiigiik seviyelerde ise kati hal aygitlarda
(kuru halde) kullanilabilme yetenegine sahip bir proteindir. Akim iletimi tipki ag tabaka
tizerinden gegen protonlar gibi bir giizergah1 izlemektedir. Bakteriyorodopsinin bu
ozelligi ilk olarak Yongdong Jin ve arkadaslari tarafindan kesfedilmistir [49]. Sekil
4.22°de gosterildigi gibi, bakteriyorodopsin katmani Kati-Hal Diizlemsel bir ekleme
(6rnegin; giines hiicreleri) entegre edildiginde aktif tabaka gibi davranarak fotoiletken
hale gelmektedir[50] Bu tez caligmasinda, H. salinarum DSM 671’den elde edilen
bakteriyorodopsinin kati-hal eklemi uygulamasi gergeklestirilmistir. Kuru halde cam
tizerinde olusturulan BR-temelli giines hiicresinin fiziksel 6zelliklerinin karakterizasyonu

ve optik ozelliklerinin hesaplanmasi bu ¢alisma kapsaminda gergeklestirilmistir.

. FTO glass
a

TiOz

FTO glass

Bacteriorhodopsin 3

~y Bacterioruberin ...

Sekil 4.22. BR’in Kati-Hal diizlemsel bir eklemde aktif tabaka olarak gérev yapmasinin

temsili gosterimi[51]

50



4.2.2. Bakteriyorodopsin Aktif Katmaninin Karakterizasyonu

BR aktif katmaninin optik 6zelliklerini belirlemek i¢in boliim 3.2.3’te bahsedilen sekilde
hazirlanmis olan cam alttaslarin BR katmanina ait sogurma spektrumunu elde etmek igin
UV-Vis spektrofotometresi kullanilmistir. BR katmanina ait optik gegirgenlik dl¢iimleri
400-900 nm dalga boyu araliginda yapilmistir. Elde edilen gegirgenlik Olglimleri
yardimiya BR katmanina ait optik sogurma katsayisi verilen formiil ile hesaplanmigtir

[52].
T = exp(—ad)

o sogurma katsayisi, T optik gecgirgenlik orani, d ise iizerinden 151k gegen katmanin
kalinligidir. Elde edilen sogurma katsayisinin gelen 15181n dalga boyuna gore degisim

grafigi Sekil 4.23°de verilmistir.

1.0

0.8 I

04

Sogurma(normalize edilmis)

0.0 L— .
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.23. Cam alttag iizerine hazirlanmis BR katmanina ait dalga boyuna bagl optik

sogurma spektrumu
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Daha 6nceki boliimlerde de bahsedildigi tizere bakteriyorodopsin mor renkte olmasina
ragmen, cam alttas iizerine kaplandiginda rengi mor renkten uzaklasmaktadir. Sogurma
sprektrumundan da anlagildig1 gibi maksimum sogurma 400-500 nm arasindadir. Mor
rengin dalga boyunun 380-450 nm arasinda oldugu goz oniinde bulunduruldugunda elde
edilen sogurma spektrumunun anlamli oldugu goriilmektedir. Sogurma spektrumundaki
maksimum degerin 500 nm degerine dogru kaymasi ise kaplama sonrasi BR’e ait
katmanin rengindeki kaymadan oldugu diisiiniilmektedir. Elde edilen sogurma spektrumu

literatiir ile kiyaslandiginda sonucun gayet uyumlu oldugu goriilmiistiir [53].

BR katmaninin optik 0Ozelliklerinin  belirlenmesi i¢in ayrica Fotoliiminesans
(Photoluminescence-PL) 6lgiimleri alinmigtir. BR katmanina ait PL spektrumu Sekil
4.24¢de verilmistir.

E 12000 =
g [
=
o =
4

: 3
=

1

- i ~

s 1 s 1 5 1 : PR BT B | L 1 5 |
350 400 450 500 S50 GO0 G50 700 750 8OO @S0 900
Dalgaboyu (nm)

=

Sekil 4.24. Cam alttas iizerine hazirlanmis BR katmanina ait PL 6l¢iimii
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Elde edilen PL spektrumundan da goriildiigii gibi maksimum siddet 550-600 nm
araliginda ol¢iilmiistiir. Bu sonug literatiirdeki mor renkli BR ile yapilan deneylerde elde
edilen sonuglarla gayet uyumludur [54]. Cam {izerine kaplanmig BR katmanina ait
taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri Sekil 4.25 ‘de verilmistir. Sekilden de
goriildiigii tizere hazirlanan BR katmani nispeten piiriizsiiz yapidadir ve bu durumda aktif

katman olarak kullanilabilecegi olduk¢a acik bir sekilde goriilmektedir.

