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BEYAN FORMU

Bu c¢alismanin kendi tez ¢alismam oldugunu, planlanmasindan yazimina kadar
hi¢bir asamasinda etik dis1 davranisimin olmadigini, tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar iginde elde ettigimi, tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi beyan ederim.

Tarih
Ad1 Soyadi

Imzasi



TESEKKUR

Yiiksek lisansa baglandigim andan, mezuniyet anima kadar bana her daim
kiymetli bilgileri, birikimleri, basarilari, hayata bakis a¢is1 ve tecriibeleri ile yol gosterici
ve destek olan degerli danisman hocam saym Prof. Dr. Tung¢ Catal’a tesekkiirlerimi

sunarim.

Tiim hayatim boyunca, 6zellikle yogun calistifim tez donemim boyunca bana
maddi-manevi destek olan, her zaman bana gii¢ veren, ilham olan ve her distigiimde
kaldiran degerli annem Kevser Cebecioglu’na, kendine has bakis acist ve agik fikirliligi
ile akademik konusmalar yapabildigim, fikir alabildigim kiymetli babam Yilmaz
Cebecioglu’na, eve her yorgun geldigimde beni giildiiren bana yardim eden ve akademik
kariyerimde 6rnek biri olmam i¢in beni motive eden kardesim Meliksah Cebecioglu’na,
beni ve meslegimi herkesten ve her seyden iistiin tutan, motive eden ve bilgilerimi taze

tutmami saglayan canim abim Bugra Cebecioglu’na tesekkiirii borg bilirim.

Universite hayatim boyunca hem akademik hem sosyal ¢alismalarimda yardimini
esirgemeyen, bana hep destek olan, beraber hedefler belirleyip, onlara ulagsmak icin
benimle birlikte zor siireclerden basar ile gecen arkadasim Yiiksek Biyomiihendis Dilan

Akagiindiiz’e tesekkiir ederim.



OZET

Sanayilesmenin artmastyla birlikte kiiresel bir g¢evre kirliligi sorunu ortaya
cikmistir. Ozellikle son yillarda, oldukca toksik organik bilesikler dolayli veya dogrudan
cevreye salinir. Boyalar, bocek ilaglari, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, ilag atiklari
ve agir metaller ana atiklar olarak gosterilmektedir. En ¢ok kullanilan boya maddeleri,
aromatik aminler iceren azo boyalaridir. Ponceau S acik kirmizi bir diazo boyadir ve
tekstil endiistrisinde dogal materyallerin boyanmasinda kullanilir. Reaktif Sar1 145 boya,
tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan ve diisiik biyodegradasyona sahip olan
aromatik bir diger azo boyadir. Mikrobiyal elektrokimyasal hiicreler, elektrik ve hidrojen
gibi yenilenebilir kaynaklardan enerji iretebilen alternatif sistemlerdir. Mikrobiyal
elektrokimyasal hiicrelerden olan, mikrobiyal yakit hiicreleri ve mikrobiyal elektroliz
hiicreleri, elektrojenik mikroorganizmalar kullanarak atik suyu isleyebilen kiigiik boyutlu
yenilik¢i teknolojilerdir. Mikrobiyal yakit hiicreleri ile azo boya varliginda es zamanl
elektrik tiretimi ve azo boya giderimi, ¢evre kirliliginin 6nlenmesi noktasinda yeni bir
yaklagim saglayabilir. Bu nedenle, Reaktif Sar1 145 ve Ponceau S gibi azo boyalarin tek
odacikli mikrobiyal yakit hiicrelerinde elektrik tiretimi tizerindeki etkileri renk giderim
verimlilikleriyle birlikte incelenmistir. Ayrica, mikrobiyal elektrokimyasal hiicrelerde
operasyonlarinda azo boyalarin, elektrik ve hidrojen {iretim verimlerine etkileri
arastirilmistir. pH degerlerindeki degisiklikler, kimyasal oksijen ihtiyact analizi, saatlik
renk giderim orani, boya absorbans taramalar1 ve memeli hiicre kiiltiiriinde hiicre canliligi
lizerine etkileri saptanmistir. Mikrobiyal yakit hiicrelerinde sirastyla 40 mg L™, 10 mg L°
! ve 20 mg L™ konsantrasyona sahip Reaktif Sar1 145 boyas1 ve 40 mg L™ ve 20 mg L*
konsantrasyona sahip Ponceau S boyasi test edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda
Ponceau S boyasi (40 mg L™, 10 mg L ve 20 mg L) mikrobiyal elektroliz hiicrelerinde
hidrojen tiretimi i¢in test edilmistir. Test edilen azo boyalarmn varliginda elektrik tiretimi
gdzlenmis, ancak 40 mg L Reaktif Sar1 145 kullamlarak voltaj iiretimini azalttigi
saptanmistir. Test edilen tiim konsantrasyonlarda Ponceau S varliginda, mikrobiyal
elektroliz hiicrelerinde hidrojen iiretimi basarilmigtir.  Sonu¢ olarak, mikrobiyal
elektrokimyasal hiicreler kullanilarak, tekstil azo boya maddelerinin varliginda elektrik
ve hidrojen iiretiminin gergeklestirilebilecegi ve boya giderimlerinin saglanabilecegi

kanisina varilmistir.



Anahtar Kelimeler: Azo boya; Boya giderimi; Elektrik; Hidrojen; Mikrobiyal yakit

hiicresi; Mikrobiyal elektroliz hiicresi



ABSTRACT

A global environmental pollution problem has arisen due to the increase in
industrialization. Especially in recent years, highly toxic organic compounds are released
indirectly or directly into the environment. Dyes, pesticides, polycyclic aromatic
hydrocarbons, drug wastes and heavy metals are shown as main wastes. The most
commonly used dyes are azo dyes containing aromatic amines. Ponceau S is a light red
diazo dye and is used in the textile industry for dyeing natural materials. Reactive Yellow
145 dye is another aromatic azo dye which is widely used in textile industry and has low
biodegradation. Microbial electrochemical cells are alternative systems that can generate
energy from renewable sources such as electricity and hydrogen. Microbial fuel cells and
microbial electrolysis cells, which are microbial electrochemical cells, are small-sized
innovative technologies that can process wastewater using electrogenic microorganisms.
Simultaneous electricity generation and azo dye removal in the presence of azo dye with
microbial fuel cells can provide a new approach to preventing environmental pollution.
Therefore, the effects of azo dyes such as Reactive Yellow 145 and Ponceau S on
electricity production in single-chamber microbial fuel cells have been studied along with
their color removal efficiencies. In addition, the effects of azo dyes on electricity and
hydrogen production efficiencies were investigated in their operations in microbial
electrochemical cells. Changes in pH values, chemical oxygen demand analysis, hourly
color removal rate, dye absorbance scans, computational chemistry methods and effects
on color removal mechanism and cell viability in mammalian cell culture were
determined. Reactive Yellow 145 dye with a concentration of 40 mg L, 10 mg L and
20 mg Lt and Ponceau S dye with 40 mg L™ and 20 mg L™ concentration were tested in
microbial fuel cells, respectively. Different concentrations of Ponceau S dye (40 mg L™,
10 mg L and 20 mg L) were tested for hydrogen production in microbial electrolysis
cells. Electricity generation was observed in the presence of the azo dyes tested, but it
was found to reduce voltage production using 40 mg L™ of Reactive Yellow 145.
Hydrogen production in microbial electrolysis cells was achieved in the presence of
Ponceau S at all concentrations tested. As a result, it was concluded that by using
microbial electrochemical cells, in the presence of textile azo dyes, electricity and
hydrogen production can be realized and dye removal can be provided.



Keywords: Azo dyes; Dye removal; Electricity; Hydrogen; Microbial fuel cell,
Microbial electrolysis cell
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ATPaz: Adenozin trifosfataz

BOI: Biyokimyasal oksijen ihtiyaci
DMEM: Minimal temel besiyeri

e : Elektron

ECV-304: Saglikli insan endotel hiicre hatti
FBS: Fetal sigir serumu

GC: Gaz kromatografi

H* : Proton

KOIi: Kimyasal oksijen ihtiyaci

MEH: Mikrobiyal elektroliz hiicresi

MTT: (3- (4,5-dimetil tiyazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolium bromiir
MY H: Mikrobiyal yakit hiicresi

N=N: Nitrojen bag1

NAD: Nikotinamid adenin dintikleotit
PTFE: Politetrafloretilen

TCA: Trisiklik antidepresanlar

V: Volt

Q: Ohm
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1. GIRIS

Sanayilesme, gelisen teknoloji ve yogun niifus artigina bagli olarak cevresel
kirlilik hizli bir sekilde artmaktadir ve ayni sekilde kullanilabilir enerji kaynaklar1 ise
azalmaktadir. Cevresel kirlilikten en ¢ok etkilenen kaynaklar arasinda su kaynaklari
bulunmaktadir. Onlenemeyen bir sekilde dzellikle biiyiiksehirde yiiksek miktarda atik su
olusumu gozlenmektedir ve bu atik sular yiiksek oranda agir metaller ve boyar maddeler
icermektedir. Atik sularin olusumu ve igerikleri ise insanlar basta olmak {izere bir¢cok
canliya zarar vermektedir. Diinya Saglik Orgiitii 2015 yilinda yayinladig bildiride, diinya
genelinde cesitli salgin hastaliklara yol acan ve 2.1 milyondan fazla insanin 6liimiine yol
acan atik su kaynaklart bulundugunu belirtmistir (UNICEF ve WHO, 2012). Buna bagl

olarak atik sularin aritilmasi diinya ¢apinda 6nem kazanmaktadir.

Atik sularin artmasiyla beraber diinya genelinde temiz su kaynaklarina duyulan
ithtiya¢ artmaktadir. Temiz su kaynaklarinin bulunabilirligi azaldigi i¢in; mevcut su
kaynaklariin siirdiiriilebilirligi, ilave su kaynaklarmin arastirilmast veya atik sularin
biyolojik, fiziksel ve kimyasal yontemlerle geri doniistiiriilmesi gibi ¢aligmalar 6nem
kazanmaktadir. Kimyasal yontemlerde, Kirletici maddelerle reaksiyona girerek, sudan
uzaklastirilmalar i¢in ilave kimyasallar kullanilir. Buna bagli olarak atik sularda bulunan
net kimyasal madde miktarin1 arttirdigr icin diger yontemlere gore daha az tercih
edilmektedir (Samer, 2015). Biyolojik yontemlerle atik su aritimindaki temel mantik ise,
tam mineralizasyona ulagsmak i¢in organik kirleticilerin asamali olarak oksitlenmesine
dayanmaktadir. Bununla birlikte, bir¢ok atik su bileseni biyo-bozunmaya kars1 direncli
yapiya sahiptir veya karbondioksit ve suya tam doniisiimlerini saglamak yerine sadece
kiiciik yapisal degisiklikler gostermektedirler (Smit ve Nasr, 1992). Biyolojik aritimda,
atik sudaki kirleticilerin biyolojik olarak pargalanmasi amaciyla mikroorganizmalar
kullanir. Biyolojik aritim sistemlerinde genellikle atik sudaki ¢oziinmis oksijenin
miktarina gore aerobik, anaerobik veya fakiiltatif olarak simiflandirilmaktadir.
Aragtirmacilar son yillarda mikrobiyal yakit hiicrelerini (MYH) ve mikrobiyal elektrik
hiicrelerini (MEH), atik sularin enerji verimli olacak sekilde aritimi ve siirdiiriilebilir
enerji tiretimi i¢in umut vadedici bir teknoloji olarak kullanmaya baslamistir. MYH’ler,
mikroorganizmalarin katalitik aktivitesini kullanarak atik suda bulunan organik

bilesiklerin sahip oldugu kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine doniistiirebilen


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852420302285?via%3Dihub#b0200

biyoelektrokimyasal sistemlerdir. MYH’ler biyoelektrik {iretimi yaparken herhangi bir
elektrik kaynagina ihtiyag duymamaktadir (Mathuriya ve Sharma, 2009).

Bu tez ¢alismasinda, atik su kaynaklarinda mikrobiyal yakit hiicreleri (MYH) ve
mikrobiyal elektrik hiicreleri (MEH) ile renk giderimi iizerine ¢alisilmistir. Olusturulan
besi ortamina tekstil sektdrlerinde yaygin olarak kullanilan Ponceau S ve Reaktif Sar1 145
boyasi ilave edilmistir. Azo boyalarin her ikisi de atik sularda tespit edilen dozlara uygun
olacak sekilde ayr1 ayr1 arastirilmistir. Renk gideriminin (renk giderim) yani sira, saglikli
Okaryotik hiicreler iizerinde sitotoksite analizi, voltaj iiretimi, hidrojen gazi iiretimi,
saatlik renk giderimi, UV absorbans dl¢timii, pH degisimi ve kimyasal oksijen ihtiyaci

(KOI) analizi iizerine ¢aligilmustir.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852420302285?via%3Dihub#b0160

2. GENEL BILGILER

2.1. Boyalar ve Genel Ozellikleri

Boyalar tekstil, kagit, deri ve benzeri maddelere renk vermek i¢in kullanilan;
renklendirmenin 1s1, 151k, yikanma ve benzeri etmenlerle degismesini Onleyen
maddelerdir. Boyalarin birgogu organik yapida bilesiklerdir. Boyalarin ¢ogu aromatik
bilesiklerdir ve yapilarinda benzen bulundurmaktadirlar. Benzen 200 nm dalga boyunda

15181 emebilme 6zelligi gostermektedir (Azzopardi, 2017) .

Boyar maddelerin temel yapisinda {i¢ grup bulunmaktadir. Bu gruplar;
kromoforlar, oksokromlar ve matriks. Kromofor gruplar1 boyalarda nitro (—NO3), azo
(—N=N—), nitroso (—N=0), tiyokarbonil (—C=S), karbonil (—C=) ve alkenler
(—C=C—) olarak yer almaktadirlar. Boyalardaki renklendirme 6zelligi kromofor ile
iligkilendirilmektedir. Boyalar aromatik bilesikler olduklarindan dolay: aril halkalari
icermektedirler. Aril halkalar1 farkli dalga boylarinda elektromanyetik radyasyonu
emerler ve boyalar1 renklendirmezler. Kromofor yapilarinin farkli dalga boylarinda
yaptig1 emilim, goriiniir aralikta (400-700 nm) gergeklestigi igin boyalar ve cisimler
renkli goriliirler (Laurent ve ark., 2010; Temesgen ve ark., 2018). Kromoforlar, enerji
degistirebilen atomik yapilardir. Alternatif tek ve ¢ift baglar yapmis olan atomlardan
olusmaktadirlar (Temesgen ve ark., 2018). Bitisik olarak bulunan atomlar ¢ift baga sahip
ise bu yapilara konjiige ¢ift baglar denmektedir ve yapida bulunan baglar birbirleri ile
etkilesim halinde bulunmaktadirlar. Kromofor yapisinda genellikle konjlige baglar
bulunur ve bu yapiya sahip olan kromofor yapilar1 daha etkili olarak ¢aligmaktadirlar.
Yapilarinda bulunan elektronlar1 aromatik bilesiklerde bulunan aril halka yapilarina
transfer ederek, enerji degisimine yol agmaktadirlar. Molekiillerde ki enerji degisimi de
absorbe edilen radyasyonun dalga boyunda degisiklige yol agmaktadir ve renklendirme

islemi gergeklesmektedir (Fessenden., 1990; Xiaojun ve ark., 2000).

Kromojenik molekiil yapisina oksokrom grubunun eklenmesiyle yapi, boyama
ozelligine sahip hale gelmektedir. Oksokromik gruplar ile boya yapilariin sabitlenmesi
gerceklesir Ve boyanin rengini degisebilmektedir. Oksokrom gruplari asidik (COOH, S03
ve OH) veya bazik (NH2, NHR ve NR>) 6zelliktedirler. Oksokromlar, boya yapilarinda

bulunan ve iyonize olmayan bilesiklere baglanan ama iyonize 6zellik gosteren gruplardir.



Baglandiklar1 bilesiklerin derinlesmesine ve yogunlagmasina sebep olurlar ve renk
arttirict olarak gorev yaparlar. Boya molekiillerinin geri kalan gruplari ise boyanin
ticlincii kismi1 olan matrisi olusturmaktadirlar. Bunun yani1 sira bir ¢ok endiistriyel boya
bozulmasi oldukga gii¢ olan karboksilik, amin ve azo gruplar1 gibi fonksiyonel gruplar
icermektedir. Boyalar, suda ve molekiiler yapisina uygun olan organik c¢oziiciilerde
¢oziinebilirler. Boyalar kendilerine karsi afinitesi olan substratlari renklendirmek icin

kullanirlar (Raman ve ark., 2016; Rauf ve ark., 2011; Kiernan., 2001).

Azo grubu iceren boyalar yani azo boyalar, en biiyiik organik boya ailesidir
(Chang ve ark., 2005). Azo boyalar arasinda en yaygin kullanilan gruplar; poliamid

(naylon, yiin ve ipek) ve proteinleri boyamak i¢in kullanilan asit boyalar; polyester ve

asetat gibi hidrofobik gruplar1 boyayan yayici boyalar ve pamuk, ipek, keten, kagit gibi
seliilozik substratlar1 boyayan reaktif boyalardir. Genel olarak azo boyalarin sentezi iki
asamada gerceklesmektedir. Ilk asamada; aromatik amin grubunun diazo bilesigine
doniistiiriilmesi gerceklesir. Bu asamaya diazotizasyon denir. fkinci asamasinda ise;
olusan diazo bilesigi; fenol, naftol, hos kokulu amin gibi bir bilesik ile birlestirilir ve azo

boya iiretimi gergeklesir (Talarposhti ve ark., 2001).

Boyar maddelerin etkinligi ve renklendirme verimi siklikla boya ve substrat
arasindaki afiniteye bagli olarak degigsmektedir. Substrat boyaya karsi uygulama
ortamindan daha fazla afinite gostermelidir ve boyada yiiksek sicakliga karsi direngli
olmahdir (Aspland., 1997). Pamuk, suni ipek, selofan, keten ve kagit gibi seliilozik
substratlar hidrofilik yapidadir ve bu yiizden hidrofilik boyalar tarafindan boyanir. Boya
tasarlanirken substratin suya maruz kaldiginda afiniteyi korumasi géz 6niine alinmalidir.
Ozellikle tekstil igin kullanilan boyalarda bu ayrinti olduk¢a &nemlidir. Seliilozik
polimerler i¢in kullanilan boyalar genellikle azo boyalar, reaktif boyalar ve direkt
boyalardir. Direkt boyalar, bir sabitleyici ajan gerektirmeden pamuk tiirevi substratlara
afinite gosterebilen ilk boyalardir (Mann., 1902; Baker., 1958). Proteinleri ve
poliamidleri boyamak i¢in kullanilan boyalar, substrat ile baglanmak icin polimer matrisi
iginde iyonik baglar olustururlar. poliamidler ve yiin, ipek ve deri gibi proteinler boyama
islemi gerceklestirirken pozitif yiik tasirlar yani katyon 6zellik gosterirler buna bagl
olarak da boyalar ise negatif yiik tasirlar yani anyonik 6zellik gosterirler. Ornek olarak
laboratuvarlarda protein boyama igin kullanilan Ponceau S boyasi1 verilebilir (Horobin.,
1982; Prento, 2001).



Boyalar 1856 tarihine kadar bitkilerden, agaglardan, likenlerden, sebzelerden
hatta boceklerden yani dogal kaynaklardan elde edilmistir. Boya yapimi i¢in gesitli
renklerde bitkiler kullanilmis ve ¢esitli yontemler denenmistir. Fakat giiniimiizde
kullanilan dogal kaynakli boya sayis1 oldukga azdir. Sebebi ise boya yapilarinin kararli
olmamasi ve basarili bigimde ayrilamamasidir. Bunlara bagli olarak ortaya sentetik boya
ihtiyaci ¢ikmistir ve ¢alismalar bunun iizerine yogunlagsmistir (Perkin ve Catlow, 1984;
Zollinger., 2003).

2.2. Sentetik Boyalar

Boyar maddeler yaklasik 4000 yila yakin stiredir kullanilmaktadir. Boyalar ilk
kullanimlarindan gliniimiize kadar gelen siirede son 150 yil harici dogal maddelerden
tiretilmekteydiler. Son yiizyilda ise sentetik boyanin kesfi ile birlikte boya endiistrisinde
koklii degisiklikler yasanmistir. ilk sentetik boya leylak rengindedir ve 1856 da William
Henry Perkin tarafindan Sitma hastaliginin tedavisinde kullanilan bir ilag olan Quinine'yi
sentezleme caligmalar1 sirasinda kesfedilmistir (Ponting ve ark., 1980;Perkin, 1984).
Sentetik boyanin diinya boya pazarlarinda ki hakimiyetine paralel olarak dogal boyalarin
Onemi azalmaya baslamistir. Giiniimiizde ise ticari olarak dogal boyalar sadece odun,
ipek, deri ve naylonlari siyaha boyamak i¢in kullanilmaktadir. Sentetik boyalar genelde
petrol tiirevi ya da toprak minerallerinden yapilmaktadirlar. Hidro veya yagli ¢oziiciilerde
coziinlirler. Endiistrilerde en ¢ok kullanilan sentetik boyalar azo boyalar ve reaktif
boyalardir. Sentetik boya c¢aligmalar1 komiir katrani ile yapilmaya baglamistir. Leylak
renginin iiretim yonteminden yola ¢ikilarak deneme yolu ile komiir katranindan 50 farkl
yeni boya bulunmustur (Barnett., 2007; Hunger., 2003). Sentetik boyalarin artmaya
baslamasiyla biyoloji biliminde de kendilerine yer bulmaya baslamislardir. 1884 yilinda

Hans Christian Gram kristal menekse boyasmin geri doniisiimii olmayan sekilde bazi
boyalar1 boyadigini fakat bazi boyalardan ¢ikabildigini kesfetmistir. Bununla birlikte

Gram boyama teknigi ortaya ¢ikmistir. Benzer sekilde Paul Ehrlich, metilen mavisinin
sinir hiicrelerini boyayabildigini fakat ¢evresindeki boyalar1 boyamadigini kesfetmistir.
Diinya genelinde bir yilda endiistriyel kullanim amagcli 7.107 ton sentetik boya iiretimi
gerceklesmektedir. Uretilen sentetik boyalarm %10’u atik sularla birlikte dogaya
atilmaktadir (Gurr., 1971).



2.3. Azo Boyalar

Azo boyalar giiniimiizde boya endiistrisinin en fazla iiretilen ve tiiketilen boyalar1
olarak ge¢mektedir. Boya pazarmin yaklasik % 70’ini olusturmaktadirlar. Bu boyalarin
iiretimi basit ve ucuzdur bu yiizden sikga tercih edilirler. Azo boyalar tekstil, bask1 ve
kagit tiretiminde kullanilan en 6nemli sentetik renklendiricilerdir (Shankarling ve ark.,
2017). Renk indeksi (CI) azo boyalari i¢in; Monoazolar 11000-19999, diazolar 20000-
29999, triazolar 30000-34999, poliazolar 35000-36999 seklinde siralanmaktadir (Giirses
ve ark., 2016).

Ik azo boya 1861°de Mene tarafindan anilin saris1 ismi ile ve 1863’de ise Martius
tarafindan bismark kahverengisi olarak iiretilmistir. Ticarilestirilen ilk azo boya, 1875
yilinda anilin ile m-fenilendiamin reaksiyonu sonucu olusan chrysoidinedir. M-
fenilendiamin yapisinda bulunan iki amino grubunun diazotizasyonunu takiben diamin
ile daha ¢ok oranda birlesmesi sonucu ilk diazo boyasinin yapisinda dnemli bir bilesen
olarak kullanilan bismark kahverengisi yani iki azo grubuna sahip boya elde edilmistir.
Daha sonra ise 4-siilfo-1-naftilaminin ve bisdiazotize benzidin birlesmesiyle diazo boyasi
olan kongo kirmizis1 bulundu. Kongo kirmizisinin kumasi direk olarak boyadig: goriildii
ve bu ylizden ilk direk boya olarak tanimlandi. Gilinlimiizde pH indikatorii olarak
kullanilmaktadir. Azo boyalara dair ilk patent ise 1880 yilinda alinmistir. Azo boyalarin
yapisinda bulunan nitrdz asit, anilin kullanilarak yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen
ilk reaktiflerden bir tanesidir (Morris ve Travis., 1992). Nitr6z asit ve arilaminler
arasindaki reaksiyonlar sonucu ara iiriin olarak olduk¢a 6nemli tirtinler elde edilir. Olusan
ara lrliniin fenoller ve arilaminler ile reaksiyonu giiniimiizde kullanilan ticari boyalarin

yarisindan fazlasini olugturmaktadir (Zhao ve ark., 2011).

Azo boyalar1 simetrik veya asimetrik alkil ya da aril radikallerinin birlestigi (N =
N) nitro grubundan olugmaktadir. Genel bir azo boya yapis1 Sekil 2.1°de gosterilmistir.
Boyanimn etkinligi, 6zellikleri ve rengi yapisinda bulunan kromofor ve oksokromlar

tarafindan belirlenmektedir (Benkhaya ve ark., 2017; Rauf ve ark., 2011).



Sekil 2.1: Azo boyalarin genel yapis1 (Benkhaya ve ark., 2020)
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Azo boyalarinda bulunan kromofor grubu Sekil 2.2’°de gosterildigi gibi genellikle
dogrusal olarak cizilir, fakat aslinda azo boyalar1 sentezlendikten sonra, yapida bulunan
azot atomlar1 ve aromatik halkalar arasindaki bag agilir. Boylelikle Sekil 2.3’de
goriildiigii gibi cis ve Sekil 2.4°de gortildigi gibi trans izomerler olusmus olur (Merino
ve Ribagorda., 2012). Ticari azo boyalar1 genelde trans formda bulunur. Azo grubunda
bulunan azot atomu ile metal iyonlar bag olusturarak, boyanin renk ve benzeri
ozelliklerinde farklilik elde edilebilir. Azo boyalarinda aromatik halka olarak genelde
benzen ya da naftalin kullanilir. Bunun yani sira bir heterosiklik halkada bulunur. Boya

yapisinda bulunan aromatik halkalar, hem renk hem de boyama 6zelliklerini belirleyen

cesitli halkalar igerir (Kiernan, 2001).

Sekil 2.2: Azo boya yapis1 dogrusal gosterimi
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Sekil 2.3: Azo boya yapisi cis formu

Sekil 2.4: Azo boya yapisi trans formu
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Sentetik azo boyalar (N = N) grubuna sahiptirler ve bu gruptan dolay1 kanserojen
ve bozulmaya kars1 direnglidirler (Chang ve Kuo., 2000). Genellikle, azo boyalar1 bir, iki,
lic veya daha fazla azo bagi igermektedirler. Bunun yani sira birgok kompleks aromatik
yapida icermektedirler. Azo boyalar kendi aralarinda sahip olduklar1 nitrojen bagi (N =
N) sayisina gore farkli isimlendirilmektedirler. Ornegin; monoazo boyalar bir azot
nitrojen bagi igerir, diazo boyalar iki (N = N) igerir, triazo boyalar ii¢ (N = N) bag1 igerir
ve poliazo boyalar tigten fazla (N = N) bag igerir. Sentetik azo boyalarda bulunan azo
grubu (N = N), aromatik ve hidroksiller (-OH), kloro (-CI), metil (CH3), nitro (-N0>),
amino (-NHz) ile karboksil (-COOH) ve siilfonik gruplar (-SOzH) ile birlikte kompleks
bir yap1 olusturmaktadir (Zollinger., 1991; Chang ve ark., 2005). Azo boyalar sahip
olduklar1 elektron ¢ekici gruplar sebebi ile ksenobiyotik boyalar olarak da
tanimlanabilmektedirler. Bunun yani sira dogada bozulmaya kars1 direncli olma sebepleri

olarak da yine elektron ¢ekici gruplar gosterilmektedir (Singh ve ark., 2015).

Azo boyalar giintimiizde tekstil, biyolojik arastirmalar, gida, endiistriyel, baski,
dovme, kozmetik ve klinik amaglar i¢in kullanilirlar (Ghodake ve ark., 2009).
Hidrofobisitelerine gore, azo boyalar esas olarak iki tiptir. Bunlar; bakteriyel hiicre
tarafindan alinan ve hiicre i¢inde indirgenen hidrofobik azo boyalar ve bakteri hiicresinin

disinda indirgenen hidrofilik olanlardir (Singh ve ark., 2015).

Azo boyalarin artimi i¢in simdiye dek ters ozmos, iyon degisimi, aktif karbon
adsorpsiyon, elektrokimyasal oksidasyon ve filtrasyon gibi kimyasal ve fiziksel
yontemler kullanilmistir. Ancak bu igslemler ¢ok pahalidir ve bozulmadan sonra amin
kalintilart liretimine yol agtig1 icin, karsinojenik ozellik gostermektedir. Bu yiizden
glinimiizde daha ¢ok biyolojik aritma yontemlerine odaklanilmaktadir (Chen ve ark.,
2006).

Mikrobiyal kokenli boya aritma yontemlerinden en eski olanlardan biride,
boyanin diger fiziksel adsorpsiyon mekanizmalarina benzer olan biyokiitle {izerine
absorbe edilmesidir. Adsorpsiyon sirasinda boyanin biokiitle iizerinde birikimi
sonucunda zamanla doygunluga erigsmesi sebebi ile bu yontem uzun siireli renk giderimi
icin uygun elverisli goriilmemektedir. Bakteriler sentetik azo boyalar1 anaerobik ve
acrobik kosullarda 6nemli bir diizeye kadar bozabilmektedir. Azorediiktaz, laktaz ve
peroksidaz gibi bakteriyel enzimler azo boyalar1 dnemli 6lgiide bozabilmektedir (Bras ve
ark., 2001).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1876107010001094#bib0165

Bakteriler Azo boya bozulmasini iki asamali olarak gerceklestirirler. ilk asamada,
boyalarin azo baginin (N = N) indirgenmesi yer almaktadir. Bu asamada genellikle
renksiz ve potansiyel olarak tehlikeli olan aromatik aminler ortaya ¢ikabilmektedir. Ikinci
asamada, birinci basamakta ortaya ¢ikan iirlinlerin yani aromatik aminlerin aerobik yada
anaerobik kosullar altinda bozulmas1 gergeklestirilir (Saratale ve ark., 2011). Anaerobik
kosullarda gerceklesen Azo boya bozulmasi Azorediiktaz enziminin yardimiyla
gerceklestirilmektedir. Ortaya ¢gikan ara metabolitler ayrica aerobik veya anaerobik olarak
degrede edilir (Chang ve ark., 2000; Chang, 2004). Oksijen varligi, genellikle azo bagi
azaltma aktivitesini inhibe eder, ¢ilinkii acrobik solunum, NADH kullanimina baskin
gelebilir; boylece NADH'den azo baglarina elektron transferini engeller (Chang ve ark.,
2004).

2.4. Azo Boyalarin Sentezlenmesi

Azo boyalarini olusturan temel yapilardan biri diazonyum iyonudur. Diazonyum
iyonlari, Sekil 2.5°de gosterildigi tlizere azot asidi olarak bilinen NaNO; ve HCl'den
yaklagik 0 °C'de iiretilir. Diazonyum iyonu bir fenol grubu ile ya da amin grubu ile
reaksiyona girerek azo grubunu olusturur. Diazonyum iyonlari, azot asidinin (NaNO2 ve
HCl'den) aromatik primer aminler lizerindeki yaklasitk 0 ° C'de etkisiyle dretilir

(Zollinger., 1961; Kiernan., 2001).

Sekil 2.5: Diazonyum iyonu sentezlenmesi
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Olusan diazonyum iyonlarmin bir¢ogu kararsiz halde bulunur ve bundan dolay1
sentezlendikten hemen sonra kullanilmalari gerekmektedir. Azo grup olustururken,
diazonyum iyonunda bulunan ug azot atomu hidrojeni fenol grubu ya da amin grubundan
uzaklastirir. Sonucunda da benzen diazonyum kloriir, dimetil amino benzen ile p-
dimetilamin azobenzen molekiilleri elde edilir (Zollinger., 1991). Azo grubu olusum
reaksiyonunda eger dimetilaminobenzen gibi aminler kullanilirsa, bu gruplar
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protonlanmamis baz gibi davranirken fenoller anyonlar olarak reaksiyona girer. Ortam
giiclii bir alkali ortam1 haline gelirken diazonyum iyonu da diazotat anyonuna dondisiir.
Olusan yeni diazotat iyonu birlesemez bu yiizden azo boyasinin sentezlenme reaksiyonu
uygun alkalinite ve asitlik arasinda bir pH degerinde gerceklestirilmelidir. Bunlara ek
olarak, renkli azo boyalar1 anlatilan mekanizmadan farkli mekanizmalarla da elde

edilebilir fakat ticari olarak en yaygin kullanilan yontem bu yontemdir (Kiernan., 2001).
2.5. Azo Boyalarin Cevreye EtKisi

Diinya genelinde farkli endiistrilerde renklendirme amaciyla kullanilmis yaklasik
50.000 ton atik boya olusmaktadir. Ozellikle tekstil endiistrisinde boyama islemleri
sirasinda kullanilan boyar maddenin yaklasik %151 serbestce ¢evreye salinmaktadir.
Yilda ortalama 2.8 x 10° ton boya atik sulardan tahliye edilmektedir Boyar maddeler suya
karistig1 zaman 1mg L™ konsantrasyonda bile etkileri goriilebilmektedir. Ozellikle tekstil
atik sularinda 10-20mg L™ konsantrasyonlarinda boya bulunabilmektedir. Boyar
maddeler suya karistiklar takdirde, dncelikle su rengine etki eder ve degistirirler boylece
su ortaminda gerceklesen fotosentez miktarini azaltirlar. Azalan fotosentezler beraber
suda bulunan ¢oziinmiis oksijen miktari azalmaya baslar ve buna paralel olarak da,
aerobik mikroorganizmalarin yerini anaerobik mikroorganizmalar alir. Anaerobik
mikroorganizmalarin su ortaminda artmasi da kotii koku olusumuna yol agabilir (AKsu ve

Cagatay., 2006; Kumar ve ark., 2006; Dixit ve Garg., 2018).

Azo boyalar dogada parcalanmaya karsi direngli yapilara sahiplerdir. Su
kaynaklar1 vasitas1 ile ekosisteme karisan boya atiklart ve yan iriinlerinin
toksik/mutajenik olmasi sonucunda birgok canli tiirii olumsuz etkilenmektedir. Tekstil
endiistrisinden olusan atik sularda ¢ok farkli kimyasallar bulunmaktadir ve bu sebeple
klasik aritim yontemleri yeterli gelmemektedir. Boyar madde igeren atik sularda yiiksek
konsantrasyonda boyar ve boya yan iriinleri, toplam organik karbon (TOK),
biyokimyasal oksijen ihtiyact (BOI), kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) ve askida kati
madde (AKM) vardir (Saratale ve ark., 2011). Bunun yani sira atik sularinda; biyolojik
olarak zor ayrigan organik maddeler, inhibitor bilesikler, adsorplanabilir klorlu bilesikler
ve tuzlar vardir (Sen ve Demirer., 2003; Kestioglu ve Yalili., 2006; Saratale ve ark.,
2009Db).

Azo boyalarin atik sular ile tath sularla karistig1 zaman atiklarda bulunan koloidal

maddeler suyun bulaniklik seviyesini degistirmektedir. Bununla birlikte suyun tuz

10



seviyesi de degisir ve hem insanlarin igmesi i¢in hem de tarimsal kullanim i¢in uygun
hale gelmektedir. Boyalarda yer alan krom (Cr) ve kiikiirt trioksit (SO3) sularda yasayan,
aritimda gorev alan mikroorganizmalar i¢in tehdit olusturmaktadirlar (Kemker, 2014;
Asamud ve ark., 2005). Nitrat, nitrit, nisasta ve siilfitlerin atiklardan dolay1 sudaki
miktarlarinin artmasi ile ¢6ziinmiis oksijen miktar1 da aniden azalir ve pH degeri degisir.
Buna bagli olarak boyar madde igeren atik sular tam aritilmadan sulama vb. kullanilirsa
bitkilerin klorofil igerigi de azalabilmektedir (Singh ve ark., 2015; Sweeny., 2015).
Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen raporlara gore sentetik azo boyalarinin topragi
erozyondan korumakta ve organik bitki Ortiisiiniin devamliligin1 saglamada gorev alan
onemli bitki tiirleri icinde toksik, kanserojen ve mutajenik etkisi oldugu saptanmistir.
Tiim bahsedilen nedenlere bagl olarak azo boyalar1 basta olmak {izere sentetik boya ve

bilesiklerini igeren atik sularin aritilmasi gerekmektedir (Ghodake ve ark., 2009).
2.6. Azo Boyalarin Toksisitesi

Azo boyalarinin g¢evreye salinmasi g¢evrebilimle ilgili diizen igin biiyiik tehdit
olusturmaktadir. Boyar maddelerin yaklagik %15 ‘inin boyama islemi sirasinda
kayboldugu ve bunun %50 - %75 kadarinin reaktif boya grubu oldugu bildirilmistir.
Ozellikle tekstil ve boya iiretim fabrikalarinin gideri sularin renklenmesine ve su
florasini/faunasini etkilemektedir. Boyar maddelerin insan sagligi {izerinde de ciddi yan
etkileri bulunmaktadir. Boya {iretim ve kullanim alanlarinda calisan isgilerle yapilan

aragtirmalarda, saflagtirilan azo boyalarin mutajenik ve kanserojen oldugu goriilmiistiir

(Chen ve ark., 2002).

Tsuboy ve ark. (2007), bir azo boya ¢esidi olan CI Dispers Blue 291 ile yaptiklari
caligmalar sonucunda boyanin ¢esitli mutajenik, sitotoksik ve genotoksik etkileri
oldugunu bildirdiler. Bu etkiler mikroniikleus olugsumunu indiiklemek, insan hepatom

hiicrelerinde DNAfragmentasyonu ve apoptotik indeksin arttirilmasi olarak gozlenmistir.

Shaul ve arkadaslari. (1991), yaptiklari ¢alismada 18 farkli azo boyast ile ¢alismig
ve 11 tanesinin nerdeyse hi¢ bozulmadan atik ¢amura gegtigini bildirmislerdir. Ayrica
dort tanesi ise ¢amur tarafindan adsorbe edilirken, ii¢ tanesinin biyolojik olarak
parcalandigin1 ve atik suya gectiklerini bildirmislerdir. 4'liniin aktif ¢amur tarafindan
adsorbe edildigini ve sadece 3'linilin biyolojik olarak pargalandigini ve bu maddelerin su
kiitlelerine salinmasina neden oldugunu bulmuslardir. Bazi azo boyalarin yapilan testler

sonucunda mutajenik oldugu bulunmustur fakat bazilar1 normalde mutajenik degilken,
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bagirsak florasinda veya memeliler tarafindan indirgendiginde mutajenik o&zellik
kazanabilmektedir (Chung, 1983). Azo boyalar1 direk ya da dolayli olarak agiz yoluyla
alindiktan sonra gastrointestinal sisteme aktarilir. Burada yer alan anaerobik
mikroorganizmalar, bagirsak duvarinda veya karacigerde azorediiktaz enzimi ile
metabolize edilirler. Yapilan ¢alismalara gore, mutajenik 6zellik gosteren azo boyalarinin
cogunun yapisal olarak p-fenilendiamin veya benzidin bilesiklerini igerdigi bildirilmistir
(Chung., 1978a; Chung., 1978b; Rosenkranz ve Giopmann., 1989). Benzidin bazli azo
boyalar oldukga yaygin olarak kullanilmaktadir. 1980 yillarinda deney hayvanlari ile ve
epidemiyolojik arastirmalar sonucunda benzidin bazli boyalarin mesane kanserine yol
actigi gorlilmiistiir. Benzer sekilde benzidine maruz birakilan sican, hemster ve
kopeklerle yapilan bir basla ¢alismada ise idrarlarinda kanserojen aromatik aminler, n-
asetilenmis tlirevleri ve 1-amino- naftalin (1-AN)‘e rastlanildigi bildirilmistir. Azo
boyalarda bulunan poliniikleer aromatik hidrokarbonlarin (PAH) oksidatif metabolizmasi
yiiksek miktarda elektrofilik oksidaz olusturup, DNA, RNA ve proteinlerde mutasyonlara
yol acabilirler. PAH’larin, baliklarin karaciger enzimlerinde kanser indiikleyici
metabolitleri arttirdig1 gdzlenmistir. Insanlar tarafindan tiiketilen balik ve kabuklu deniz
tirtinlerinde yiiksek miktarda birikme yapabilmektedir (Tarpley ve ark., 1980; Chung.,
1992).

Boyarmadde imalat Sanayinin Ekolojik ve Toksikoloji Dernegi (ETAD) tarafindan
yapilan bir aragtirmaya gore 4000 boya igerisinde %90’dan daha fazla oranda boya toksik
etki gdstermistir. Bu toksik etki 2 x 103 mg kg * iizerinde LD50 degerleri gdstermeleri
ile agiklanmistir. Ozellikle bazik ve direkt diazo boyalar1 bu grupta yer almaktadir
(Myslak ve ark., 1988;).

2.7. Azo Boyalarm Atik Sularda Renk Giderimi

Sucul ortamlarda 1 mg L™ konsantrasyonda farkli boyalar goriilebilmektedir.
Tekstil atik sularinda ise boya miktar1 10-200 mg L™ arasinda degisebilmektedir. Bu
miktarlara bagl olarak da boyasal icerikli atik sularinin toksisitesinin, diger endiistriyel
atik sulara gore daha toksin oldugunu anlasilmaktadir. Boyar maddeler iiretimlerinde
kullanilan kimyasallar 1s1, 151k, su ve yiikseltgeyici ajanlara kars1 boya 6zelligini korumak
icin oldukga direnclidir. Boya atiklar1 su yiizeylerinde estetik sorunlar olusturmaktadir ve
15181 niifuz etmesini ve oksijenin transferini engelleyerek sudaki canli yasamim

engellemektedir (Levine., 1991; Ganesh ve ark., 1994; O’Neill., 1999).

12


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830506001430#bib33
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0964830506001430#bib78

Azo boyalarimin ve bilesiklerin atik su kaynaklarindan aritimi i¢in birgok
fizikokimyasal ve biyolojik yontemler denenmistir. Fizikokimyasal yontemlerin yiiksek
miktarda enerji ihtiyaci tagimasi ve bir¢ok kimyasal kullanimiin yani sira boyalar
tamamen ortadan kaldiramadigi i¢in yeni bir kirlilik ortaya c¢ikarir ve karmasik
protokoller gerektirmektedir. Bunun yani sira mikrobiyal ve enzimatik renk giderimi ise
cevre dostu ve daha az kalint1 olusturan bir islemdir (Forgacs ve ark., 2004; Zhang ve
ark., 2004).

Renkli atik su tehlikesinin giderimi i¢in simdiye kadar birgok farkli yontem
uygulanmistir. Pihtilasma/flokiilasyon teknigi, ters ozmos, iyon degisimi, aktif karbon
adsorpsiyon, elektrokimyasal oksidasyon ve filtrasyon gibi kimyasal ve fiziksel
yontemler kullanilmigtir. Ancak bu islemler ¢ok pahalidir ve ara iriinler olarak
kanserojen aminlerin ortaya ¢ikmasina yol agarlar (Chen ve ark., 2005). Ayrica aritim
sonucu olarak yiiksek miktarda ¢amur veya ikincil atiklar ortaya ¢ikmaktadir ve bu
atiklarinda tekrardan giivenli bir sekilde ortadan kaldirilmalar1 gerekmektedir. Kullanilan
yontemlerin sonuglari ve kisitli olmalarindan dolay1 boya igeren atik sularin aritimi i¢in
biyolojik yontemler ve gelismis oksidasyon yontemleri yeni segenekler olarak
kullanilmaya baslamistir. Gelismis oksidasyon yonteminde, ortamda 1sinlanma kaynagi
var iken ya da yok iken, yiiksek oksitleme giiciine sahip hidrojen peroksit (H2O2) veya
fenton reaktifi gibi ajanlar kullanilarak aritim yapilir. Bu yontem ¢ogunlukla refrakter ve
tehlikeli kirleticilerin giderimi igin kullanilir ve OH radikali igerir (Vandevivere ve ark.,
1998).