12/20/2019 | det 2\% mag |spot| WD 20 ym
10:01:20 AM |ETD 30.00 kV|[5 000 x| 5.0 |16.1 mm METU CENTRAL LAB

Sekil 4.25. Cam lizerine kaplanmis BR katmanina ait SEM goriintiisii

4.2.3. Bakteriyorodopsin Temelli Giines Hiicrelerinin Karakterizasyonu

Bolim 3.2.°de anlatildigi tizere bakteriyorodopsin kullanilarak elde edilen
Cam/FTO/TiO2/BR/M0oOs/Au  (D1) ve Cam/FTO/ZnO/BR/M0Os/Au (D2) giines
hiicrelerine ait 11k alti akim-voltaj (I-V) dlglimleri yapildi. Bu dlglimlere ait sonuglar

sirastyla D1 ve D2 giines hiicreleri i¢in Sekil 4.26 ve Sekil 4.27 ‘de verilmistir.
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Sekil 4.26. D1 Giines hiicresine ait I-V grafigi

0.06 s
0.05 lKD: 0.06 mA
Vo 411 mV
0.04 | FF: 0.2683
N : %0.8429
0.03 -
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Sekil 4.27. D1 Giines hiicresine ait I-V grafigi
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Sekil 4.26’da gosterilen grafige gore D1 giines hiicresine ait kisa devre akimi (Ikp) 0.185
mA ve agik devre voltaji (Vap) 0.161 V’dur. | -V karakteristiginin bir diger ol¢iitii ise
doldurma faktorii (Fill Factor (FF)) olarak ifade edilen biiyiikliiktiir. Doldurma faktorii
giines hiicresinin kalitesini de belirlemektedir. FF’ne ait hesaplama su sekilde yapilir;

Pmax _ Vmaxlmax

FF =
Vaplkp Vaplkp

Burada, P,,,, hiicre i¢in en verimli ¢alisma noktasini verir ve bu nokta maksimum gii¢
elde edilen noktadir. D1 giines hiicresine ait FF degeri 0.2369 olarak hesaplanmistir. Bu

deger “1” ¢ yaklastik¢a giines hiicresinin Kalitesi de artar.

Bir giines hiicresinin en oOnemli karakteristigi ise onun ¢evirim verimlilii ile

belirlenmektedir. Giines hiicresi verim (1) hesabi ise su sekilde yapilir;

P(;Lkls — VADIKD FF

Pgirl’s Pgiris

Burada, giines hiicresine gelen 1s1g1n giicii Py, ile verilmektedir. D1 igin yapilan 151k
alt1 I-V dl¢iimleri AM 1.5G (1 Giines degeri, 0,1 W/cm?) kosulllarinda yapilmistir. D1
hiicresi i¢in elde edilen giines hiicresi verimi n  yaklasik olarak 0.8989 olarak
hesaplanmistir.  Elde edilen bu deger literatiir ile karsilastirildiginda oldukca
yiiksektir[51], [55]. BR katmaninin zorlu fiziksel kosullara dayanikliligi ve giines
hiicresinin fabrikasyonu sirasinda tamamen inorganik malzemelerin kullanilmasi zorlu

sartlara dayanikli bir BR giines hiicresi elde edildigini gostermektedir.

Sekil 4.27°de ise D2 giines hiicresine ait lkp degeri 0.06 mA ve Vap 0.411 V’tur. D2
giines hiicresi D1 giines hiicresine gore daha diisiik Ikp degerine sahip olmasina ragmen
daha yiiksek Vap degerine sahiptir. D2 giines hiicresi i¢in FF degeri 0.2683 olarak
hesaplanmistir. D2 hiicresinin verimi ise 0.8429 olarak elde edilmistir. Elde edilen
sonuglardan da anlasildig1 gibi D1 giines hiicresi daha yiiksek verimlige sahiptir. Bu

veriler elde edilen giines hiicresinin kullanilabilir olacagini isaret etmektedir.
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5. YORUM

Yapilan bu tez caligmasi kapsaminda yapilan calismalar ve literatiire olan katkisi

maddeler halinde siralanacak olursa:

>

Halobacterium salinarum DSM 671susu Alman kiiltiir koleksiyonundan elde

edilmistir.

Bakteriyorodopsin iiretimi i¢in gerekli temel besiyeri ¢aligmalarimiz sonucunda

optimize edilmistir.

Bakteriyorodopsin iiretim miktarini artirmak ve iiretim sartlarini optimize etmek

icin deney tasarim programlarindan yararlanilmistir.

Ardisik olarak {i¢ farkli deney tasarimi kullanilmis olup bunlardan ilki Plackett
Burman deney tasarimidir (PBED).