Boya iiretim tesislerinin atik sularinda 0.6-0.8 g L boya bulunur. Oransal olarak
az olmasinin sebebi boyar maddelerin suda ¢6ziinmeye kars1 gosterdikleri direngtir. Bu
tarz boyalarin aritimi i¢in kullanilan fizikokimyasal yontemler olarak; adsorpsiyon,
kimyasal ¢okeltme, fotoliz, kimyasal oksidasyon ve indirgeme, elektrokimyasal aritma
gosterilebilir. Fiziksel yontemler olarak; filtrasyon, ters ozmos, pihtilagma/flokiilasyon ve
adsorpsiyon yaygin kullanilan yontemlerdir. Pihtilagsma-flokiilasyon yontemi genelde
kiikiirt ve dispers boyalarn aritiminda etkilidir. Yontem sonucu olarak yliksek hacimde
camur olusumu ve renk giderim kapasitesinin azligi bu yOntemin verimini
sinirlamaktadir. Adsorpsiyon yontemi genis yelpazede azo boya gesitlerinin aritimi i¢in
yiiksek verim gostermektedir. Yontemde kullanilacak olan adsorban se¢imi yapilirken
yiiksek afinite, hedef bilesikler i¢in kapasite ve yenilenme olasilig1 gibi 6zellikler géz
onilinde bulundurulmaktadir (Joshni ve Subramania, 2011). Aktif karbon (AC) ¢ogu azo
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boya i¢in etkin bir adsorban olmasina ragmen yiiksek maliyetinden 6tiirli yaygin olarak
kullanilamamaktadirlar. Aktif karbon yerine maliyeti diisiirmek amaciyla bentonit kili,
ucucu kiil, polimerik re¢ineler, iyon degistiriciler ve misir / misir kogani, misir saplari ve
bugday samani gibi farkli biyolojik malzeme kullanilabilmektedir. Bununla birlikte bu
malzemelerin kullanimi pratik uygulama ve yiliksek camur {retimi sebebi ile

kisitlanmaktadir (Robinson ve ark., 2001; Anjaneyulu ve ark . 2005).

Kimyasal aritma yontemlerinde ozon (Ogz), hidrojen peroksit (H20.) ve
permanganat (MnQs) gibi ¢esitli oksitleyici ajanlar kullanilarak boya molekiilleri
ayristirtlir. Ozonlama yonteminde Oz ile boya arasindaki yiiksek reaktivite, gaz halinden
dolay1r reaksiyon hacminde degisiklik olmamasi ve iyi renk giderme verimleri
sergilemektedir. Bununla birlikte kisa 6miir, daginik boyalara ve suda ¢6ziinmeyenlere
kars1 verimsizligi, diisiik KOI giderme kapasitesi ve yiiksek ozon maliyeti, bu teknigin
uygulamasii sinirlayict faktorlerdendir (Anjaneyulu ve ark., 2005). Elektrokimyasal
oksidasyon yontemin organik bilesiklerin pargalanmasi ve gevreye zarar vermeyen yan
iriin olusumu i¢in ¢ok etkili bir yontemdir. Ancak yiiksek elektrik maliyeti kullanimi

simirlandirmaktadir (Ogutveren ve Kaparal, 1994).

Biyolojik aritma yontemleri fiziksel/kimyasal yontemlere gore daha avantajli ve
one cikan bir yontemdir. Aritim verimi, uygulanma alaninin genisligi ve ¢evre dostu
olmasi1 6ne ¢ikmasina neden olan 6zellikleridir. Biyolojik aritmada, diger yontemlerde
ortaya ¢ikan ¢amur sorunu ve ikincil kirlilik olusturmamaktadir. Biyolojik aritimin en
bliyiilk sorunu uygulama siirecinin yavas olmasidir. Cesitli mikroorganizmalar
kullanilarak gerceklestirilen pargalanma siireclerine Biyodegradasyon denmektedir. Azo
boyalarinin renk giderimi farkli bakteri tiirleri tarafindan anaerobik (metanojenik),
aerobik veya anoksik kosullar altinda gerceklestirilir. Bakteriyel renk giderimi da ilk
asama olarak (N—N) bagi indirgeyici olarak yarilir (Al-Kdasi ve ark., 2004; VVandevivere
ve ark., 1998). Yapilan arastirmalarda insan derisinde yasayan bazi bakterilerin de azo
boyalarin1t metabolize edebildikleri bildirilmistir. Fakat insan derisi bakterilerinin
boyalari renklendirme yetenegini arastirlmamigtir (Stingley ve ark., 2010). Yontemin
uygulanmasinda genelde mikroorganizmalar kullanilmaktadir fakat bitki 1slah ¢caligmalari
da gelistirilmektedir. Phragmites australis bitkisi ile yapilan ¢alismalar sonucunda
turuncu 7 boyasinin %68 oraninda renk giderimi saglanmasi bu konuda umut vadedici

olmustur (Davies ve ark., 2009; Kagalkar ve ark., 2009).
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2.8. Boyalarm Renk Giderimi ve Etkileyen Faktorler

Boyar madde igeren tekstil atik sularinin biyolojik aritimin verimi gesitli fiziksel,
kimyasal ve biyolojik faktdrlere baglidir. Ozellikle sicaklik, pH, oksijen miktar1, boyanin
kimyasal yapisi, boyanin konsantrasyonu, elektron donérleri ve mikrobiyal ¢esitlilik renk

giderimini etkileyen parametrelerin baginda gelmektedir.
2.8.1. Oksijenin Etkileri

Tekstil atik sularinin aritimi i¢in en 6nemli parametrelerden biri oksijendir. Bunun
sebebi oksijenin hem mikroorganizmalarin hiicre biiylimesine etki edebilmesi hem de
boya miktarinin azaltilmasi iizerine etkisi olabilmesidir (Chang ve ark., 2004). Biyolojik
aritimda gorev alan mikroorganizmalarin fizyolojik aktivitelerine etki ederek hiicre
biiylimesinde rol alir. Boya miktarinin azaltilmasinda ise; sahip oldugu yiiksek redoks
potansiyelinden dolay81 aerobik ortamda boya indirgenmesini engelleyebilir. Bunun
sebebi, serbest kalan elektronlarin azo boyasi yerine oksijeni tercih etmesidir. Dolayisiyla
etkin bir biyolojik giderim i¢in havalandirma islemlerinin azaltilmasi gereklidir (Chang
ve ark., 2005).

2.8.2. Sicakhigm Etkileri

Biyolojik yontemlerle renk giderimi sicakliktan direk etkilenen bir islemdir ¢linkii
ariimda gorev  alan  mikroorganizmalarin  aktiviteleri  belirli  sicakliklarda
gergeklesmektedir. Mikroorganizmalarm verimli bir sekilde aritim yapabilmesi igin
gereken uygun sicaklik genellikle 30-45 °C arasindadir. Sicakligin degerinin ayarlanmasi
kadar sicaklik degerinin sabit tutulmasi da onemlidir. Sicaklikta gergeklesecek olan
degisiklikler direk olarak aktivasyon oranina etki eder. Buna bagl olaraktan biiyiime
orani, reaksiyon mekanizmalar1 ve biyokiitle verimi degisebilir. Yiiksek sicaklik azo
rediiktaz enziminin denatiirasyonuna yol ag¢tigi icin renk giderimi verimini
diistirebilmektedir (Chang ve ark., 2001; Lade ve ark., 2012).

2.8.3. pH Degisiminin Etkileri

Atik sularin renk giderimi i¢in pH etkili parametrelerden biridir. Simdiye kadar
yapilan ¢aligmalarda, renk giderimi i¢in ideal pH degerlerinin nétr ve hafif alkali pH
degerleri oldugu bildirilmistir. Renk giderim da uygun deger pH olarak 6.0 ile 10.0 deger
aralig1 belirtilmektedir. Azo boyalarinin aritimi sirasinda ortamin pH degeri artabilir.

Bunun sebebi; azo baginin kirilmasi sonrasinda ortamda bazik aromatik aminlerin ortaya
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¢ikmasidir. Aritim i¢in kullanilan mikroorganizma da uygun pH degerinin
belirlenmesinde etkilidir. Ornegin; Citrobacter sp.CK13 susu icin hem kuvvetli asidik
ortamda (pH: 4.0) hem de kuvvetli bazik ortamda (pH: 12.0) reaktif kirmizi 190 boyasini
yiiksek  verimle dekolarize edebilmektedir. Biyolojik aritimda gorev alan
mikroorganizmanin genis pH araliginda ¢alisabilmesi, aritim verimini arttiracagi igin

oldukg¢a 6nemlidir (Wang ve ark., 2008; Chen ve ark., 2002; Guo ve ark., 2015).
2.8.4. Konsantrasyonun Etkileri

Boyar maddelerin aritim verimi, boya konsantrasyonunun artmasi ile orantili
olarak azalmaktadir. Ortamda ki boya miktar1 / hiicre oraninin yetersiz olmasina bagl
olarak boyanin toksik etkisi artmaktadir. Buna ek olarak boya miktar1 arttik¢a, boyanin
aritim siireside artmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda 1-10 uM konsantrasyona
sahip boyalarin renk gideriminin, 30 uM konsantrasyona kiyasla daha verimli
gercgeklestirildigi bildirilmistir. Bagka bir ¢caligsmada ise tek bir bakteri tiirii yerine karigik
bakteri kiiltiirleri kullanildiginda sinerjistik etkiyle yogunlasma yiiksek olsa da toksin
etkinin azalabilecegi bildirilmistir (Jadhav ve ark.,2018; Sani ve Banerjee., 1999).

2.8.5. Boya Yapisimin Etkileri

Atik sularda bulunan azo boyalarinin molekiiler yapilar1 ve sahip olduklar
fonksiyonel gruplar hem renk giderim verimini hem de renk giderim yontemini 6nemli
oranda etkilemektedir. Molekiiler yapis1 basit olan ve diisiik molekiiler agirligi olan
boyalarin renk giderimi daha kolay gerceklestirilmektedir. Yapisinda hidroksil veya
amino fonksiyonel gruplar1 bulunan boyalar metil, metoksi, siilfo ya da nitro gruplarini
bulunduranlara gére daha kolay bozulmaktadirlar. Benzer sekilde, yapisinda SOsH ve -
SO2NH: gibi elektron ¢ekici fonksiyonel grubu bulunduran boyalar bozulmaya kars1 daha
direnglidirler. Buna bagli olarak siilfatlanmis grup bulunduran azo boyalarinin
karboksillenmis grup bulunduranlara gore bozulmaya daha direngli oldugu
goriilmektedir. Monoazo boya grubu diazo ve triazo boya gruplarina kars1 daha kolay
bozuna bilmektedir. Asit yapidaki azo boyalar i¢erdikleri siilfat gruplarina bagl olarak
diisiik verimli renk giderim oranina sahiptir. Ayrica reaktif azo boyalarda diisiik verimli

renk giderimi orani sergiler (Hsueh ve ark., 2009).
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2.9. Biyosorpsiyon

Boyar maddelerin atik sulardan aritiminda klasik yontemlerin yani sira ¢evre ile dost
olan biyoteknolojik yontemler kullanilmaya baslamistir. Renkli atik sularin aritiminda
adsorpsiyon sik¢a kullanilan yontemlerdendir. En etkin alternatif adsorpsiyon kaynagi
olarak canli hiicreler (bakteri, alg, maya, fungus vb.) ile cansiz mikrobiyal kiitle
kullanilmaktadir. Canli hiicreler kullanilarak boyalarin biyolojik parcalanmasi yani
biyodegradasyon denmektedir. Cansiz yani 6lii hiicreler ile yapilan aritim ise, mikrobiyal
kiitle iizerine boyanin adsorbsiyonu olarak gerceklestirilen biyosorpiyondur. Her iki
yontemde de mikroorganizmalar kullanilmasina ragmen, son yillarda biyosorpsiyon daha
on plana ¢ikmaktadir. Bunun en biiyiik sebeplerinden biri; biyodegradasyonda aritim
performansi mikrobiyal toplulugun iireme siirekliligine ve ¢evresel kosullarin degisimine
bagl olmasindan kaynaklanan istikrar problemidir. Olii mikroorganizmalar, canl
mikroorganizmalara kiyasla daha yiiksek ve daha kisa siirede biyosorpsiyon
gerceklestirebilmektedir.  Ustelik  siirdiiriilebilir ~ ve  depolanabilir  6zellik
gostermektedirler. Boyar maddelerin 6lii bakteri, maya ve alglerin mikrobiyal kiitlesi
tarafindan aritiminda 6nemli olan nokta boyanin kimyasal yapist ve biyokiitlenin spesifik
kimyas1 arasindaki etkilesimdir (Volensky ve Holan., 1995; Aryal ve Liakopoulou-
Kyriakides,2015 ; Crini ve Lichtfouse., 2019).

2.10. Biyodegradasyon

Biyodegradasyon, kimyasal bilesiklerin biyolojik olarak pargalanma siirecine
denmektedir. Organik maddeler mikroorganizmalar tarafindan daha kii¢iik bilesiklere
ayrilir. Bu siirece mineralizasyon da denmektedir. Biyodegradasyon metabolik ya da
enzimatik mekanizmalarla gerceklestirilir. Temelde iki slire¢ yer almaktadir; biiyiime
stireci ve metabolizma siireci. Biiylime siirecinde pargalanacak olan organik maddeler
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilir ve organik kirletici tamamen bozunur yani
mineralizasyon gerceklestirilir. Metabolizma siirecinde ise karbon ve enerji kaynagi
olarak kullanilan biliylime substratin metabolize edilmesidir. Biyodegradasyon islemi
bakteri, mantar, mayalar, actinomycetes, alg ve bitkiler tarafindan gerceklestirilmektedir.
Mikroorganizma ve organik maddeye gore degisse de genelde biyodegradasyon olayinin
son lirlinii karbondioksit olarak bilinmektedir. Bozunma siiregleri aerobik veya anaerobik
kosullar altinda gézlenebilmektedir. .Biyodegradasyon ile boyalarin bozunmasinda en

onemli basar 6lgiitii, boya yapisina uygun mikroorganizmanin se¢imidir (Machado ve
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ark., 2006; Daneshvar ve ark., 2007; Kagalkar ve ark., 2009). Azo boya yapisinda yer
alan benzen vb. aromatik bilesikler yiiksek bir negatif rezonans enerjisine sahiptir.
Mikroorganizmalar, genellikle bakteriler, ise bu bilesikleri aerobik ya da anaerobik
kosullarda bozabilen enzimleri iiretebilme kabiliyetine sahiptir (Gibson ve Subramanian.,
1984, Schink., 2008). Aerobik bozulmada baslangicta aromatik halka diger fonksiyonel
grupta yer alan hidroksil gruplari ile yer degistirir ve daha sonra iki oksijen atomu dahil
edilerek yarilma ile devam eder. Bu reaksiyonlar hidroksilazlar ve oksijenazlar tarafindan

yiritilir (Heider ve Fuchs., 1997).
2.11. Bakteriyel Biyodegradasyon

Cevresel atiklarin bakteri metabolizmasi kullanilarak biyodegradasyonu son
yillarda oldukga popiiler hale gelmistir ve bir¢cok ¢alismaya konu olmustur. Hidrokarbon
yapida ki atiklarin aritiminda en ¢ok kullanilan mikroorganizmalar bakterilerdir. Bazi
bakterilerin sadece hidrokarbon ile beslendigi bildirilmistir. Bakteriler hem aerobik hem
de anaerobik kosullar altinda hidrokarbonlar1 pargalayabilmektedir. Bacillus,
Corynebacterium,  Staphylococcus,  Streptococcus,  Shigella,  Alcaligenes,
Acinetobacter, Escherichia, Klebsiella, Enterobacter ve Bacillus tiirleri Kafilzadeh ve
ark. tarafindan hidrokarbonlar1 pargalayabilen en basarili on cins bakteri olarak rapor
edilmigtir. Bunun yami sira aromatik hidrokarbonlar1 en iyi sekilde parcalayabilen
bakterilerin topraktan izole edilen ve gram negatif Pseudomonas cinsi oldugu
belirtilmistir (Hsu ve ark., 2012; Telke ve ark., 2015).

Bakterilerin bir¢ogu organik c¢evresel kirleticileri metabolize edip renk giderimi
yapabilse de, tek tiir bakteriler atiklarin tamamin1 pargalayabilecek enzimatik sistemlere
sahip olamayabilirler. Bundan dolay1 birden fazla cinsten olusan karma mikrobiyal
koloniler olduk¢a giiclii bozunma potansiyeline sahip olabilmekte ve organik atiklart
tamamen pargalayabilmektedir. Azo boyalarinin bakteriyel degredasyonu ile aritimi
tizerine literatiirde bir¢ok ¢alisma bildirilmistir. Bakteriler acrobik ve anaerobik kosullar
altinda azo boyalarini bozabilmektedir buna karsin en verimli bozunma kosulu olarak
anaerobik sartlarin  oldugu da bildirilmistir. Ayrica anaerobik kosullarda
biyodegradasyonda karsinojenik 6zellige sahip olan aromatik aminlerin ortaya ¢ikabildigi
bunun giderimi i¢inde ilave aerobik yontemler kullanilabilecegi bildirilmistir. Anaerobik
ve aerobik yontemlerin kombine kullanimima 6rnek olarak Chaube ve ark. tarafindan

Proteus sp. , Pseudomonas sp. ve Enterococcus sp. suslarinin beraber kullanimi
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bildirilmistir. (Chang ve ark., 2000; Chen ve ark., 1999; Kalyani ve ark., 2012; Lu ve
Liu, 2010). Azo boyalarin bozunmasinda gorev alan bakteri suslarinin bir¢ogunda
boyama islemi i¢in kullanilan tuz konsantrasyonlarina kars1 duyarlilik vardir. Duyarlilik
sebebi ile bakteriyel biiyiime ve aktivite sinirlanabilmektedir. Son yillarda tuz toleransina
kars1 dayanikli ve verimli bakterilerin kesfi ile bu problemin 6niine gegmek i¢in etkili bir
strateji gelistirilmesine olanak saglanmaktadir (Ozturk ve Abdullah., 2000; Pinheiro ve
ark., 2004). Bazi bakteriyel tiirlerin ise, renk giderimi sirasinda olusan aktif ¢amurun
cokelme Ozelliklerini etkileyebilecek olan kopiik olusumuna yardimci olarak veya belirli
bir kirleticinin ¢ikarilmasindan sorumlu mikroorganizma popiilasyonlarini baskilayarak,
aritma sistemine zarar verebildigi bildirilmektedir. Aritim proseslerinde kopiik olusumu
genellikle ipliksi bakterilerin asir1 biiylimesinden kaynaklanmaktadir (Nielsen ve ark.,
2002; Fu ve ark., 2001).

Bakteriler azo boya bozulmasini iki asamali olarak gergeklestirirler. Azo baginin
(N=N) indirgeyici yarilmasi, azo boyalarinin bakteriyel bozunmasinin ilk adimidir. Azo
boyalarinin renklerinin giderilmesi, farkli trotepe noktasi bakteri gruplar1 tarafindan
anaerobik (metanojenik), anoksik ve aerobik kosullar altinda meydana gelir. Bu asamada
genellikle renksiz ve potansiyel olarak tehlikeli olan aromatik aminler ortaya
cikabilmektedir (Chang ve Kuo, 2000; Van der Zee ve Villaverde, 2005). ikinci asamada,
birinci basamakta ortaya ¢ikan iiriinlerin yani aromatik aminlerin aerobik yada anaerobik
kosullar altinda bozulmasi gergeklestirilir. Anaerobik kosullarda gergeklesen azo boya
bozulmasi azorediiktaz enziminin yardimiyla gergeklestirilmektedir. Oksijen varligi,
genellikle azo bagi azaltma aktivitesini inhibe eder, ¢iinkii aerobik solunum, NADH
kullanimina baskin gelebilir; bdylece NADH'den azo baglarina elektron transferini
engeller (Singh ve ark., 2015). Bakteriyel boya aritma yontemlerinden biride, boyanin
diger fiziksel adsorpsiyon mekanizmalarina benzer olan biyokiitle {izerine absorbe
edilmesidir. Adsorpsiyon sirasinda boyanin biyokiitle iizerinde birikimi sonucunda
zamanla doygunluga erismesi sebebi ile bu yontem uzun siireli renk giderimi i¢in uygun
elverisli goriilmemektedir. Azo boyalarinin biyolojik renk giderimu siilfit gibi biyojenik
indirgeyicilerle tamamen kimyasal reaksiyonlardan da kaynaklanabilir. Bu Azo boya
indirgeme mekanizmalarmin, antrakinon-siilfonat (AQS) ve antrakinon-disiilfonat gibi
birgok redoks aracili bilesigin eklenmesiyle biiylik Olciide hizlandigi gosterilmistir
(Saratale ve ark., 2011; Bras ve ark., 2001).
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2.11.1. Anaerobik Kosullar Altinda Renk Giderimi

Azo boyalarin renk giderimi i¢in anaerobik bakteri kiiltiirlerinin kullanimi igin
caligmalara 1970’lerde baslanmistir. Walker ve Rayan. (1971), yaptiklar1 ¢alismada
bagirsakta bulunan anaerobik bakterileri kullanarak azo boyalarin anaerobik kosullarda
renk giderimini bildirmislerdir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda da reaktif azo boyalarin
anaerobik bakterilerce bozuldugu bildirilmistir. Anaerobik renki gideriminde boya
yapisinda bulunan kromojen yapisi etkin bir bigimde degistirilerek renkleri giderilmesine
ragmen tiim boyalar anaerobik renk giderimine kars1 duyarh degildir (Singh ve ark., 2007,
Chinrelkitvanich ve ark., 2000; Walker ve Ryan., 1971). Anaerobik kosullar altinda renk
giderimi genellikle metanojenik ve asetojenik bakteri gruplarinin birlikte ¢aligmasi ile
gerceklesmektedir. Renk gideriminin ger¢eklesmesi i¢in enerji kaynagina yani karbon
kaynagina ihtiya¢ duyulmaktadir. Karbon/enerji kaynagi olarak genellikle glukoz, asetat,
nisasta ve etanol gibi basit yapili substratlar tercih edilmektedir (Yoo ve ark., 2001). Azo
boyalarinin renk gideriminde goérev alan bakterilerin ¢ogu anaerobik kosullar altinda
enzimler araciligi ile boya yapisinda bulunan ve yiiksek elektrofilik 6zellikte olan azo
baglarini azaltir. Anaerobik kosullarda renk giderimi, notr pH degerinde gerceklesir ve
diisitk molekiil agirlikli redoks mediatorleri kullanildigr i¢in son derece etkili ve diisiik
maliyetli bir yontemdir. Bu islemlerde zorunlu ve fakiiltatif anaerobik bakteriler
kullanilir. Eubacterium sp. , Butyvidbio veya Bacteroides sp. bakterileri anaerobik
kosullarda azo boyalarin renk gideriminde kullanilabilen suslar olarak literatiirde
gegmektedirler. Anaerobik azo boya renk giderimunun en biiylik dezavantaji ise redoks
tepkimeleri sirasinda olusan aromatik aminlerin daha fazla anaerobik bozulmaya karsi

inat¢1 olmasidir (Hitz ve ark., 1978);( Vander ve ark., 2003);( Keck ve ark., 1997).

Anaerobik bakteriler tarafindan azo boyalarin indirgenmesi ii¢ farkli mekanizma
ile gerceklesir. Dogrudan enzimatik indirgeme ve dolayli/aracili indirgeme
mekanizmalar1 enzim kofaktorleri ve elektron tasiyicilari tarafindan katalizlenmektedir.
Kimyasal indirgeme mekanizmasinda ise siilfit gibi indirgeyiciler ile kimyasal
reaksiyonla tarafindan gergeklestirilir. Siilfatlanmis azo boyalarinin bakteriler tarafindan
anaerobik kosullarda renk giderimunda azorediiktaz enzimi kullanilmaktadir. Kullanilan
azorediiktaz enzimi bakterilerin metabolizmasi tarafindan tiretilir, hiicre disina salgilanir.
Bunun yani sira oksijene karsi duyarlidir (Rafii ve Cerniglia., 1995; Kasper ve
Wuhrmann., 1978). Flavin adenin diniikleotit dehidrojenaz enzimi de azo boyalarin
gideriminde kullanilan ve nitroaromatik bilesikleri azaltan bir diger bakteriyel enzimdir.
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Hiicre disina salinan enzimlerin aktivitesi igin NADH gerekli oldugu bildirilmistir. .Azo
boyalarinin renk gideriminde goérev alan bakterilerin ¢ogu anaerobik kosullar altinda
enzimler araciligi ile boya yapisinda bulunan ve yiiksek elektrofilik 6zellikte olan azo
baglarin1 azaltir (Chinwetkitvanich ve ark., 2000; Willetts ve ark., 2000; Talarposhti ve
ark., 2001; Yoo ve ark., 2001; Isik ve Sponza., 2005a; Van der Zee ve Villaverde.,
2005).

2.11.2. Azorediiktaz Enzimi

Azorediiktaz (EC 1.7.1.6), azo boyalarin renklerinin giderilmesi ve boyalarin
bozulmasi i¢in boya bozucu bakterilerde ve mantarlarda eksprese edilen baslica enzim
grubudur (Pandey ve ark., 2007). Bu grupta yer alan enzimler flavoproteinler yapi
ozelligine sahiptirler. Flavoproteinler ise yapisinda riboflavanin niikleik asitlerini yani
flavin adenin diniikleotidi (FAD) ya da flavin mono niikleotidi (FMN) igeren
proteinlerdir. Bu protein ailesinin yaklasgtk 90 tanesi insan genomunda
kodlanabilmektedir. Flavoproteinler %90'1 redoks reaksiyonlar1 gergeklestirmektedir ve
diger %10'u ise transferazlar, liyazlar, izomerazlar ve ligazlardir (Lienhart ve ark. ,2013).
Son yillarda azorediiktaz iireten bakteri suslari olarak; Xenophilus azovorans KF46F,
Pigmentiphaga bullae K24, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Bacillus sp. OY1-2 ve Rhodobacter sphaeroides bildirilmistir (Nakanishi ve ark.,
2001; Blumel ve ark., 2002; Blumel ve Stolz., 2003). Azorediiktazlar bakterilerde hiicre
zarinin i¢inde sitoplazmik olarak veya hiicre disindaki bdlgelerde membranda
bulunmaktadirlar. Azorediiktaz enzimi, azo boyalarin1 degrede ederek renksiz aminlerin
olusumunda rol oynamaktadir. Olusan renksiz aminlerin bazilar1 toksin 6zellige sahip
olabilmektedir. Redoks reaksiyonlar ile gergeklestirilen azorediiktaz aracili renk giderim
isleminde enzim, elektron vericisi olarak NADH (nikotinamid adenin diniikleotit) ve
FADH gibi diisiik molekiil agirligina sahip molekiilleri kullanmaktadir (Solis ve ark.,
2012). Azorediiktazlar ii¢ temel gruba ayrilir ve ayirim igin kullandiklart koenzimlere
bakilmaktadir. Yani sadece koenzim olarak sadece NADH kullananlar, sadece
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) kullananlar ve NADH ile NADPH
kullananlar olarak ayrilirlar (Chen., 2006). Azorediiktaz enzimleri daha once
bahsedildigi gibi sitoplazmik enzimler ya da membranda bulunabilen enzimlerdir.
Sitoplazmik azorediiktazlar hiicre membranlarindan difiizyonu zordur dolayisiyla

karmasik yapiya sahip olan bazi azo boyalarmi verimli olarak dekolarize edemedikleri
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bilinmektedir. Buna ragmen g¢ogu azo boyanin renk gideriminde basarili olarak
kullanilabilmektedirler. Enzim renk gideriminde baslarken azo bagini (N=N) ayirarak her
asamada iki elektronu azo boyasina aktarir. Boylece azo boyasi elektron alicis1 gibi
davranir ve renksiz bir ¢ozelti elde edilir. Elde edilen ¢6zeltide ise toksin ve aromatik
ozellikteki aminler bulunmaktadir (Gingell ve Walker., 1971; Kudlich ve ark., 1997).

Anaerobik kosullar altinda membranlara bagl olarak konumlanan azorediiktaz
enzimleri, elektronlarin git-gel yapabilmesi i¢in redoks aracisi kullanirlar. Bu araci
molekiiller genelde antrakinoniilfonatlar gibi kullanilan substratlarin metabolitleridir.
Membranda bagli redoks aracisi kullanan azorediiktaz enzimlerin ¢alisma mekanizmasi
ile sitoplazmik azorediiktazlarin mekanizmasi birbirinden farklidir. Siilfatlanmamis
yapida ki azo boyalar1 sitoplazmik azorediiktazlar tarafindan bozunur. Bu azorediiktazlar
hiicre membranindan igeri girebilmektedir. Buna ilave olarak azorediiktaz enzimi
anaerobik kosullar altinda daha verimli ¢alismaktadir ¢linkii enzim oksijene duyarlidir.
Eger ortamda oksijenle temas ederse azo boyasi yerine redoks aracisina baglanir ve
ortamdaki azo boyanin bozunma orani azalir (Lienhart ve ark., 2013; Singh ve ark., 2015).
Azorediiktaz enzimleri cogu azo boyay1 pargalayabilse de, enzim aktivitesine kars1 direng
gosteren boya cesitleri de mevcuttur. Bundan dolayi etkili biyolojik aritim i¢in biiyiik
substratlara kars1 spesifite gosteren azorediiktazlar liretebilen mikroorganizmalari tercih
etmek gerekmektedir. Cogu azo boya yapisinda siilfonat grubu bulunmasindan dolayi
molekiiler agirhigr yiiksektir ve mikroorganizmalarin hiicre zarindan gegemezler.
Dolayisiyla boyalarin bozulma verimi hiicre i¢i alinim miktarindan bagimsizdir.
Azorediiktaz enzimleri hiicre i¢i ya da hiicre dis1 faaliyet gosterebilen enzimlerdir. Boya
yapisinda stilfat varsa hiicre i¢ine giremeyecegi i¢in hiicre dis1 enzim aktivitesi gézlenir.
Redoks bilesiklerinin araciligi ile membranda bagl azorediiktaz yapisi ile sitoplazmik
yani hiicre i¢i azorediiktaz aktivitesi farklidir. Hiicre siipernatantinda azo boyalarin
giderimi kimyasal redoks reaksiyonudur. Bu reaksiyon Sekil 2.6’da hiicre iginde
sentezlenen ve sitoplazmaya salinan dehidrojenaz olarak caligabilen azorediiktaz enzimi
tarafindan yiiriitilir (Russn ve ark., 2000; Chacko ve Subramaniam., 2011; Keck ve
ark., 1997).
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Sekil 2.6: Azorediiktaz enzimi ve reaksiyonlar1 (Shrabana Sarkar ve ark., 2017)
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2.11.3. Lakkaz Enzimi

Lakkaz enzimi, ¢ok bakirli oksidaz protein ailesindendir ve ¢ok bakirli oksidazlar
(PPO) olarak adlandirilirlar (Kalyani ve ark., 2012). 2006 yilinda yapilan bir ¢alisma ile
tekstil atik sularinda renk giderimi yaptiklart kesfedilmistir. Substrata 6zgiin olmayan
oksidasyon kapasitesi ve kofaktorlere ihtiyag duymamasi 6nemli 6zellikleri barindirdigi
icin renk giderim islemleri igin sikga tercih edilmektedir. Lakkaz enzimleri elektron
alicist olarak molekiiler oksijeni kullanmazlar ve toksik etkisi bulunan hidrojen peroksit
ihtiyact duymazlar (Giardina ve ark., 2010; Telke ve ark., 2015; Kalyani ve ark., 2012).
Lakkaz enzimi her boya i¢in olmasa da bazi boyalarin renk giderimi i¢in 2,2-casino-bis-
3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit (ABTS) gibi molekiilleri redoks aracisi olarak
kullanabilirler ve elektron transfer asamasinda yardim alirlar (Wong ve Yu., 1999).
Lakkaz enzimleri en ¢ok mantar ve bitkilerden elde edilir. Bunun yani sira az da olsa
lakkaz tiretimi igin kullanilan bakteriler de bulunmaktadir. Mantarlardan elde edilen
lakkazlarin , yiiksek sicaklik ve alkali durumda kararsiz olmas1 6nemli bir dezavantajdir

ve bu nedenle endiistriyel kullanimlarla sinirlidir (Guan ve ark., 2014).
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Lakkaz enzimi izoenzimlerden olusmaktadir. Enzimi olusturan monomerler 50-
100 kDa molekiiler agirliga sahiptirler. Enzim yapisinda protein kisim haricinde bir de
protein kismma kovalent baglanmis olan karbonhidratlarda bulunmaktadir.
Karbonhidratlar enzimin toplam kiitlesinin yaklagik %45°ini olusturabilmektedir ve
enzim yapisina kararlilik saglamaktadirlar. Lakkaz enzimlerinin katalitik aktiviteleri igin
bakir atomlarina ihtiyaglar1 vardir ve bir aktif lakkaz enzimi igin dort bakir atomu
gereklidir. Bakirlar enzim {izerinde bulunan 6zel bolgelere baglanirlar ve enzimde yer
alan bu bolgeler korunurlar (Demiralp ve ark., 2015). Lakkaz enzimleri substratlara kars1
daha az spesifite gosterir ve atik sularda cesitli ksenobiyotikleri ayristirmak i¢in idealdir.
Enzim, oksijen varliginda anilin ve fenol gibi aromatik molekiilleri oksitler. Yapilan
caligmalarda azorediiktaz ve lakkaz ayni anda kullanildigi takdirde maksimum renk

giderim veriminin ve detoksifikasyonun elde edildigi bildirilmistir (Wong ve ark., 2012).
2.11.4. Aerobik Kosullar Altinda Renk giderim

Aerobik kosullar altinda bakteriyel azo boya giderimi son yillarda kullanilmaya
baslamistir. Bakteriler boyar maddeleri biiyiime substrati olarak kullanamazlar bu yiizden
disaridan karbon kaynagina ihtiyag duyarlar. P. Aeruginosa susu azo boyalarda bulunan
(N=N) baglarimi indirgeyerek ayirir ve ortaya ¢ikan aminleri hem enerji hem de karbon
kaynagi olarak kullanirlar (Nachiyar ve Rajkumar., 2003). Yine de baz1 bakterilerin
karbon kaynag olarak azo bilesiklerini kullanip {izerinde biiytiyebildikleri bildirilmistir.
Bu bakteriler (N=N) baglarini indirgeyerek ayirir ve olugsan aminleri bakteriyel biiyiime
icin karbon ve enerji kaynagi olarak kullanir (Zimmermann ve ark., 1982; Kulla ve ark.,
1983).

2.12. Mikrobiyal Yakit Hiicreleri

Biyolojik sistemlerden elektrik iiretimi konusunda ilk c¢aligmalar 18. yiizyilda
Galvani’nin kurbagalarla yaptig1 deneylerdir. Luigi Galvani kurbaganin kas ve sinir
hiicreleri ile elektrik iiretimi basardi. Buna bagl olarak Alessandro Volta tarafindan ilkel
pilin kesfedilmesine yol act1 ve ilk elektrik hiicresi gelistirildi. MYH caligma prensibi,
1839'da Christian F. Schonbein tarafindan yayinlandi. Daha sonra Michael Potter
1911°’de MYH’lerde mikroorganizmalar yani Escherichia coli ile elektrik {iretimi
gerceklestirildi (Potter., 1912). Barnet Cohen ise MYH’de seri bagl sistemlerle 35 volt
tizerinde elektrik tretti (Cohen., 1931). Tiim bu gelismelerden sonra MYH teknoloji daha
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da gelistirildi ve atiksu aritimi, biyosensor ¢alismalar1 ve biyolojik oksijen ihtiyacinin

giderilmesi icin onerildi (Trapero ve ark., 2017; Catal ve ark., 2008).

Mikrobiyal yakit hiicreleri (MYH), organik maddeleri kullanarak enerji iiretebilen
biyo-elektrokimyasal sistemlerdir. Organik maddeleri substrat olarak kullanarak
kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine ¢evirirler. Organik maddeleri oksitlerken ortaya
cikardiklar1 karbon, karbon-nétr 6zelliktedir yani tamamen ¢evre dostudur. MYH basit
karbonhidratlar1 yani glukoz, asetat ve biitirat gibi kullanarak mikroorganizmalarin
katalitik reaksiyonlari ile gesitli atik sularin aritiminda kullanilabilecek ve siirdiiriilebilir
enerjiye gevirirler (Nancharaiah ve ark., 2015; Atasever-Arslan ve ark., 2020). Asetat
anotta elektrik iiretimi i¢in en cok tercih edilen substrattir ve yapilan ¢aligmalarin
sonucunda biitirat, propionat veya glikoza kiyasla daha verimli elektrik tiretim
performansi sergiledigi bildirilmistir (Pisciotta ve ark., 2012; Bond ve Lovley., 2003;
Gajda ve ark., 2014; Catal ve ark., 2019). Glikoz ve laktat, MYH’lerde ilk olarak
kullanilan substratlardir. Bunlarin yan sira endiistriyel kullanima daha yakin sonug¢larin
eldesi ve performans artigi icin arabitol, sistein, etanol, propiyonat, fumarat, nisasta,
yapay atik su gibi substratlarin anotta elektrik liretimi i¢in kullanimi giderek artmistir

(Pant ve ark., 2010; Catal ve ark., 2011).

Mikrobiyal yakit hiicrelerinin atik aritiminda kullanilmasi ile hem g¢amur
olusumunu engelleyebilecek hem de siirdiiriilebilir enerji kullanimima olanak
saglayabilecek bir teknoloji olarak taninmasina yol agmustir (Yusoff ve ark., 2013). MYH
sistemlerinde reaktorler proton degistirici membran ile ayrilan ve elektrokimyasal olarak
aktif mikroorganizmalar1 igeren anot bodlmesi ile abiyotik 6zellikte olan katot
bolmesinden olusmaktadirlar (Rismani ve ark., 2008). Anot bdlmesinde yer alan
mikroorganizmalar organik substratlar1 oksitler ve boylece elektron/hidrojen {iretir.
Uretilen elektronlar dis direng iizerinden katot kismina iletilir. Hidrojen ise proton
degistirici zardan gecerek katot bolmesine aktarilir. Katot bélmesine gegtikten sonra
elektron alicist ile 6rnegin O ile birleserek su olusturulur (Ghangrekar ve ark., 2007).
Yiiksek bir elektron alim giicii olan oksijen ve pozitif yiike sahip olan H* elektronlarin
katot dogru ¢ekilmesini saglar ve bu sekilde elektrik akim1 olusturulur. Elektrik olusumu

i¢in anot bélmesi tamamen anaerobik olmalidir (Du ve ark., 2007; Liu., 2010).

Sekil 2.7’de substrat1 glukoz olan tek bolmeli MYH sisteminin temel ¢alismast

sematize edilmistir. Goriildiigii gibi glukoz anot bolmesinde pargalanir ve ortama serbest
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elektronlar (") salinir. Katot bolmesinde ise oksijen elektron alicilarini kullanilir. Anottan
katoda elektron akisi dis bir diren¢ iizerinden gerceklesir ve bir akim olusturur.
Mikroorganizmalarin katalitik reaksiyonlar, MYH’nin biyoelektrik {iretiminde énemli

rol oynar.

Sekil 2.7: Tek bolmeli MYH

2.12.1. Mikrobiyal Yakit Hiicrelerinin Bilesenleri

Mikrobiyal yakit hiicreleri temel olarak anot, katot ve varsa iletken zardan
olusmaktadir. MYH’lerde 6nemli olan bir diger kisim ise anotta olusan biyofilm
tabakasidir. Bu tabaka elektrokimyasal olarak aktif olan mikroorganizmalar tarafindan
olusturulmaktadir. Bu mikroorganizmalar topraklar, sediment, deniz suyu veya tatl su
gibi cok ¢esitli dogal ekosistemlerden; ¢ok cesitli mikrobiyal topluluklarin bulundugu
kanalizasyon ¢amuru, aktif ¢amur, atik su gibi ortamlardan da toplanabilmektedirler.
Simdiye kadar yapilan ¢aligsmalarda bakteri, arke ve fungi gibi ¢esitli mikroorganizmalar
kullanilmis ve basarili sonuglar elde edilmistir (Logan., 2009; Hubenova ve Mitov.,
2015). Biyofilm olusumu i¢in tek bir tiir mikroorganizma kullanilabildigi gibi karisik
kiiltiirlerde kullanilabilmektedir. Karma kiiltiirlerin kullanildig: sinerjik topluluklarda bir
tiir bakteri tarafindan substrat pargalanirken ayn1 zamanda bagka bir tiirle de zararl

cevresel kosullara karsi dayaniklilik kazanilmaktadir (Costerton ve ark., 1995).

Mikrobiyal yakit hiicrelerinin temel ¢alisma prensibi olarak, substratin elektron vericisi
olarak oksidasyonundan sonra biyofilmde yer alan bakteriler tarafindan ortama salinan

elektronlarin anoda aktarilmasi gegcmektedir. Bakteriler ve anot elektrotu arasindaki
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elektron transferleri dogrudan ya da dolayli olarak gergeklesebilmektedir. Shewanella
oneidensis, Pseudomonas alcaliphila, Pseudomonas aeruginosa gibi bakteriler kendi
redoks mediatérlerinin iretebilirler (Rabaey ve ark., 2004). Mikroorganizmalarin
elektronlar1 anotlara aktardigi elektron transferi mekanizmalar1 Sekil 2.8’de gosterildigi

gibi temel olarak ti¢ gruba ayrilmislardir (Logan., 2009). Bunlar;
e C-tipi sitokromlar gibi mikroorganizmalarin dis zarindaki redoks-aktif proteinler
yoluyla dogrudan
e Dogrudan pili (nanoteller) yoluyla

e Ekzojen veya endojen elektron aracilart kullanan araci tabanl

Sekil 2.8: Anotta elektron transfer mekanizmalar: (Li ve ark., 2018)

Biyofilm

sitokrom ¢ ®

nanoteller (pili)

redoks mediatorleri

2.12.2. Anot Elektrot

Mikrobiyal yakit hiicrelerinde yer alan mikroorganizmalarin substratlar1 pargalama
verimi ve par¢alanma sonucu olusan elektronlarin anot elektroda transfer edilmesi sonucu
akim iiretimi gerceklesmektedir. Dolayisiyla kullanilacak olan anot materyali direk olarak
MYH’nin ¢alima performansini etkilemektedir. MY H nin giicii anot elektrotunun birim
alan1 basina diisen akim olarak hesaplanir ve birimi (mA/cm?) olarak gosterilir.
Mikrobiyal yakit hiicrelerinde anot olarak kullanilacak olan malzemelerin biyofilm ve
MYH ylizeyleri arasindaki etkilesimi saglamasi i¢in asagida belirtilen 6zelliklere sahip

olmasi1 gerekmektedir (Guo ve ark., 2015; Mustakeem., 2015).
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e Elektrik iletkenligi

e Korozyona kars1 direng

e Dbiyouyumluluk

e (Cevre dostu

e Diisiik maliyet

e Yiiksek mekanik mukavemet

Karbon ve metalik bazli malzemeler belirtilen tiim 6zelliklere sahip olan ideal
elektrot tipleridir. Karbonlu malzemeler arasindan yaygin olarak karbon kumas, karbon
cubuk, karbon orgii, karbon kagidi, graniil aktif karbon gibi malzemeler anot olarak
kullanilmaktadir (Baudler., 2014). Bunlarin yani sira farkli ¢alismalarda paslanmaz ¢elik
plaka, nikel sag, altin levha ve titanyum levhada anot olarak kullanilmis ve

bildirilmiglerdir (Zhou ve ark., 2016).
2.12.3. Katot Elektrot

Katot elektrot MYH nin performansini sinirlayici reaksiyonlarin meydana geldigi
boliimdiir. Oksijen azaltma reaksiyonlarin basarili olarak gergeklesebilmesi icin malzeme
olarak abiyotik katalizorler se¢ilmelidir. Bunlara 6rnek olarak; platin bazli malzemeler,
karbonlu (metal igermeyen) malzemeler ve bir karbon destek tizerindeki platin grubu
metal icermeyen (PGM icermeyen) malzemeler verilebilmektedir (Harnisch ve
Schroeder., 2011; Wang ve ark., 2014). MYH’lerde yer alan katot bdliimiinde {i¢ fazli
reaksiyon goriilmektedir. Bu reaksiyonlar; Kati olarak katot elektrot, gaz olarak;
elektronlar, proton ve oksijen, sivi olarak ise katolittir. Elektron alicis1 olarak oksijen;
sahip oldugu yiiksek oksidasyon potansiyeli, diisiik maliyet ve kimyasal atik olusumu

olmamasi gibi 6zelliklerden dolay1 uygun elektron alicisidir (Logan., 2008).
2.12.4. Proton iletken Zar

Proton iletken zarlar, elektrik akimini iiretmek igin protonlarin anottan katota gegisini
saglayan yapilardir. Ayrica, katot ve anot sivilarinin karismasini engeller. Bazi zar
yapilart katyonlara karsi secici Ozellik gosterirler dolayisiyla sadece pozitif yiikli
tanecikler gecebilmektedirler. Boylelikle anaerobik Ozellikte olan anotta ki
mikroorganizmalarin organik maddeleri par¢alamasi sonucu olusan elektronlar katotta
secici gecirgen Ozellikle aktarilmis olurlar. Zar segici gecirgen olarak katyon gegisini
saglarken oksijeninde anot boliimiine ge¢mesini 6nlemektedir. Bunlara ek olarak her
MYH’de zar bulunmak zorunda degildir. MYH’ler zarli ve zarsiz olarak iki tiirliidiir. Eger

bir MYH’de membran yok ise protonlar su ile tasinmaktadir. Literatiirdeki ¢alismalara
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gore zarsiz MYH’ler zarlilara gore daha fazla gii¢ tiretmektedir. En yaygin membran
olarak ise yiiksek proton segici 6zellige sahip oldugundan dolay1 nafyon kullanilmaktadir
(Angioni ve ark., 2016; Kim ve ark., 2007; Liu ve Logan., 2004). MYH’de kullanilacak
olan zarin sahip olmas1 gereken ozellikler asagida belirtilmistir.

e Protona kars1 gecirgen olmali

e Su, oksijen ve ortamdaki diger gazlara kars1 gecirgen olmamali

e Mekanik mukavemeti yliksek olmali
e Diislik maliyetli olmal

Proton iletken zarlar, MYH’nin i¢ direncini, konsantrasyon polarizasyon kaybini ve
MYH’deki gii¢ tiretimini direk olarak etkilemektedir. Proton iletken zararda MYH
sistemine bagli olarak, anot bolmesine oksijen kagisi olabilmektedir. Oksijen kagisi
istenmeyen bir durumdur ¢iinkii anaerobik sartlarin bozulmasi sonucunda anotta yer alan
anaerobik mikroorganizmalarin baskilanmasina yol acabilmektedir (Bond ve Lovley.,
2004).