PBED’dan clde edilen sonuglarin 1s1ginda ikinci tasarim modeli i¢in Merkezi
Kompozite Tasarima (CCD) gecilmistir. Bu tasarim sonucunda bir takim besiyeri
icerikleri ve ortam kosullar (¢calkalama hizi, sicaklik ve inkiibasyon siiresi) sabit
tutularak NaCl’iin miktarin1 artirmak ve glukozun bakteriyorodopsin iiretimine

etkisini incelemek i¢in liclincii tasarima geg¢ilmistir.

CCD tekrar kullanilarak yapilan son tasarimda 12.5 gL yeast ekstract, 1gL* Na-
sitrat, 1 gL KCI, 0.1 gL FeSO4 7H20, 0.1 gL MnSO4 7H20, 15 gL MgSO4
7H20, 3.75 gL kazaminoasit, 300 gL NaCl ve 20 gL* glukoz kullanilarak
95,300 mgL! bakteriyorodopsin elde edilmistir. Elde edilen bu miktar, mevcut
literatiirde erlenmeyer bazinda yapilan c¢alismalar igerisinde en yliksek

degerlerden birine sahiptir.

Deney tasarimlari ile yapilan tiim bakteriyorodopsin {iretimlerinde
bakteriyorodopsin saflastirilmasi i¢in sulu ikili faz sistemi kullanilmistir. Bu

saflagtirma yontemi ile kayip az yasanmakta ve islem basamaklar1 azalmaktadir.

Saflastirma iglemi yapilan bakteriyorodopsin proteini iki farkli cihazda
kullanilmis ve bu cihazlar Cam/FTO/TiO2/BR/M0Os/Au  (D1) ve
Cam/FTO/ZnO/BR/Mo0Os/Au (D2) olacak sekilde iiretilmis boylece literatiire

katkida bulunulmustur.
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» DI ve D2 cihazlar i¢in yapilan ol¢iimlerden elde edilen verimlilik yiizdesi
sirastyla verimliligi 0.8989 ve 0.8429 olarak hesaplanmistir. Sonuglardan da

anlagilacagi tizere D1 cihazi daha yiiksek verimlilik yiizdesine sahiptir.

» Literatiirde biyomolekiil duyarli giines hiicreleri arasinda bakteriyorodopsin
temelli glines hiicrelerine kiyasla D1 ve D2 cihazi daha fazla verimlilik ylizdesine

sahiptir.

» Yapilan bu tez calismasi ile yabanil tip H. salinarum DSM 671 susundan elde
edilen bakteriyorodopsinin kosullarinin optimizasyonu ile miktarinin literatiire
gore oldukea yiiksek olmasi saglanmistir. Bu durum yapilan ¢caligmada maliyeti
arttmadan veya deney sayisin1 daha az tuturarak verimin artirilabilecegini
ispatlamaktadir. Ayrica yenilenebilir enerji eldesi alaninda oldukga dikkat ¢ekici
bir yere sahip olan giines hiicresi caligsmalarina yeni bir kap1 agmaktadir. Glines
hiicresi ¢aligmalarinda toksik bilesen icerigi az olan ve biyolojik temelli giines

hiicresi eldesi oldukca popiiler bir ¢calisma sahasidir.

» Bu baglamda tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan bakteriyorodopsin
duyarlilastirict 6zelligi saglayan bir biyomolekiil olarak giines hiicresinde
kullanilmis ve gilines hiicreleri ol¢iimleri ve verimlilik yiizdesi hesaplamalari
yapilmstir. Literatiire kiyasla daha yiiksek verim degerine sahip olan ¢calismamiz
bu yoniiyle mevcut calismalar arasinda 6n plana ¢ikmaktadir. Ayrica iilkemizde

bu alanda yapilan ¢alismalar agisinda bakteriyorodopsin kullanimi bir ilktir.
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EKLER

EK 1 - Deney Asamalarinda Kullanilan Solventlerin Hazirlanisi

Potasyum Fosfat ¢ozeltisi (100 mL %24): 220 g monobazik KH2PO4, 20 g K2HPO4,

1000 mL saf su i¢inde ¢oziilmiis ve pH 8’e ayarlanmgtir.

PEG (Polietilen glikol) cozeltisi (100 mL %24): %40’lik polietilen glikol

soliisyonundan 120 mL alinarak tizeri deiyonize su ile 200 mL ‘ye tamamlanmuistir.

CHAPS 3-[(cholamidopropyl) (dimethylammonio) propane sulfonate] ¢ozeltisi (41,4
pL, 20 mM): 0,0123 g CHAPS Hidrat 1 mL steril saf su i¢inde ¢oziilmiistiir.
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