2.12.5. Mikrobiyal Yakit Hiicrelerinden Elektrik Enerjisinin Eldesi

Mikrobiyal yakit hiicrelerinde elektrik {iretilebilmesi i¢in, ger¢eklesen
reaksiyonun termodinamik olarak elverisli olmasi gerekmektedir. Reaksiyonun elverigli
olmas1 demek ise, reaksiyon toplam hiicre elektromotor kuvvetini ifade eder. Yani anot
ve katot arasinda ki potansiyel fark ile ifade edilirler. MYH’de elektrik potansiyel
olusumu i¢in, anot elektrotunun yiizeyinde bulunan elektroaktif 6zellige sahip olan ve
biyofilm olusturan mikroorganizmalarca karbon kaynag: kullanilarak kimyasal enerjiyi
katalizlemeleri ve adenozin trifosfat (ATP) olusturmalar1 daha sonra da ATP
depolamalar1 gerekmektedir. Mikroorganizmalar tarafindan bilesiklerin yiikseltgenmesi
ile nikotinamid adenin diniikleotidine (NAD) hidrojen baglanir ve indirgenmis olan
formu olan NADH ile enzim yiizeyine aktarilir. Olusan elektronlar ile proton gradyeni
olusur ve protonlar ATPaz ile hiicre i¢ine tasinarak ATP olustururlar. ATP olusumunda;
her bir ATP i¢in 3-4 proton harcanir. Elektronlar ise son elektron alicis1 olan nitrat, siilfat
ya da oksijen ile birleserek reaksiyonu tamamlarlar (Logan ve Regan., 2006; Barua ve
Deka., 2010; Liu ve ark., 2004; Zhang ve Ge., 2013; Yang ve ark., 2015; Alberts ve
Johnson., 2002).

Mikrobiyal yakit hiicreleri ¢aligma prensibi acisindan pillere benzer yapiya sahiptir.
MY H’lerde organik maddeleri okside ederek elektron liretir ve daha sonra bu elektronlari

anottan dis direnglerle katota aktarilarak biyolojik pil gibi calisirlar. Organik maddeleri
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parcalayarak elektrik iireten bakterilere ekzoelektrojen ya da elektroaktif bakteri denir.
Ekzoelektrojen bakteriler anaeroblar bakterilerle benzerdir fakat ekzoelektrojenler
elektronlar1 dogrudan hiicre disina transfer edebilirler (Catal ve ark., 2009). Yapilan
calismalarda yaygin olarak kullanilan ekzoelektrik bakteriler Shewonella putrefaciens,
Geobacteroceae  sulfurreducens ve  Geobacter  metallineducens ‘dir(Logan,
2009);(Rabaey ve ark., 2004). MYH’lerin bazi tiirlerinde mikroorganizmalar
substratlardan anoda elektron transferinde katalizor olarak gorev alabilmektedirler. Bu
yiizden MYH’de ¢alisilacak olan mikroorganizma se¢imi oldukg¢a énemlidir. Tek bir tiir
mikroorganizma  kullanilabildigi  gibi  farkli  tiirlerde = mikroorganizmalarda
kullanilabilmektedir. Karma kiiltiirler kullanildig: takdirde birden fazla karbon kaynagi
da kullanilmas1 gerekebilmektedir. MYH’lerin birgogunda elektrokimyasal aktiviteye
sahip olabilecek aktif sediment ve ya aktif camurlar alinarak zenginlestirilmekte ve
sistemde kullanilmaktadir. MYH’lerin anot bolimiinde bulunan protonlar katot
bolmesine ulastiklarinda elektronlarin katot iizerinde yogunluklarinin artigina sebep
olurlar. Katot bolmesi oksijen igerir ve elektronlar oksijene dogru gecerek protonlarla
birlesmesi sonucu H20 olustururlar. Su olusumu ile azalan H* larm devamlilig: igin
anottan katota H* gegisi saglanir. Devrenin devamlilig1 ve katotta yer alan elektronlarin
oksijene aktarilmasiyla katot elektrot pozitif yiikle yiiklenir. Pozitif yiiklenen devreye
direng takilirsa iiretilen elektrik enerjisi kullanilabilir hale gelir (Yusoff ve ark ., 2013).

Mikrobiyal yakit hiicrelerinde elektroaktif biyofilm olusumu igin kesikli, kesikli
beslemeli ve siirekli beslemeli gibi farkli siire¢ uygulamalari kullanilmistir (Wang ve ark.,
2008; Pocaznoi ve ark., 2012). Beslemeli siire¢ uygulamasinda, elektrik ¢ikisinin tekrarli
ve kararli olabilmesi i¢in belirli bir degerin altina diistiigiinde substrat tazelemesi yapilir.
Substratin tamami ya da bir kismu alinarak yenisi eklenir. Yapilan ¢aligmalarda elektrik
akimimnin belirli bir degerin istiinde tutulmasi sonucunda MYH’lerde daha yiiksek

performans goriildiigii rapor edilmistir ( Rousseau ve ark., 2013).

Mikrobiyal yakit hiicresinde karbon kaynagi olarak glukoz kullanildig: takdirde

gerceklesmesi beklenen reaksiyonlar asagida belirtilmistir.
Anot = CcH1,06 + 6H20 — 6CO, + 24 H* + 24e
Katot wesssp 24H* + 24e” + 602 — 12H20

Mikrobiyal yakit hiicresinde karbon kaynagi olarak asetat kullanildig1 takdirde

gerceklesmesi beklenen reaksiyonlar asagida belirtilmistir.
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Anot =) CH3;COO + 2H,0 — 2CO2 + 7TH" + 8-
Katot ==y O, + 4e” + 4H" — 2H,0

Elektroaktif bakteriler ile elektrot arasinda gerceklesen elektron transferleri,
bakterilerin hiicre zar1 ile MYH’nin anot yiizeyinin direk temasi ile gergeklesmektedir.
Bu iki ylizey arasindaki elektron transferinin sitokrom c zar proteinleri gergeklestirir
(Schréder, 2007). MYH’de gergeklesmesi beklenen reaksiyonlardan da goriilecegi tizere
substratlar anaerobik olan anotta parcalanir ve elektronlar katota aktarilir. Boylece
elektronlar oksijen ve benzeri alicilar tarafindan harcanmazlar. Sekil 2.9°da MYH’lerde

gerceklesen temel iyon transferi sematize edilmistir.

Sekil 2.9: Mikrobiyal yakit hiicrelerinde temel iyon transferi

AR AR 4
AVAVAYAY '\J"

RURVAY

Anot Katot

248* 60, — 12H,0

CgH1;06 + 6H,0

4

6C0O, +]24 I—I"@

2.13.Mikrobiyal Elektroliz Hiicreleri

Diinya’da harcanan enerjinin yaklasik %86°s1 petrol, komiir ve dogalgaz gibi
tiikenebilir fosil yakitlardan karsilanmaktadir. Bu yakitlarin tiikenmek iizere olmalarinin
disinda canlilar ve ekosistem tizerinde de oldukga ciddi yan etkileri bulunmaktadir. Tiim
bu sebeplerden dolay1 bilim insanlar1 yeni, yenilenebilir ve ¢evre dostu enerji kaynagi
arayigina girmislerdir (Ritter., 2003). Hidrojen, hem yakit olarak hem de enerji kaynagi
olarak kullanilabilecek kaynaklarin basinda gelmektedir. Hidrojen gazinin yanmasi

sonucu ortama sadece su buharinin salinmasi ile sera gazi emisyonlari, asit yagmurlari ve
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ozon kaynaklarinin tlikenmesi engellenmis olur (Cheng ve Logan., 2003). Ayrica
hidrojen gaz yakitla arasinda agirlik basina en yiiksek enerjiye sahip olan gazdir. Hidrojen
gaz1 120 MJ kg enerji igerirken metan gaz1 50 MJ kg™ igermektedir. Hidrojen evrende
en bol bulunan elementtir ve diinya yiizeyinin yaklasik %0.14’inde bulunmaktadir.
Hidrojen sahip oldugu 0.09 g agirlik ile en hafif element olarak gegmektedir. Hidrojenin
%090°1 birgok farkli kimyasal yontemle iiretilebilmektedir ve biyokiitle, su, riizgar, giines
ve jeotermal gibi yenilenebilir enerji kaynaklarindan da hidrojen iretimi
gerceklestirilebilmektedir. Fakat bu yontemlerin hepsi ¢evre dostu degildir ve yogun
enerji gerektirmektedir. Bu ylizden mevcut yontemlere ek olarak biyolojik yontemlerle
de tiretimi denenmektedir. Biyolojik iiretim yapilirken genelde standart oda kosullar1 ve
oda basinglar1 yeterli gelmektedir, ¢evre dostudur ve atiklardan iiretilebildigi i¢in ayni
zamanda atik yonetimine de katki saglamaktadir (Suzuki., 1982; Bockris., 1981;Catal ve
ark., 2017).

Biyolojik hidrojen iiretim yontemleri olarak (Czuppon., 1996);

e Alg ve siyanobakteri ile suyun biyofotolizi
e Organik bilesiklerin foto-sentetik bakteri ile fotodepozisyonu
e Organik bilesiklerden fermantatif eldesi

e Fotosentetik ve fermantatif bakterilerle kurulan hibrit sistemle eldesi
Biyokiitleden hidrojen iiretim yontemleri olarak (Ramachandran ve Menon., 1998)

e Piroliz veya gazlagtirma

Sudan hidrojen iiretim yontemleri (Ramachandran ve Menon, 1998);

e Elektroliz
e Fotoliz
e Termokimyasal siire¢
e Dogrudan termal bozunma veya termoliz
e Biyolojik liretim
Gilinlimiizde hidrojen tiretiminde kullanilan kaynaklarin %50’si dogal gaz, %30’u petrol

tiirevlerinden, %18’1 elektriktir (Mudhoo ve ark., 2018).

Mikrobiyal elektroliz hiicresi (MEH), belirli bir elektrik akimi altinda organik

materyallerin oksidasyonu yoluyla H iiretiminin gergeklestirilebildigi yeni bir
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teknolojidir (Catal ve ark., 2018). MEH’ler, substrat oksidasyonu sonucu iiretilen
elektronlarin anoda serbest birakilmasinin, ekzoelektrojen bakteriler tarafindan
gerceklestirilen MYH'lerin  degistirilmis siirimii olarak geg¢mektedir. MYH'lerde
oksijenin indirgenmesi sonucu elektrik akimi tiretilebilirken, MEH’lerde katot tamamen
anaerobik ozelliktedir ve bundan dolay1 kendiliginden akim tiretmesi miimkiin degildir
(Logan ve ark., 2008). Bundan dolay1 katotta hidrojen iiretimi i¢in gerekli enerjinin cogu
anotta okside edilen substratlarin kimyasal enerjisinden karsilansa da diisiikk miktarda
harici bir elektrik kaynagina da ihtiya¢ duyulmaktadir . Teoride MEH’lere harici olarak
0.14 V uygulanmalidir fakat kismen katot asir1 potansiyeli nedeniyle 0.14 V’dan fazla
uygulanmasi gereken durumlarda goriilebilmektedir (Logan ve ark., 2008). Sekil 2.10°da
bir MEH’in organik substrat olarak asetat kullanmasi sonucu reaktérde bulunan
ekzoelektrojen mikroorganizmalar tarafindan par¢alanmasi ile hidrojen {iretim

mekanizmalar1 gosterilmistir (Wagas ve ark., 2018).

Sekil 2.10:Mikrobiyal elektroliz hiicrelerinde hidrojen iiretimi (\Wagas ve ark., 2018)

Anot * - Katot
e E T i i 8e”
H* > H*
8" | 2c0,
4H,
CHO, 4
Mikrobiyal Oksidasyon Kimyasal indirgeme
-0.28 V Asetat —» CO, 8e 042V 2e—» 2H/H,
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MEH’ler atik sularin aritilip, iiriine dontistiiriilebilecegi atik biyorafineri tesisleri
i¢cin umut vadeden biyoteknolojik sistemlerdir(Liu ve ark., 2005; Rozendal ve ark., 2006).
MEH’lerde gergeklesen reaksiyonlar endotermiklerdir yani pozitif Gibbs serbest
enerjisine sahiplerdir bundan dolayi, hidrojen kismi basing ¢ok diisiik seviyeye
ulagsmadigi takdirde kendiliginden olusmaz. Bu nedenle, H: iiretebilmek i¢in anot ve katot
arasina yaklasik 0.2 V akim uygulanmasi gerekir (Kadier ve ark., 2016). MEH’lerde
H2(g) harici CHs, H202, CO> de iiretilebilmektedir (Wang ve Ren., 2013; Zhang ve
Angelidaki., 2014).

2.13.1. Fototrofik ve Fermantatif Hidrojen Uretimi

Fototrofik bakteriler, biyolojik hidrojen {iretiminde en umut vadedici
mikroorganizmalar olarak ge¢mektedir. Bunun sebebi sahip olduklar1 6zelliklerdir ve

asagida belirtilmistir (Kim ve ark., 1989; Vincezini ve ark., 1982).

e Teorik olarak yiiksek doniisiim verimleri,

e Farkli biyolojik sistemlerin inaktivasyonu problemine neden olan
gelismekte olan aktivitenin olmamasi,

e Genis bir 151k spektrumu kullanabilme

e Atiklardan tiiretilebilen organik substratlar1 kullanabilme

Mikroorganizmalar karanlik fermentasyon denilen aerobik reaksiyonlarla,
biyofotolizle ve 1sikli fermantasyon olarak bilinen fotoheterotrofik reaksiyonlarla Ha
uretmektedirler. Bu reaksiyonlarda karbon kaynagi olarak substrat kullanirlar ve aym
zamanda atiksularida artimaktadirlar. Fotofermantasyon (fotoheterotrofik reaksiyonlar)
ile biyohidrojen tiretiminde, fotosentetik bakteriler gorev alir ve giines 15181n1 kullanarak
organik substratlar1 (asetat, butirat, vb.) ya da inorganikleri (H2S, Fe>+ vb.) hidrojen ve
karbondioksite doniistiiriiler. Reaksiyon anaerobik sartlarda gergeklesmektedir ve azotun
yeterrli miktarda bulunmadigi durumlarda nitrojenaz enzimi ile katalizlenmektedir.
Fotosentetik bakteriler genellikle elektron vericisi olarak basit yapili organik asitleri
kullanirlar ve elektronlar1 ferrodoksin gibi aracilarla nitrojenaz enzimine aktarirlar.
Boylece nitrojenaz enzimi azot yoklugunda protonu Hz’e indirgeyebilmektedir (Manish
ve Banerjee., 2008). Substratlar TCA dongiisii ile oksitlenirler ve bunun sonucunda da
H*, CO2 ve elektron iiretimi gergeklesmektedir. Reaksiyonlar sirasinda gorev alan
nitrojenaz enziminin aktivitesi icin ATP gerekmektedir ve bu ihtiya¢ Fotosistem 1°de

elektron taginmasi sirasinda meydana gelen proton gradyani ile karsilanmaktadir.
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Hidrojenaz enzimi ise H>’i proton ve elektrona ayristirir (Koku ve ark., 2002; Honda ve
ark., 2006). Fototrofik hidrojen eldesi i¢in genel biyokimyasal yollar asagidaki gibi ifade
edilebilir:

o (CH20); wmmmmp FerrodOKSIN sy Nitrojenaz wm H2 ATP:

Karbon monoksit (CO) ayrica fotosentetik bakteriler tarafindan asagidaki

reaksiyonla da tiretilebilir:

¢ CO+H20 =y CO2+H:2

Hidrojen gazi, karbonhidratca zengin organik materyaller kullanilarak karanlik
ortamda biiyiiyebilen anaerobik bakteriler tarafindan da gerceklestirilebilmektedir.
Karanlik fermantasyonda hidrojenaz aktivitesi ile glikolizle Ha iretilmektedir. Glikoliz
yani glukozun piirivata parcalanmasi sonucu 4 mol elektron elde edilir ve bu sirada 2 mol
NAD™ harcanir ve 2 mol NADH olusur. Daha sonra ise 4 mol Fd>", 4 mol Fd* 'ya
indirgenir ve AsetilCoa iiretilmis olur. Asetil Coa, asetata doniisiir ve bu sirada 4 mol H»
tiretilir.Bir sonraki seviyede ise NADH yeniden okside edilerek biitirat iiretilirken, 2 mol

Ho tiretilir (Bahl ve Durre., 2001; Jones ve Woods., 1986).
Fermantatif bakteriler ile hidrojen iiretiminin de cesitli avantajlar1 vardir;

e Fermantatif bakterilerin hidrojen yayma oranlar1 ¢ok ytiksektir.

e Organik substratlardan stirekli hidrojen iiretebilirler.

Fermantatif bakterilerin hidrojen iiretiminde kullanimi fotosentetik bakterilerin
kullanimindan daha avantajlidir (Tanisho, 1983). Anaerobik fermantasyon basit bir
mekanizma ile c¢esitli substratlardan hidrojen iiretimine imkan saglarlar. Ayrica
fermantatif hidrojen liretiminde disaridan ekstra 151k kaynagi ihtiyaci g6zlenmez. Substrat
olarak karbonhidratlar, karbon kaynag: olarak tercih edilirler. Hidrojen iiretiminin yan1
sira organik asit (asetat, biitirat) ve ya alkol iiretimi de gozlenebilmektedir. Substrat

kaynag olarak glukoz kullanildigi takdirde olas1 reaksiyon asagida gosterilmistir.

e CeH1206 + 2H20 mummmp 2CH3COOH + 2CO: + 4H2
glukoz asetat

o 2CsH1206 + 6H20 mmmmp CH3CH2CH2COOH + 8CO:2 + 14H:

glukoz biitirat
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Anaerobik hidrojen siireglerinde birden fazla organik asit iretilmektedir, buna
bagli olarak da Hz verimi diismektedir. Bu durumun engellenmesi i¢in ana reaksiyonlar
asetat ve biitirat lizerinden yiirttiiliir. Hz liretim verimi de asetat/biitirat iizerinden
hesaplanmaktadir (Miyake., 1990; Sasikala., 1991; Nath ve Das., 2004). Hidrojen tiretimi
icin asetat kullanirken giines enerjisi yerine harici elektrik enerjisi uygulanabilir. Bu
yontem i¢in asetat anot bdlmesinde yer alir ve bakterilerin metabolize ettigi protonlar ile
elektronlar katotta toplanirlar. Katotta hidrojen iiretimi gerceklesir ve bunu i¢in yaklasik
100 mV akim uygulanmas1 gereklidir. Yapilan ¢alismalar sonucunda 1 mol asetat i¢in
250 mV akim uygulaninca 2.9 mol Hp tiretildigi bildirilmistir. Belirtilen siire¢ i¢in olasi

reaksiyonlar asagida belirtilmistir (Gen., 2009).
Anot elektrot: CHCOOH + 2HO wmmmp 2CO+ 8H'+ 8e -

o Katot elektrot: 8H + 8 ¢ mmmmp 4H*,

MEH’lerde metanojen hiicreler tarafindan susbtrat olarak asetat veya H2/CO:
kullanilarak Hz gazinin haricinde CHj4 iiretimide ger¢eklesmektedir. Bunun haricinde
katot elektrotta yer alan metal katalizorler tarafindan katalizlenen Sabatier islemiyle
tiretilmesi de miimkiindiir (Brooks ve ark., 2007). Olasi metan gazi {iretimi asagida

gosterilmigtir.
e CO;+4H; — CH4 + 2H20

2.13.2. Hidrojenaz Enzimi

Hidrojenaz enzimi dogrudan veya dolayli olarak H» oksidasyonunda ve H:
indirgenmesinde gorev almaktadir (Kleihues ve ark., 2000). Enzim mikroorganizmalarda,
farkl1 boyutlarda, yapilarda ve islevsellikte olabilmektedir ve temelde enzimin aktif
bolgelerine baglanan metal atomlarina gore ii¢ ayr1 gruba ayrilmislardir. Bu metaller;
[NiFe] , [FeFe] ve [Fe ]’dir (Meyer., 2007). Hidrojenaz enzimi asagidaki reaksiyona gore

H2 tiretiminde rol oynamaktadir.

o Hz=2H"+2e Ho= H + H-

Hidrojen alim1 oksijen, nitrat, siilfat, karbondioksit gibi elektron alicisilari ile
tepkimeye girer, daha sonra ise proton indirgenmesi ferrodoksin vb. elektron vericilerine
oksidasyon ile baglanir. Boylece fazla elektronlar hiicrelerden atilirlar. Ferrodoksin,
sitokrom c3 ve sitokrom c6 gibi proteinler, hidrojenazlar i¢in elektron dondrleri/alicist
gibi yardimci olurlar (Fontecilla-Camps ve ark., 2007). Hidrojenaz enziminin temel
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gorevi enerji liretimi olmasinin yani sira hiicre zarina bagli enerjinin korunmasinda ve
agir metallerin aritiminda gorev alabildikleride bildirilmistir. MYH ve MEH’lerde
hidrojenaz enzimleri anotta bulunur ve elektrokatalizor olarak H, oksidasyonunda goérev

alirlar (Salomone-Stagnia ve ark., 2010; Adams ve Stiefel., 1998).
2.13.3. Mikrobiyal Elektroliz Hiicrelerinin Bilesenleri

Bu giine kadar yapilan MEH calismalarinda; tek bolmeli, sise tipi tek odacikly, tist
tek odacikli bir katot, konsantre boru seklinde vb. bir ¢ok farkli MEH kullanimi
bildirilmistir (Kadier ve ark., 2016). Tiim MEH’lerde bulunan ortak bilesenler ise Sekil
2.11’de goriildiigh tizere mikroorganizmalar, anot elektrot, katot elektrottur. MYH’lere
kiyasla MEH’lerde yer alan mikroorganizmalar hakkinda c¢ok bilgi mevcut degildir.
Pseudomonas spp. ve Shewanella spp. Tiirleri anotta tespit edilmistir. Katot bélmesinde
de yer alan mikroorganizmalar gézlemlenmistir fakat gorevleri ve isleyisleri net degildir.
MEH’lerde ekzoelektrojen bakterilerin biiyiidiigii bildirilmistir. MYH’lerin aksine
MEH’lerde ¢alisma kosullar1 tamamen anaerobiktir boylelikle ortamda oksijen olmaz
(Liu ve ark., 2005; Rozendal ve ark., 2008). Metanojenik bakterilerin MEH ortaminda
baskin gelmesi sonucu artan metan iiretimine paralel olarak hidrojen iiretimi azalir.
Ortam1 oksijene maruz birakma metanojenleri inhibe eden yontemlerden biridir

(Tartakovsky ve ark., 2008).
Sekil 2.11: Mikrobiyal elektroliz hiicresi ve bilesenleri

Harici dis devre

Vial kapak

T

Anot Katot
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2.13.4. Anot Elektrot

Mikrobiyal elektroliz hiicrelerinde kullanilan anot malzemeleri arasinda karbon
kumas, karbon kagit, grafit kece, grafit graniilleri ve grafit fir¢alar1 bulunmaktadir. Anot
boliimiinde basit organik bilesikler (asetat, etanol, laktat, biitirat vb.) Geobacter,
Shewanella, Pseudomonas, Clostridium, Desulfuromonas, Escherichia gibi bakteriler
tarafindan okside edilerek katota dogru elektron transferi yapilir (Lee ve ark., 2010). Anot
performansinin arttiritlmasi i¢in karbon malzemelerin yiiksek sicaklikta amonyak
gazindan gecirilmesi Onerilmektedir. Bu islemle mikroorganizmalarin pozitif yiikle

yiikklenmis olan anotla daha iyi tutunmasi saglanir (Cheng ve Logan., 2007).
2.13.5. Katot Elektrot

Mikrobiyal elektroliz hiicrelerinde hidrojen evrim reaksiyonu (HER) ile H>
iretimi katotta gerceklesmektedir. Anotta olusan serbest elektronlar harici bir elektrik
devresi ile katot bolmesine gecer ve burada H20 ile reaksiyona girerek hidrojen tiretimi
gerceklesir. Hidrojen iiretimi i¢in H20’nun indirgenmesi gereklidir ve indirgenme icin de
harici bir akim uygulamasi gerekmektedir. Boylelikle H2O’nun hidrojene indirgenmesi
icin yeterli enerji elde edilmis olur (Rozendal., 2008). MYH’lerin aksine MEH’ler de
gerceklesen HER yavastir. Bu yiizden reaksiyonu hizlandirmak i¢in ve Hp iiretimini
arttirmak i¢in katot materyalinde nikel (Ni), platin (Pt) veya paslanmaz gelik gibi cesitli

metal katalizorler kullanilir (Jeremiasse ve ark., 2010).

HER wemmp2H* +2¢" = H; (q)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Sentetik Atik Su

Reaktif Sart 145 boyast [1,3,6-Naphthalenetrisulfonic  acid, 7-((2-
((aminocarbonyl)amino)-4-((4-chloro-6-((3-((2(sulfooxy)ethyl)sulfonyl)phenyl)amino)-
1,3,5-triazin-2-yl)amino)phenyl)azo)-, tetrasodium salt] Sekil 3.2’ de goriildiigi iizere
Setas Kimya’dan (Istanbul, Tiirkiye) temin edilmistir. Molekiil formiilii
C28H20CINgNasO16Ss “dir ve konformer hali Sekil 3.1’ de gosterilmistir. Molekiil agirlig
1026.25 g ve maksimum absorbans degeri 372 nm’ dir. Boya sentetik atik su ortami
olusturulmak iizere, 100 mM NaPO4 tampon soliisyonunda literatiire ve atik sularda
bulunan miktarlara uygun olacak sekilde ii¢ farkli konsantrasyonda 40 mg L, 20 mg L™
ve 10 mg L't hazirlanmistir. Hazirlanan boya soliisyonlarma 1.2 g L™ konsantrasyon da
olacak sekilde glukoz (Alfa Aesar, Kat. no.: 10179748, Karlsruhe, Almanya) eklenerek
MEH’lere agilanmak tizere hazir hale getirilmistir. Deney siirecince her bir operasyon i¢in
taze boya soliisyonu hazirlandi ve soliisyonlar +4 °C derece karanlik ortamda

saklanmistir.

Sekil 3.1: Reaktif Sar1 145 konformer yapisi ( Spartan programu ile ¢izildi)
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Sekil 3.2: Reaktif Sar1 145 boyasi ve NaPO4 icinde ¢6ziinmiis formu

Ponceau S boyas1 [3-hydroxy-4-[[2-sulfo-4-[ (4-sulfophenyl) diazenyl ] phenyl]
diazenyl] naphthalene-2,7-disulfonic acid] Sekil 3.4 de gorildigi iizere VWR ( CAS No:
6226-79-5, Solon, ABD) ‘ dan temin edilmistir. Molekiil formiilii C22H16N4O13S4 ve
konformer hali Sekil 3.3’de gosterilmistir. Molekiiler agirligi 760.57 g ve maksimum
absorbans degeri 514 nm’ dir. Boya sentetik atik su olusturulmk {izere, 100 mM NaPO4
tampon soliisyonunda literatiire ve atik sularda bulunan miktarlarina uygun olacak sekilde
iki farkli konsantrasyonda 40 mg Lve 20 mg L olacak sekilde hazirlanmistir.
Hazirlanan boya soliisyonlarma 1.2 g L™ konsantrasyon da olacak sekilde glukoz (Alfa
Aesar, Kat. no.: 10179748, Karlsruhe, Almanya ) eklenerek MEH’lere asilanmak iizere
hazir hale getirilmistir. Deney siirecince her bir operasyon igin taze boya soliisyonu

hazirland1 ve soliisyonlar +4 °C derece karanlik ortamda saklandi.

Sekil 3.3: Ponceau S konformer hali (Spartan programu ile ¢izildi)
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Sekil 3.4: Ponceau S boyasi ve NaPO4 i¢inde ¢oziinmiis formu

3.2. Mikrobiyal Yakit Hiicrelerinin (MYH) Kurulumu

Mikrobiyal yakit hiicreleri’nin (MYH) kurulumu Catal ve ark. (2008),
calismasinin protokolleri 6rnek alinarak gergeklestirildi ve 12 mL i¢ hacime sahip
olan ve pleksi cam malzemesinden elde edilmis tek odacikli biyoreaktorler daha dnce
tarif edildigi gibi insa edildi (Catal ve ark., 2008). MYH’lerin ingasinda eni ve boyu
5 cm olan pleksi camlar kullanildi. Kullanilan pleksi camlarin ¢apt 7 cm kalinligi ise
1 cm olarak 6lciildii. Katodu ve anodu olusturacak yapilarin her ikisi de kaba karbon
kumastan yapildi ve 7 cm? yiizey alanina sahip olacak sekilde tasarlandi. Anot yiizeyi
sadece (Kat. no.: 14032102, FuelCells, Teksas, ABD) karbon bezle kaplandi. Anot
kisminin anaerobik olmasi gerektiginden Sekil 3.5A’da gorildiigii lizere yapi
tasarlanirken hava ile temasi engellendi. Katot (CTO32414, FuelCells, Teksas,
ABD) yiizeyi ise karbon / politetrafloroetilen (PTFE) ve platin (Pt) malzemesi ile
kaplandi. Katot bolmesi havaya kars1 gegirgen yapida olup Sekil 3.5B de goriildiigii
izere bir ylizii hava ile diger yiizii ise sivi bolme ile temas halindedir. S1vi bolme ile
temas halinde olan katodun yiizeyi nafyon ve platin ile kaplandi. MYH kurulumunda
kullanilan parcalar; anot bezi, katot bezi, odacik olusturmak {iizere pleksi cam
parcalar, parcalar1 tutturmak {izere civata vida ve somun, sabitleyici plastik halkalar,
voltaj1 iletmek amaciyla kullanilan bakir tellerdir. MYH’leri olusturmak iizere anot
kumasi, pleksi cam malzemede belirtilen alana yerlestirilir ve plastik sabitleyici ile
sabitlenir. Anot kumasi tizerinde art1 seklinde bir kesik atilir. Bunun sebebi anot ile
asillama soliisyonunun etkilesimini giiclendirmektir. Anot yerlestirildikten sonra
katodun yerlestirilmesinin ardindan somunlar sikistirilir ve Sekil 3.5’ de belirtildigi
gibi MYH’ler hazir hale gelir (Bermek ve ark., 2013).
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Sekil 3.5A: MYH anot bolmesi; Sekil 3.5B: MYH katot bolmesi, Sekil 3.5C:MYH

3.3. Mikrobiyal Yakit Hiicrelerinin Asilanmasi ve Operasyonu

MYH’lerin kurulumu tamamlandiktan sonra asilama asamasina gegildi. Asilama
i¢in 100 mM pH 7.0 olan NaPO4 tampon, 1.2 g L * glukoz ¢ozeltisi ve yerel evsel atik su
aritma tesisinden (Pasakdy, Ileri Biyolojik Atiksu Aritma Tesisi, Istanbul, Tiirkiye) alinan
aktif sulu ¢amur kullanildi. Tablo 1’de belirtilen igeriklerin yani sira daha onceki
caligmalarda kullanilan ve icerisinde aktif bakteri kiiltiirlerini igeren reaktdrlerden ¢ikan
sollisyondan ilave edilmistir. Tampon soliisyonu hazirlandiktan sonra literatiire gore

belirlenen konsantrasyonlara uygun olacak sekilde boya soliisyonlar: eklendi.
e 100 mM pH 7.0 olan NaPO4tamponunun 2 L i¢in hazirlanma protokolii;

16.38 g Na2HPO4 (Calbiochem, Kat. no: D00156566,Dormstadt, Almanya) ve
13.202 g %99 NaH2P042H,0 (Alfa Aesar, Kat. no: 10168263, Karlsruhe, Almanya) 800
mL distile su igerisinde ¢6ziildii. Daha sonra 25 mL eser element soliisyonu (MgSOa,
MnSQO4.H>0,NaCl,FeS04.7H20,CaCl2.6H20,ZnCl>, CuS04.5H20, AIK(S04).2.12H0,
H3BO3, Na2M004, NiCl,.6H20, Na;WO4.2H,0) ve 2.5 mL vitamin soliisyonu (biyotin,

folik asit, pindoksin hidrokloriir, riboflavin, tiyamin, nikotinik asit, pantotenik asit,

b-12, p-aminobenzoik asit, tiyotik asit) eklendi ve toplam hacim 2 L ‘e distile su ile
tamamlandi. pH 6l¢timii ise pH metre cihazi ile yapildi ve 7 olarak saptandi. Tampon
soliisyon hazirlandiktan sonra boya maddeleri eklenene kadar oda sicakliginda bekletildi.
Hazirlanan tampon soliisyonundan asilama soliisyonu hazirlanmak ic¢in Ponceau S ve
Reaktif Sar1 145 boyalar1 belirlenen konsantrasyonlar da ilave edildi. Boya maddelerinin

eklenmesinden sonra ise 1.2 g L™ konsantrasyon olacak sekilde glukoz eklendi.

42



Tablo 1: Asillama soliisyonunun icerigi

Boya Konsantrasyon Tampon miktari Boya Miktar1 (mg) Glukoz miktari
(mg L) (mL) (9)
Ponceau S 40 100 4 0.12
Ponceau S 20 100 2 0.12
Reaktif Sar1 145 40 100 4 0.12
Reaktif Sar1 145 20 100 2 0.12
Reaktif Sar1 145 10 100 1 0.12

Asilama sollisyonlar1 hazir hale getirildikten sonra operasyona baslamak i¢in
biyoreaktorlerde bulunan bakir tellere, 1500Q” luk direngler tellerle tam temas edecek
sekilde baglandi. 1500Q’Tuk direngler; 1000 Q' luk iki direncin paralel baglanmasi ile
elde edilen 500Q’ luk dirence, 1000Q’ luk direncin seri baglanmasi ile elde edildi.
Direngler daha sonra voltmetre (SONAX tt technic, Model:DT830D) ile olgiilerek
dogruland: ve biyoreaktorlere baglandi. Daha sonra biyoreaktorler bilgisayar destekli bir
veri toplama sistemi (Keithley 2700 Multimeter, Oregon, ABD), her 11 dakikada bir
yapilan islemler sirasinda iiretilen voltaji kaydetmek i¢in baglandi. MYH’ler ve sistem
aras1 baglanti saglandiktan sonra hazirlanmig olan asilama soliisyonlar1 30 °C-32 °C
getirilerek bir siringa filtresi (0.2 um, VWR, Katalog No: 28145-477, ABD) yardimiyla

MYH’lerin igerisine giris kismindan yavas yavas aktarildi.

MY H’lerden elde edilen voltaj verileri bilgisayar destekli bir veri toplama sistemi
(Keithley KickStart Software, Siiriim 1.9.8.21, Tektronix Company, Beaverton, Oregon,
ABD) ile Excel programina aktarildi ve bir veri grafigi olusturuldu. Grafikte yer alan
degerler giinliik olarak kontrol edildi ve 0.1 V degerinin altina disen MY H’lerin agilama
soliisyonlar1 taze soliisyonlarla degistirildi. Cikan soliisyonlar kodlanarak -20 °C’de
sakland1 ve Kimyasal oksijen ihtiyact (KOI) analizine (American Public Health
Association, 1992), absorbans 6lglimiine, spektrum taramasina, pH degisim analizlerine
tabi tutuldu. Gii¢ yogunlugu (mW/m?) hesaplamasinda asagidaki formiil kullamilds;
Hesaplama i¢in kullanilan formiilde I akim, V voltaj1 ve A elektrotun yilizey alanidir

(7cm?).

o P=IV/IA
Koulombik etkinlik, asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi;
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e CE=Cp/Cri X %100

Burada CP, akimin zamanla biitiinlesmis edilmesiyle hesaplanan toplam
koulomblar ve CTi, karbon kaynaginda tasinan teorik koulomb miktaridir (Catal ve ark.
2008). Tiim deneyler iki kez yapild1 ve standart sapmalar bagimsiz sonuglarin ortalamasi

(n = 2) temel alinarak hesapland.
3.4. Spektrofotometre ile Absorbans Ol¢iimii ( Renk giderim)

MYH’lerden c¢ikan soliisyonlarin her biri kodlandiktan sonra -20 °C ° e
kaldirlmadan o6nce UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu Europe UV-2600,
A116654,Japonya) ile absorbans 6l¢iimii yapildi. Ayni zamanda reaktore yiiklenen taze
hazirlanmis 6rneklerde kodlanarak absorbans 6l¢iimii yapildi. Ponceau S boyast 511 A’de
Olciildii. Reaktif Sar1 145 boyasi ise 372 A’de 6l¢iildii. Hazirlanan boya soliisyonlarinda
¢oziicii olarak NaPO4 tamponu kullanildigi i¢in kor olarak da NaPO4 tamponu kullanildi.
Absorbans Ol¢limii i¢in belirtilen dalga boylar1 belirlenirken literatiir taramasi ve

operasyona baslamadan 6nce yapilan spektrum 6l¢iimleri baz alindi.
3.5. Spektrum Tarama

MYH’lerden ¢ikan soliisyonlarin absorbans 6l¢timii yapildiktan sonra, spektrum
taramaya gecildi. Operasyon Oncesi ve sonrasi sollisyonlariin her biri i¢in UV-VIS
Spektrofotometre ile spektral tarama yapildi. Boylelikle MYH’lere verilen ve
MYH’lerden toplanan soliisyonlar arasindaki tepe noktasi farkliliklart saptanarak,

boyalarin renk giderim mekanizmalari arastirildi.
3.6. Saatlik Absorbans Ol¢iimii

MYH’lerden Ponceau S boyasi igeren MYH’lerden dokuz saat boyunca her saat
basi Ornek alindi ve 96 kuyucuklu plakaya 100 pL olacak sekilde konularak
Spektrofotometre ile 511 A’de absorbanlar1 6l¢iildii. Ayni sekilde Reaktif Sar1 145 boyasi
iceren MYH’lerden dokuz saat boyunca her saat basi 6rnek alindi1 ve 96 kuyucuklu
plakaya 100 uL olacak sekilde konularak spektrofotometre ile 372 A’de absorbanlar

olgiildii ve saatlik renk giderim yiizdeleri hesaplandi.
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3.7. Hiicre Kiiltiirii
3.7.1. Boya Ekstraktlarmin Hazirlanmasi

Reaktif Sar1 145 ve Ponceau S boyasinin hiicreler tizerindeki sitotoksik etkisini
arastirmak i¢in saglikli hiicre hatt1 olan ECV 304 kullanildi. ECV 304 insan endotel
dokusuna ait bir hiicre hattidir. Boyalarin hiicreler tizerinde ki sitotoksik aktivitesini
Olgmek icin MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir) Assay
uygulandi. Reaktif Sar1 145 boyasindan 8 mg tartildi ve 100 mL NaPOs tamponu
igerisinde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi. Boylelikle stok soliisyon konsantrasyonu
80 mg L olarak ayarlandi. Daha sonra stok soliisyondan serumlu medyum kullanilarak
seri seyreltme yontemi ile 40 mg L, 20 mg L, 10 mg L ve 5 mg L? olarak dozlar
hazirland1 ve hiicre hatlarina uygulandi. Ponceau S boyasindan 8 mg tartild1 ve 100 mL
NaPO4 tamponu igerisinde ¢oziilerek stok soliisyon hazirlandi. Boylelikle stok soliisyon
konsantrasyonu 80 mg L olarak ayarlandi. Daha sonra Tablo 2’ de goriildiigii {izere stok
soliisyondan serumlu medyum kullanilarak seri seyreltme yontemi ile 40 mg L, 20 mg

L, 10 mg L*ve 5 mg L olarak dozlar hazirland: ve hiicre hatlarina uygulandi.

Tablo 2: MTT uygulama dozlarinin igerigi

Uygulama Dozu Doz icerikleri

40 mg L? Stok soliisyonundan 500 L + DMEM 500 pL
20mg L* 0.04 mg L soliisyonundan 500 pL + DMEM 500 pL
10 mg L? 0.02 mg L soliisyonundan 500 pL + DMEM 500 uL
5mg L* 0.01 mg L soliisyonundan 500 pL + DMEM 500 uL

3.7.2. Serumlu Medyum Hazirlanmasi

MYH c¢alismasinin hiicre kiltiiri asamasinda ECV 304 hiicre hatt1 incelendi.
Hiicreler 37.5 °C %5 CO: inkiibatérde 6zel olarak hazirlanan serumLu medyum ile
biiyiitiildii. DMEM (Gibco (1x) (4,5 g L) D-glukoz Kat. no.:11960-044) hazir olarak
alinmigtir. 45 mL serumsuz DMEM igerisine FBS (Gibco Kat. no.:10099133), L-
glutamin (Gibco Kat. no.: 25030081), Penicillin-Streptomycin (Gibco, Kat. no.:
15070063), Non-Essential Amino Acid Solution (MEM (100X) Kat. no.: 11140035)
ilave edilerek serumlu medyum hazirlandi. Tablo 3’de 50 mL serumlu medyum igin

gerekli malzemeler ve miktarlar1 verilmistir.
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Tablo 3: Serumlu medyum igerigi

Malzemeler Miktarlar
DMEM 45mL
L-glutamine 0.5mL
Penicillin-Streptomycin 0.5mL
Non-Essential Amino Acid 0.05mL
Solution 5mL
FBS

3.7.3. ECV 304 Hiicrelerinin Stoktan A¢ilmasi ve Bilyiitiilmesi

-80 °C’de saklanan ECV 304 hiicreleri uygun kosullarda agilarak MTT Assay igin
hazir hale getirildi. Cryotube igerisinde bulunan 1.5 mL dondurulmus ECV 304 hiicresi
1 mL serumlu medyum ile pipetaj yapilarak ¢ozildi. 50 mL’lik falkona igerisine 4 mL
serumlu medyum aktarildi ve ¢oziilmiis olan hiicrelerin tamami ¢ekilerek falkona
aktarildi. Daha sonra 5 dakika 1000 rpm ’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
tamami cekildi ve hiicre pelleti tizerine 5 mL serumlu medyum ilave edildi. Serolojik
pipet ile pipetaj yapilarak hiicre-medyum homojen karisimi saglandi ve hiicre kiiltiirii
flask1 (Nest, Kat. n0:707013) igerisine aseptik kosullarda aktarildi. CO2 inkiibatérde de
37.5 °C de biyiitiildi.

3.7.4. ECV 304 Hiicre Sayimi

Hiicre flaskinda yer alan medyumun tamami ¢ekilerek atildi. Flask duvarlar1 2 mL
Fosfat tamponlu tuzlu su (PBS) (Kat. no.: 10010023 ) ile yikandi. PBS ¢ekildikten sonra
1 mL Tripsin-EDTA (Gibco (0.25%), Phenol red (Kat. no.: 25200056, Kanada) ilave
edildi ve 3 dk. 37.5 °C agilama yapildi. Asilamadan sonra hiicrelerin tamami toplanarak
steril falkona aktarildi ve 5 dk. 1000 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
atilarak hiicre pelleti tizerine 5 mL serumlu medyum eklendi ve pipetaj yapilarak hiicre-
medyum tamamen karistirildi. Sayim i¢in; hiicre-medyum karigtmindan 27 pL alindi ve
steril ependorfa konuldu. Uzerine 3uL Triphan mavisi ilave edildi ve pipetaj yapilds.
Ependorftan 30 puL alinarak Thoma lamina aktarildi ve sayim yapildi. Sayim sonucuna
gore 10° hiicre / mL olacak sekilde medyum ile seyreltme yapildi. Hiicreler MTT Assay

icin hazir hale getirildi.

46



3.7.5. MTT Assay Uygulamasi

Hiicre sayimi yapildiktan sonra 96 kuyucuklu tabaka kullanilarak MTT yapilmaya
baslandi. MTT uygulamasindan 6nce ECV 304 hiicreleri morfolojik olarak 1s1k
mikroskobu ile kontrol edildi ve MTT Assay i¢in uygun oldugu saptandi. Her bir tabaka
kuyusu igerisine 10* hiicre olmasi igin 90 uL hiicre-medyum Karisimindan konuldu.
Hiicreler 24 saat boyunca 37 °C %5 CO; inkiibatorde bekletildi ve 24 saat sonra her bir
kuyuya uygun dozlarda hazirlanan boya soliisyonlarindan 10 puL ilave edildi. Hiicreler
boya soliisyonu ile muamele edilmesi i¢in 24 saat 37 °C %5 CO; inkiibatorde bekletildi.
Siire doldurulduktan sonra stok konsantrasyonu 10 mg mL™ olan ve steril PBS igerisinde
hazirlanan MTT (invitrogen MTT, Kat. no.: 1899778, USA) soliisyondan her bir kuyuya
30 pL eklendi ve 4 saat 37 °C %5 CO:; inkiibatorde inkiibe edildi daha sonra ise 4 saat
beklendikten sonra kuyulardan hiicrelere dokunulmayacak sekilde tiim sivilar ¢ekildi ve
90 uL %50 DMSO %50 isopropanol karisimdan (VWR, dimethyl sulfoxide 4L, Kat. no.:
BDH1115-4LP) eklendi. Aliiminyum folyo ile 96 kuyucuklu tabaka yiizeyi kaplandi. 45
dk. oda sicakliginda beklendikten sonra 570 nm’de spektrofotometre (Thermo Multi

Scan Go) absorbans 6lgiimleri alindi (Cebecioglu ve ark., 2019).
3.8. Kimyasal Oksijen Thtiyac1 (KOI) Analizi ve pH 6l¢iimii

Mikrobiyal yakit hiicrelerinden ve mikrobiyal elektroliz hiicrelerinden operasyon
oncesi ve sonrasi toplanan drneklere KOI analizi yapildi (American Public Health
Association, 1992). Analizde kullanilacak olan soliisyonlar hazirlandi. Cam tiiplere
sirasiyla, her bir 6rnekten 0.5 mL, par¢alama soliisyonundan 0.3 mL son olarak 0.7 mL
stlfiirik asit reaktifi eklendi. Cam tiiplerin agz1 parafilm ve aliiminyum folyo ile
kapatilarak 30 saniye vortekslendi. Manyetik 1sitic1 karigtirici (Stuart, SD162) ile 130
°C’de 2 saat kaynatildi. Orneklerde renk degisimi gézlemlendi. Cam tiipler oda 1s1sinda
sogutulduktan sonra UV-VIS Spektrofotometre de (SHIMADZU, UV-2600) 600 nm’de
absorbans 6l¢iildii. Standart grafik olusturuldu ve denklem yardimiyla %KOI hesaplandi.

% KOI = ((Operasyon oncesi absorbans-Operasyon Sonrasi absorbans) /

Operasyon oncesi absorbans)* 100

pH degerleri, MYH’lerden ve MEH’lerden operasyon oncesi ve sonrast 2 mL

ornek alinarak pH metre (InoLab, pH 7110) ile 6lciildii.
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3.9. Tek Odalh Mikrobiyal Elektroliz Hiicreleri Yapimi

Ponceau S boyasmin metanojenler, ekzoelektrojenler ve fermantatif bakteriler
tizerindeki etkisini ve etki miktarim1 arastirmak igin tek odali Mikrobiyal elektroliz
hiicreleri (MEH) olusturuldu. MEH'ler, biitil septum tepesinde kapaklar (VWR
International, LLC) ile kapatilmis dar agizli ortam siselerinden yapildi. Toplam reaktor
hacimleri, 50 mM 5 mL sodyum asetat ve MYH ¢alismasinda kullanilan reaktorlerden

alian 10 mL aktif soliisyon igerir.

Katot 50 cm?1ik bir yiizey alanina sahip paslanmaz celik hasir (200 * 200 Mesh,
304 paslanmaz celik dokuma tel kumas, McMASTER-CARR) ve anot yiizey alan1 10cm?
olan diiz karbon kumastan yapilmistir (Tip-B, fuelcellearth.com) . Iki elektrot bir kumas
tabakas1 (First Brands Corporation, ABD) ile ayrild1 ve boru seklinde bir sekle sarildi.
MEH’lere asilanmak iizere boya soliisyonlar1 ilave etmek i¢in 50 mM sodyum asetat
trihidrat ¢ozeltisi hazirlandi. 50 mM sodyum asetat trihidrat soliisyonu i¢in 0.675 ¢
sodyum asetat trihidrat (NaOOCCHz3+3H20, Alfa Aesar, Cas No: 6131-90-4, Karlsruhe,
Almanya) 80 mL sodyum fosfat ( NaP04' (100 mM)) tamponunda ¢oziildii. Daha sonra
50 mM sodyum asetat trihidrat ¢ozeltisine 10 mL Pasabahge atik su ve (elektrik iiretimi
ile bilinen) 10 mL MYH ¢ézeltisi ilave edildi. Iki tanesi deney grubu iki tanesi ise kontrol
grubu olmak iizere dort tane birbiri ile es mikrobiyal elektroliz hiicresi kullanildi. Her
birinin hacmi 15 mL’dir. i¢lerindeki anotlar ve katotlar 2 cm? yiizey alanina sahiptir. Her
MEH’lere agilama soliisyonundan 12 mL ilave edildi. Daha sonra anaerobik durumu
korumak i¢in 1 dakika boyunca azot (N2) gazindan gecirildiler. MEH’lere 0.7 voltaj
uygulandi ve 30 °C'de ¢alistir1ldi (Catal ve ark., 2015). MEH’lerde uygulanan Ponceau S
dozlari; 40 mg L, 10 mg Ltve 20 mg L™

Sekil 3.6: Mikrobiyal Elektroliz Hiicresi
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3.10. Mikrobiyal Elektroliz Hiicresi Asilama ve Operasyonu

MEH c¢alismasi i¢in gerekli olan biyoreaktorlerin kurulumu tamamlandiktan sonra
asilama asamasia gegildi. Asilama i¢in 50 mM pH 7.0 olan sodyum asetat trihidrat
tampon igerisinde Ponceau S boya ¢ozeltisi daha onceden MEH i¢in belirlenen
konsantrasyonlarda hazirlandi. Sodyum asetat trihidrat tamponunun hazirlanmasi igin
belirtilen maddelerin yani sira daha 6nceki ¢alismalarda kullanilan ve igerisinde aktif
bakteri kiiltlirlerini i¢ceren reaktdrlerden ¢ikan soliisyondan ilave edildi. Reaktorlerden iki
tanesi (R16 ve R17) deney grubu olarak secildi ve sisteme baglandi. Diger iki reaktor ise
(RO ve RC) kontrol grubu olarak kullanildi ve sisteme baglanmadi. Soliisyonlar ilave
edildikten sonra her bir reaktor N2 gazindan gecirilerek icerideki hava temizlendi. Daha
sonra reaktorler voltaj verilerinin takip edilmesi ve hidrojen iiretimi i¢in sisteme bagland.
Sisteme baglarken kisa devre olmamasi i¢in anot ve katot birbirleri ile temas etmeyecek
sekilde yerlestirildi. MEH sisteminin kurulumu tamamlandiktan sonra operasyon i¢in bir
hafta boyunca 0.7 V ve 2.2 Q dis direng uygulandi. Sistem 30 °C'de ¢alistirildi. Kontrol
gruplarina direng uygulanmadi ve sisteme baglanmadilar. Hidrojen tiretimi gézlemlenene
kadar MEH’lerin asilama soliisyonlar1 tazelendi. Operasyondaki bekleme siiresi
tamamlandiktan sonra Hamilton ignesi (Hamilton Company, HAM-81317, isvec) ile
reaktorlerin igerisinden 1 mL hacimde gaz 6rnegi alinarak GC-MS ile gaz igerik analizi
yapildi. Gaz analizi i¢in GC kosullar olarak, kolon akis1 2.8 mL/dk., 1sitict 185 °C’ dir.
Gaz ornekleri termal iletkenlik detektorii (AGT-64332A) ve tastyict gaz olarak argonlu
bir siitunu (113-3133 GS-CARBONPLOT, 30m, 0.32 mm, 3 mm, J&W Scientific,
ABD) olan GC cihaz1 (Agilent Technologies, 7820A, J&W Scientific, ABD) ile analiz
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Spektrofotometrik Absorbans Olciimii
4.1.1. Reaktif Sar1 145 Boyasimin Renk Giderimi

Reaktif Sar1 145 boyas! igin ii¢ tane MYH reaktorii ile ¢alisildi. Iki reaktdr ayni
sartlar saglanacak sekilde deney gruplari olarak segilmislerdir. Ugiincii reaktdr ise kontrol
grubu olarak se¢ilmistir ve deney gruplari ile ayni sartlarda ¢alisilmistir. Deney grubu
olarak se¢ilen biyoreaktorlere dis direng olarak 1500 Q uygulanirken, kontrol grubuna dis
diren¢ uygulanmadi. MYH i¢in uygulanan soliisyon igerikleri tiim gruplarda aynidir.
MYH’lerin sollisyonlar1 degistirildik¢e; reaktdre giren ve reaktorden ¢ikan
soliisyonlardan ornekler alinarak absorbans ol¢iimleri yapildi ve daha sonra ali
kodlanarak -4 °C © de saklandi. Reaktif Sar1 145 boyasi i¢in absorbans 6l¢iimii literatiire
bakilarak 372 nm’de gergeklestirildi. Ol¢iim yapilirken ¢ikan soliisyonlar hem bakteriler
coktiiriilmeden hem de 10.000 rpm 5 dk. santrifiij edilerek bakteriler ¢oktiiriildiikten

sonra 0l¢iildii. %Renk giderimi hesaplamasi literatiire gore;
% Renk Giderimi = ((A1-A2) / Al *100)

Formiilii ile hesaplanmistir. A1 reaktore giren soliisyonlarin absorbani, A2 ise

reaktorlerden ¢ikan soliisyonlarin absorbanidir.

Reaktif Sar1 145 boyasinin deney gruplarinin absorban dl¢timlerinin ortalamalari
alinarak renk giderim oranlari hesaplandi. Deney gruplarina asilanan Reaktif Sart 145
boyasina dair renk giderim oranlar1 Sekil 4.1°de gorildiigii iizere %77 olarak hesaplandi.
Kontrol grubuna asilanan Reaktif Sar1 145 boyasinin renk giderim orani ise %76.6 olarak
hesaplandi. Ayrica, 40 mg L konsantrasyonunda ki boyanin renk giderim oran1 %85, 10
mg L*? konsantrasyonunda ki boyanin renk giderim orani %76 ve 20 mg L%

konsantrasyonunda ki boyanin renk giderim orani ise %78 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.1: Reaktif Sar1 145 boyasi (%6) renk giderim oranlari
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4.1.2. Ponceau S Boyasinin Renk Giderimi

Ponceau S boyasi i¢in ii¢ tane MYH reaktérii ile ¢alisildr. iki reaktdr ayni sartlar
saglanacak sekilde deney gruplari olarak secilmislerdir. Ugiincii reaktor ise kontrol grubu
olarak secilmistir ve deney gruplari ile aynmi sartlarda ¢alisilmistir. Deney grubu olarak
secilen biyoreaktorlere dis direng olarak 1500 Q uygulanirken, kontrol grubuna dis direng
uygulanmadi. MYH igin uygulanan soliisyon igerikleri tim gruplarda aynmidir. MY H’lerin
sollisyonlar degistirildikge; reaktore giren ve reaktdrden ¢ikan soliisyonlardan drnekler
alinarak absorbans 6lgiimleri yapildi ve daha sonra kodlanarak -4 °C‘ de saklandi.
Ponceau S boyasi i¢in absorbans 6l¢limii literatiire bakilarak 512 nm de gergeklestirildi.
Olgiim yapilirken ¢ikan soliisyonlar hem bakteriler ¢oktiiriilmeden hem de 10.000 rpm 5
dk. santrifiij edilerek bakteriler ¢oktiiriildiikten sonra Olgiildi. %Renk giderimi

hesaplamast literatiire gore;
%Renk Giderimi = (( A1-A2) / A1 *100)

Formiilii ile hesaplanmistir. A1 reaktdre giren soliisyonlarin absorbani, A2 ise

reaktorlerden ¢ikan soliisyonlarin absorbanidir.

Ponceau S boyasinin deney gruplarinin absorban Ol¢limlerinin ortalamalari
alinarak % renk giderim oranlar1 hesaplandi. Deney gruplarinda Ponceau S boyasina ait
renk giderim orani Sekil 4.2°de gorildigi tizere %89 olarak hesaplandi. Kontrol

grubunda ise renk giderim oranm1 %88 olarak hesaplandi. Ayrica, 40 mg L™
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konsantrasyonunda ki boyanin renk giderim oran1 %91 ve 20 mg L konsantrasyonunda

ki boyanin renk giderim orani ise %85 olarak hesaplandi.

Sekil 4.2: Ponceau S boyasinin (%) renk giderim oranlari
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4.2. Saatlik Renk Giderim Oranlari

Boyalarin absorbans 6l¢iimii ile saatlik giderim oranlarinin analizi i¢in, kontrol
gruplarindan ve deney gruplarindan 9 saat boyunca, her saat basi 1 mL 6rnek alinarak

Olctim yapildu.
4.2.1. Reaktif Sar1 145 Boyasin Saatlik Renk Giderim Oraninin Hesaplanmasi

Reaktif Sar1 145 boyasinin saatlik renk giderim oraninin hesaplanmasi igin dokuz
saat boyunca her saat bagi 1 mL 6rnek alinarak UV absorbans 6l¢iimii yapildi ve renk
giderim oram1 belirlendi. Reaktif Sar1 145 boyasmin soliisyonu 40 mg L™
konsantrasyonunda NaP0s tamponu ile taze olarak hazirlandi ve MYH’lere asilandi. 9
saat boyunca saatte MYH'lerden alinan numunelerin absorbanslari ayri1 ayr1 6l¢iildii ve %
renk giderimi hesaplandi. Hesaplamaya gore, Sekil 4.3’de goriildigi tizere dokuz saat
sonra boyanin giderim orani olarak %50 hesaplandi. Kontrol grubunda ise bu oran %30

olarak hesaplandi.
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Sekil 4.3: Reaktif Sar1 145 boyasinin saatlik renk giderim oranlari
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4.2.2. Ponceau S Boyasinin Saatlik Renk Giderim Oraninin Hesaplanmasi

Ponceau S boyasinin saatlik renk giderim oraninin hesaplanmasi i¢in dokuz saat
boyunca her saat basi 1 mL 6rnek alinarak UV absorbans 6l¢iimii yapildi ve renk giderim
oram belirlendi. Ponceau S boyasimin soliisyonu 40 mg L™ konsantrasyonunda NaP0O4
tamponu ile taze olarak hazirlandi ve MYH’lere asilandi. 9 saat boyunca saatte
MYH'lerden alinan numunelerin absorbanslar1 ayri ayri olgiildii ve % renk giderimi
hesaplandi. Hesaplamaya gore, Sekil 4.4°de goriildiigii iizere dokuz saat sonra boyanin

giderim oran1 %53l tespit edildi. Kontrol grubunda ise bu oran %42 olarak hesaplandi.

Sekil 4.4: Ponceau S boyasinin saatlik renk giderim oranlari
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4.3. Mikrobiyal Yakit Hiicrelerinde Elektrik Uretimi

MYH’ler kullanilarak Reaktif Sar1 145 boyasinda ve Ponceau S boyasinda hem
renk giderim yapilabilecegi hem de elektrik iiretiminin gergeklestirilebilecegi saptandi.

Her iki boyada da maksimum voltaj iiretimi en diisiik konsantrasyonda elde edildi.
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4.3.1. Reaktif Sar1 145 Boyasinin Elektrik Uretimi

Reaktif Sar1 145 boyasinda MYH reaktorlerinde elektrik {iretimi {i¢ farkl
konsantrasyonda 101 giin boyunca arastirildi. Ilk &nce MYH’lerde bulunan
mikroorganizmalarin ortama adapte olabilmesi ve sistemin tekrarli hale gelebilmesi i¢in
reaktorler sadece 1.2 g L konsantrasyonda glukoz ile beslendi. Elektrik iiretimi
basladiktan sonra MYH’ler sadece 1.2 g L glukoz ile asilandiginda maksimum elektrik
tiretim miktar1 Sekil 4.5°de goriildiigii tizere 0.24 V olarak hesaplandi. Daha sonra 40 mg
L Reaktif Sar1 boyast MYH’lere asilandiginda elektrik iiretiminde azalma goriildii ve
0.05 V olarak hesaplandi. Elektrik {iretimi 0.1 V altina diistiigii icin MYH reaktorleri
tekrardan sadece 1.2 g L konsantrasyonda glukoz ile beslendi. Daha sonra MYH’lere
siras1 ile 10 mg Llve 20 mg L Reaktif Sar1 145 boyasi asiland1. Elde edilen maksimum
voltaj 10 mg L* konsantrasyonda 0.11 V'dir. 20 mg L konsantrasyonda ise 0.08 V

elektrik tiretimi oldugu saptandi.

Sekil 4.5: Reaktif Sar1 145 boyasimin MYH’de elektrik iiretimi
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4.3.2. Ponceau S Boyasinin Elektrik Uretimi

Ponceau S boyasinda MYH reaktorlerinde elektrik iiretimi iki farkh
konsantrasyonda 101 giin boyunca arastirildi. Ik &nce MYH’lerde bulunan
mikroorganizmalarin ortama adapte olabilmesi ve sistemin tekrarli hale gelebilmesi i¢in
reaktorler sadece 1.2 g L konsantrasyonda glukoz ile beslendi. Elektrik iiretimi
basladiktan sonra MYH’ler sadece 1.2 g L glukoz ile asilandiginda maksimum elektrik
tiretim miktari Sekil 4.6°da gorildiigii tizere 0.24 V olarak hesaplandi. Daha sonra 40 mg
Lt Ponceau S boyast MYH’lere asilandiginda elektrik iiretiminde 6nemli bir degisiklik
gdzlenmedi maksimum 0.24 V olarak hesaplandi. Daha sonra 20 mg L™ Ponceau S boyasi

MYH’lere asilandiginda ise yine elektrik iiretiminde onemli bir degisiklik gézlenmedi
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fakat MYH’lere asilanan boya soliisyonlarinin siiresinde degisim goézlendi ve daha kisa

zaman araliginda taze soliisyon ile asilama yapildu.

Sekil 4.6: Ponceau S boyasimin MYH de elektrik iiretimi
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4.4. Sitotoksite Analizi

Reaktif Sar1 145 boyasinin ve Ponceau S boyasinin saglikli hiicre hatt1 olan ECV 304
tizerinde ki sitotoksik etkisi MTT Assay uygulanarak incelendi. ECV 304 hiicre hatlar
boyalarin MYH’lere ve MEH’lere uygulanan dozlarin etkisi arastirildi. Boyalar hiicre
hatti ile 24 saat muamele edildi. Daha sonra 570 nm ‘de spektrofotometrik dl¢iim yapildi

ve asagidaki formiile gore % Hiicre Canlilig1 hesaplandi.
% Hiicre Canlilig1 = ((Deney grubu OD / Kontrol grubu OD) -1)) X 100
4.4.1. Reaktif Sar1 145 Boyasinin ECV 304 Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

Reaktif Sar1 145 boyasi ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan dozlari yani 40 mg L™,
20 mg L, 10 mg Lt ve 5 mg L? konsantrasyonda boya soliisyonlar1 24 saat boyunca
ECV 304 hiicreleri ile muamele edildi. Yapilan MTT Assay sonuclar1 Sekil 4.7’de
goriildiigi tizere, Reaktif Sar1 145 boyast ECV 304 boyasi tizerinde toksik etki
gdstermemistir. Kontrol gruba kiyasla 10 mg L™ luk dozu hiicre canlilig1 %66 ve 40 mg
L™ luk dozu ise hiicre canlilift %77 olarak saptandi. Bunun yam sira diger dozlarda

yaklasik %70 hiicre canlilig1 gostermistir.
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Sekil 4.7: Reaktif Sar1 boyas1t MTT analiz sonuclari
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4.4.2. Ponceau S Boyasimin ECV 304 Hiicre Hatti Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

Ponceau S boyasi ile farkli konsantrasyonlarda hazirlanan dozlar1 yani 40 mg L?, 20
mg L%, 10 mg L™ ve 5 mg L konsantrasyonda boya soliisyonlar1 24 saat boyunca ECV
304 hiicreleri ile muamele edildi. Yapilan MTT Assay sonuglart Sekil 4.8’de gorildigi
tizere, Ponceau S boyasi ECV 304 boyasi iizerinde toksik etki gostermemistir. Kontrol
gruba kiyasla 10 mg L**luk dozu hiicre canlilign %105 ve 40 mg L™*‘luk dozu ise hiicre
canliligi %118 olarak saptanmustir. En yiiksek hiicre canlihigr ise 20 mg L™**luk dozda
%124 olarak saptanmistir. ECV 304 iizerine uygulanan tiim dozlar kontrol grubuna

kiyasla ayn1 oranda proliferasyon gostermistir.

Sekil 4.8: Ponceau S boyas1t MTT analiz sonuclari

0 0.04

0.02 0.01 0.005
Dozlar (mg mL™)

=
N
o

=
o
o

(o2 e el
o O

N
o

(%) Hiicre Canlihig:
B
o

o

4.5. Mikrobiyal Elektroliz Hiicrelerinde Hidrojen Uretimi

Mikrobiyal elektroliz  hiicrelerinde Ponceau S boyasinin ii¢  farkh

konsantrasyonunun hidrojen tdretimine etkisi arastirilldi.  MEH’lere uygulanan

56



konsantrasyon sirast ile 40 mg L, 10 mg L™ ve 20 mg L™’ dir. MEH ler boya soliisyonlar1
ile asilanmadan o6nce 50 mM sodyum asetat trihidrat muamele edildi. MEH
reaktorlerinden iki tanesi deney grubu bir tanesi ise kontrol grubu olarak se¢ildi. Deney
gruplarina 0.7 V akim uygulanirken, kontrol gruplarina uygulanmadi. Karbon kaynagi
olarak sodyum asetat trihidrat kullanildi. Mikrobiyal elektroliz hiicreleri ile 35 giin
boyunca boya soliisyonu asilanmadan sodyum asetat trihidrat (50 mM) ile beslendi.
Hidrojen (H2) gaz1 tiretimi goézlemlendikten sonra giinliik olarak gaz iiretimi olgtildii.
Sekil 4.9’ da ve Sekil 4.10°da goriildiigi tizere harici bir gerilim (0.7 V) uygulanan deney
grubunda Hz gazi iiretimi gézlemlenirken kontrol grubunda Hz gazi gézlemlenmedi. H:
Olgtimleri i¢in MEH’lerden 1 mL 6rnek alinarak GC-MS kullanildi.

Sodyum asetat trihidrat (50 mM) ile 35 giinde H> gaz1 toplam 25 mL’dir. Hidrojen
gazi ile birlikte MEH’ler, 25 mL metan (CH4) gaz1 ve 10 mL karbon dioksit (CO>) gazi
tiretti. Voltaj uygulanmayan kontrollerde hidrojen iiretimi gozlenmedi ve sadece 9 mL

CO2 gaz1 birikti.

MEH’lerde hidrojen gazinin iiretimi gozlendikten sonra reaktorlere 13 giin
boyunca 40 mg L™ konsantrasyonda Ponceau S boyasi asilandi. Boya asilanmasindan
sonra 13. Giin sonunda {iiretilen toplam hidrojen gaz miktari 1 mL dir. Hidrojen gazi ile
birlikte MEH’lerde metan (CH.) gaz iiretimi gézlenmedi ve metan baskilandi. Uretilen
karbon dioksit (CO2) gaz1 miktar1 ise 4.5 mL dir. Voltaj uygulanmayan kontrollerde

hidrojen gazi ile metan gazi liretimi gozlenmedi ve sadece 4 mL CO2 gaz1 birikti.

MEH’lere 15 giin boyunca 10 mg L konsantrasyonda Ponceau S boyasi asilandi.
Boya asilanmasindan sonra 15. Giin sonunda iiretilen toplam hidrojen gaz miktar1 6 mL
dir. Hidrojen gazi ile birlikte MEHler, 8 mL metan (CH4) gazi iiretimi gézlenmedi ve
metan baskilandi. Uretilen karbon dioksit (CO;) gaz1 miktar1 ise 12 mL dir. Voltaj
uygulanmayan kontrollerde hidrojen gazi ile metan gazi iiretimi gézlenmedi ve sadece 14

mL CO; gaz1 birikti.

MEH’lere 22 giin boyunca 20 mg L konsantrasyonda Ponceau S boyasi asilandi.
Boya asilanmasindan sonra 15. Giin sonunda iiretilen toplam hidrojen gaz miktar1 18 mL
dir. Hidrojen gazi ile birlikte MEH’ler, 1 mL metan (CH4) gaz1 ve 4 mL karbondioksit
(CO2) gazi tiretti. Voltaj uygulanmayan kontrollerde hidrojen gazi ile metan gaz1 tiretimi

gozlenmedi ve sadece 16 mL CO; gaz1 birikti.

57



Sekil 4.9: Mikrobiyal elektroliz hiicrelerinde hidrojen iiretimi
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Sekil 4.10: Mikrobiyal elektroliz hiicrelerinde hidrojen iiretimi (kontrol)
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4.6. Mikrobiyal Elektroliz Hiicrelerinde Renk Giderim

Mikrobiyal elektroliz hiicrelerinden alinan 6rneklerin absorbans dl¢limii yapildi
ve renk giderim oranlar1 hesaplandi. MEHlerdeki renk giderimi Sekil 4.11’de gorildigii
lizere 24 saat igerisinde gozle goriilebilir sekilde gerceklesdi. MEH reaktorlerine agilanan

boya soliisyonlarindan maksimum renk giderim Sekil 4.12°de gorildigi tizere %112 ile
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10 mg L konsantrasyonunda gériildii. Bu orana sahip olan MEH’lere 0.7 V elektrik
uyguland1. 40 mg L konsantrasyonda ise renk giderim oran1 deney gruplar1 i¢in %85
kontrol grubu icin ise %97 hesapland1. 20 mg L! konsantrasyonda ise deney gruplarinda

%94 kontrol gruplarinda ise %100 hesaplandi.

Sekil 4.11: Mikrobiyal elektroliz hiicrelerinde Ponceau S boyasiin renk giderimi

Sekil 4.12: Mikrobiyal elektroliz hiicrelerinde Ponceau S boyasimin renk giderim oranlar:
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4.7. Kimyasal Oksijen Ihtiyac1 Analizi ve pH Ol¢iimii
4.7.1. Mikrobiyal Yakit Hiicrelerinde KOI Analizi

Mikrobiyal yakit hiicrelerinden toplanan 6rneklere KOI analizi yapildi. Reaktif Sar1
145 boyasinda 40 mg L konsantrasyonda 1500 Q dis direng uygulanan deney grubunda
KOI oram %46.11 ve 0 Q dis diren¢ uygulanan kontrol grubunda KOI oram %41.97
bulundu. Reaktif Sar1 145 boyasinda Sekil 4.13’de gboriildiigii iizere 20 mg L*
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konsantrasyonda 1500 Q dis direng uygulanan deney grubunda KOI oran1 %9.03 ve 0 Q
dis diren¢ uygulanan kontrol grubunda KOI oram1 %9.03 bulundu. Reaktif Sar1 145

boyasinda 10 mg L™ konsantrasyonda 1500 Q dis direng uygulanan deney grubunda KOI

oran1 %93,66 ve 0 Q dis diren¢ uygulanan kontrol grubunda KOI oran1 %53,99 bulundu.
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20

% KOI Giderimi

Sekil 4.13: Mikrobiyal yakit hiicrelerinde Reaktif Sar1 145 boyasimin % KOI giderimi
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MYH reaktorlerinden toplanan érneklere KOI analizi yapildi. Ponceau S boyasinda Sekil

4.14°de goriildiigii iizere 40 mg L konsantrasyonda 1500 Q dis direng uygulanan deney

grubunda KOI oran1 %29.7 ve 0 Q dis diren¢ uygulanan kontrol grubunda KOI orani
%1.98 bulundu. Ponceau S boyasinda 20 mg L™ konsantrasyonda 1500 Q dis direng
uygulanan deney grubunda KOI oran1 %69.1 ve 0 Q dis direng uygulanan kontrol

grubunda KOI oran1 %34.8 bulundu.

e .14: Mikrobiyal yakit hiicrelerinde Ponceau S boyasiin % I giderimi
kil 4.14: Mikrobiyal yakit hiicrelerinde P S boy % KOI gid
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4.7.2. Mikrobiyal Elektroliz Hiicrelerinde KOI Analizi

MEH’lerden toplanan drneklere KOI analizi yapildi. Ponceau S boyasinda 40 mg L*

konsantrasyonda 0.7 V elektrik uygulanan deney grubunda KOI oran1 %94.78 ve 0 V
elektrik uygulanan kontrol grubunda KOI oran1 %57.91 bulundu. MEH’lerden toplanan
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orneklere KOI analizi yapildi. Ponceau S boyasinda 20 mg L™ konsantrasyonda 0.7 V
elektrik uygulanan deney grubunda KOI oram1 %24.52 ve 0 V elektrik uygulanan kontrol
grubunda KOI oran1 %9.35 bulundu. MEHlerden toplanan érneklere KOI analizi yapildi.
Ponceau S boyasinda 10 mg L™ konsantrasyonda 0.7 V elektrik uygulanan deney
grubunda KOI oram %39.31 ve 0 V elektrik uygulanan kontrol grubunda KOI orani
%12.58 bulundu.

Mikrobiyal elektrokimyasal hiicrelerde, operasyon oncesi ve sonrasi pH

degerlerindeki degisim Tablo 4’de belirtilmistir.

Tablo 4: pH degerleri

Reaktor Konsantrasyon Deger

MYH / Ponceau S 40 mg L™/ operasyon sonrasi 6.81
40 mg L™* / operasyon éncesi 6.90

MYH / Ponceau S 20 mg L™* / operasyon sonrasi 6.80
20 mg L™/ operasyon éncesi 6.90

MYH / Reaktif Sar1 145 40 mg L' / operasyon sonrasi 6.85
40 mg L1 / operasyon &ncesi 6.90

MYH / Reaktif Sar1 145 20 mg Lt / operasyon sonrasi 6.84
20 mg L1 / operasyon dncesi 6.90

MYH / Reaktif Sar1 145 10 mg L / operasyon sonrasi 6.81
10 mg L"! / operasyon éncesi 6.90

MEH / Ponceau S 40 mg L1 / operasyon sonrasi 7.5

40 mg L™! / operasyon dncesi 6.9

MEH / Ponceau S 10 mg L™ / operasyon sonrasi 7.5

10 mg L / operasyon dncesi 6.9

MEH / Ponceau S 20 mg L™/ operasyon sonrasi 75

20 mg L™* / operasyon dncesi 6.9
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4.8. Spektrum Tarama

MYH’lerden operasyon oOncesi ve sonrast alman Orneklerin UV-VIS
spektrofotometre ile spektrum taramasi yapildi. Sekil 4.16°da goriildiigii iizere operasyon
oncesinde 372 nm’de goriilen ve Reaktif Sar1 145 boyasina ait oldugu diisiiniilen tepe
noktasi, operasyon sonrasinda soniimlenmistir. Buradan anlasilacagi lizere MYH’lerde
boyanin renk giderimi basarili bir sekilde gergeklestirilmis ve yeni yan {iriinler
olusmustur. Sekil 4.15’de goriildiigii tizere Ponceau S boyasinda ise operasyon oncesinde
maksimum tepe noktas1 512 nm’de goriiliirken, operasyon sonrast 6rnekte bu nokta
sOniimlemis, yerine yeni tepe noktalar1 belirmistir. Bu tepe noktalarinin boyanin renk

giderimi sonucu olusan ara {iirlinlere ait oldugu diistiniilmektedir.

Sekil 4.15: Reaktif Sar1 145 boyasinin spektrum taramasi
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Abs.

Sekil 4.16: Ponceau S boyasmin Spektrum taramasi
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5. TARTISMA

Azo boyalari, simetrik veya asimetrik radikalleri baglayan azo grubu (-N = N-) ile
karakterize edilir. Bu molekiiller, kromofobik gruplara, oksokrom yapilara ve (-N = N-)
grubuna bagli olan ve boyayr olusturan ve renk ve cesitli baska ozellikler iireten
fonksiyonel gruplara sahiptir. Kromofobik gruplara bagli olarak, boyalar renk giderimine
kars1 farkli seviyelerde direng gosterebilir. Bu nedenle, boyanin yapist renk giderme
yonteminin se¢iminde onemli bir parametredir (Gurses ve ark., 2016). Calismamizda
MYH’de Reaktif Sar1 145 (40 mg L, 20 mg L ve 10 mg L) ve Ponceau S (40 mg L
ve 10 mg L) boyalarinin farkli konsantrasyonlarda renk giderim performanslari
arastirtlmistir. UV spektrofometre ile spektrum tarama ve absorbans Olgiimleri
yapilmustir. Reaktif Sar1 145 ve Ponceau S boyalarmin sirasiyla 372 ve 511 nm’de
maksimum emilim gosterdikleri saptanmistir. Buradan yola ¢ikilarak boya
absorbanslarini1 6lgmek igin mikrobiyal elektrokimyasal hiicrelerden yaklasik 96 saatte
bir 1 mL numune alinmis ve analiz edilmistir. Reaktif Sar1 145'in renk giderim orani1 96
saatlik operasyon sonunda %79 olarak hesaplandi. Kontrol grubuna asilanan Reaktif Sari
145 boyasmin renk giderim orami ise %77 olarak hesaplandi. Ayrica, 40 mg L%
konsantrasyonunda ki boyanin renk giderim oran1 %85, 10 mg L konsantrasyonunda ki
boyanin renk giderim oran1 %76 ve 20 mg L konsantrasyonunda ki boyanin renk giderim
orani ise %78 olarak hesaplandi. Absorbans 6l¢iimleri ve spektrum analizleri, Reaktif Sar
145'in MYH’lerde renk gideriminin gerceklestigini gostermektedir. Ayrica elektrik
tiretimine kiyasla renk giderim oranlar1 konsantrasyonla paralel olarak artmistir. Ponceau
S boyasinin renk giderim orani %89 olarak hesaplandi. Kontrol grubunda ise renk giderim
oran1 %88 olarak hesaplandi. Ayrica, 40 mg L™ konsantrasyonunda ki boyanin renk
giderim oran1 %91 ve 20 mg L? konsantrasyonunda ki boyanin renk giderim oram1 ise
%85 olarak hesaplanmigtir. Konsantrasyonlar arasinda iki kat yogunluk farki olmasina
ragmen, renk giderme etkinliginin, elektrik iiretim performansiyla paralel olarak 6nemli

ol¢iide degismedigi gézlenmistir.

Maksimum renk giderim oraninin her iki boya i¢inde en yogun konsantrasyon olan

40 mg L™’ de elde edilmesinin sebebi boya yapilarmin sahip oldugu siilfonik gruplarla
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iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu gruplar elektron ¢ekme 6zelliklerine sahiptir ve azo
bagindan kopardiklari elektronlarla daha fazla renk kaybina yol agabilmektedirler (Onn
ve ark., 2017). Benzer sonuglar Onn ve arkadaslar1 (2017), tarafindan mono ve diazo
boyalari ile gergeklestirilen renk giderim galismasinda da elde edilmistir. Bununla birlikte
indirgenmis yani renksizlestirilmis boyanin bazi1 durumlarda anottaki biyofilme elektron
tasimada redoks aracisi olarak yardim ettigi ve ortaya ¢ikabilecek toksisiteye bagli olarak
elektrik tiretimi lizerine olumsuz etki edebilecegi de diistiniilmektedir (Chen ve ark.,
2011). Reaktif Sar1 145 monoazo boyasi olmasina ragmen bir diazo boyas1 olan Ponceau
S’e kiyasla elektrik tiretiminde daha diisiik performans sergilemistir. Bunun sebebi olarak
MYH’lerde bulunan elektrokimyasal hiicrelerin Reaktif Sar1 145 boyasina karsi daha
fazla hassasiyet gostermis olabilecekleri diisiiniilmiistiir. Mikrobiyal renk gideriminde
azorediiktaz enzimi azo baglarinin yarilmasindan sorumlu ana enzimdir. Bakteriler
tarafindan azorediiktaz maksimum tiretimi, ge¢ logaritmik fazdan orta duragan faza gegis
sirasinda rapor edilmistir. Bu nedenle, renksizlestirme siiresi ve boyanin miktart MYH
ortamindaki mikrobiyal toplulugun yogunluguna ve enzim fiiretim aktivitesine baglh
olarak gerceklesmektedir (Maier ve ark., 2004). Deney sonuglarimiza gére MYH’lerde
hem elektrik iiretimi hem de azo boyalarinin renk gideriminin basarili bir sekilde es
zamanl olarak yiiriitiilebilecegi sonucuna varilmistir. Ozellikle Ponceau S benzeri diazo
boyalarin MYH’lerde renk giderimi ve elektrik iiretimi i¢in umut vadetmektedir. Calisma
sonuglarimiz, literatiirde diger azo boyalar ile yapilan es zamanli olarak elektrik tiretimi

ve renk giderimi ¢aligmalarinin sonuglari ile uyumlu bulunmustur.

Reaktif Sar1 145 boyasinin MYH’lerde elektrik tiretimi 101 giin boyunca ti¢ farkli
konsantrasyonda incelenmistir. Operasyon Oncesinde mikrobiyal elektrokimyasal
hiicreleri ortama adapte etmek, kararli ve tekrarli sonuglar elde edilmek i¢in 28 giin
boyunca 1.2 g L™ konsantrasyonunda glikoz ile beslenmistir. MYH’lerde 1 kQ'luk harici
bir dis diren¢ uygulanarak yaklasik 0.24 V'luk bir kararli ve tekrarlanabilir elektrik
{iretimi gézlenmistir. Daha sonra, igerisinde 1.2 g L' glikoz ile 40 mg L Reaktif Sar1
145 boyast olan soliisyon 10 giin boyunca MYH'e asilandiginda, elektrik {iretim
degerinde yaklasik 0.05 V gibi ani bir diisiis gozlenmistir. Bu diisilisiin sebebi olarak,
MYH ortamina aniden eklenen boyadan kaynaklanan organik sok ve soka bagli olarak da
mikroorganizmalarin biliylimesinin sinirlanmasi veya baz tiirleri ise baskilanmis olmasi
goriilmiistiir. Konsantrasyonun MYH’de yer alan mikroorganizmalar icin yiliksek

gelebilme ihtimali g6z 6niinde bulundurularak (Liang ve ark., 2018) boya iceren soliisyon
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MYH ortamindan almmistir. Mikrobiyal elektrokimyasal hiicrelerin tekrardan
aktivitelerinin artmasi ve elektrik iiretmesi i¢in ortam yaklasik 12 giin boyunca sadece
1.2 g L™t glukoz soliisyonu ile asilanmustir. Elektrik iiretim degeri 0.1 V'un altina diistiikce
glikoz soliisyonlar1 alinarak, taze glikoz soliisyonu ile degistirilmistir (Catal ve ark.,
2018). Daha sonra MYH'lere sirastyla 10 mg L™ ve 20 mg L konsantrasyonlarinda
Reaktif Sar1 145 boyasi igeren soliisyonlar agilanmistir. Elde edilen maksimum voltaj, 10
mg L konsantrasyonunda boya iceren soliisyonda 0.11 V olarak bulunmustur ve sadece
glikoz asillanmis MYH'lere kiyasla elektrik iiretiminde %50 oraninda azalma
gdzlenmistir. Benzer sekilde, 40 mg L™ konsantrasyonunda Reaktif Sar1 145 boya ile
beslenen MYH’de kiyasla elektrik iiretimi ise %57 oraninda artmistir (Chen, B.-Y.,
2010). Diger konsantrasyon olan 20 mg L™*’da ise 0.08 V elektrik iiretilmistir.
Sonuglardan goriildiigii iizere 20 mg L™ ve 10 mg L™ konsantrasyonlar1 fark olmasina
ragmen, elektrik iiretim performansi agisindan énemli bir fark elde edilmemistir. Kumru
ve ark (2012), Reaktif Sar1 145 boyasi ile yaptiklari ¢alismada MYH’lerde boyanin 80
mg L ve 40 mg L konsantrasyonlarmi kullanmiglardir. Bizim c¢alismamizla benzer
sekilde konsantrasyonlar arasinda yogunluk farki olmasma ragmen, elektrik iiretim
verimleri birbirine olduk¢a yakindir. Bu da c¢alismamizda, MYH’lere farkh
konsantrasyolarin uygulanmasina ragmen benzer elektrik liretim veriminin alinmasini

dogrulamaktadir (Kumru ve ark., 2012; Sen ve ark., 2019).

Reaktif Sari 145 boyasinin MYH’lere uygulanmasi sonucunda konsantrasyon
arttikca renk giderim oran1 da ayni sekilde artarken, elekrik iiretim orani diigsmiistiir.
Simdiye kadar benzer sonuglar elde edilen ¢alismalarda bu durumun sebebi olarak ¢esitli
aciklmalar yapilmistir. Temel sebep olarak boyalarin yapisinda azo grubunun yani sira
reaktif gruplarinda bulunmasindan &tiiri elektronlar i¢in ¢ekici hale gelip, kisa siirede
bozulmalar1 gosterilmektedir. Yani MYH’lerde renk giderimi ve elektrik iiretimi arasinda
elektronlar tarafindan yasanan rekabet bulunmaktadir. Dolayisiyla ortamdaki boyalarin
hizl1 tiikenmesine paralel olarak, mikroorganizmalarin yeterli substrat bulamamasindan
dolay1 elektrik iiretimi de azalmis olabilir. Yani renk giderimi ve elektrik iiretimi arasinda
baglanti1 bulundugu sonucuna varilabilmektedir. Onn ve arkadaglarina gore de,
MYH’lerde gozlenen dnemli voltaj diisiisleri katotta bulunan azo boyalarin eksikliginden
kaynaklanabilmektedir ve azo boyalarin bozunma reaksiyonlarinin hizlar ile iligkilidir.
Bu da ¢alismamizda elde edilen sonuglar ile paraleldir ve destekler niteliktedir (Oon ve
ark., 2017).
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Ponceau S boyasinda, MYH reaktorlerinde elektrik tiretimi 101 giin boyunca iki
farkli konsantrasyonda incelenmistir. MYH'lerde bulunan elektrokimyasal hiicreleri
ortama adapte etmek ve tekrarli sonuglar elde edilmek igin 1.2 g L't konsantrasyonunda
glikoz ile beslendi. Elektrik iiretimi basladiktan sonra, MYH'ler sadece 1.2 g L glikoz
ile asilandiginda, maksimum elektrik {iretimi 0.24 V olarak hesaplandi. Daha sonra
MYH’lere 40 mg L7 konsantrasyonda Ponceau S boyasi igeren soliisyonlar asilandi
elektrik iiretimi yine yaklasik olarak 0.24 V olarak hesaplanmistir. MYH'lere 20 mg L*
konsantrasyonda Ponceau S boya soliisyonu asilandiginda, elektrik tiretiminde 6nemli bir
degisiklik olmamustir. Ek olarak, 20 mg L' konsantrasyonunda boya ile asilanan
MYH'ler, 40 mg L7 ile asilanmis MYH'lerden daha kisa siirede elektrik iiretim degerini
0.1 V'un altina diistirdiigii gézlemlenmistir. Li ve arkadaslari. (2010), tarafindan yapilan
calismada, bir diazo boyasi olan Kongo kirmizisinin (CR), elektrik iiretim performansi
karbon kaynag olarak 1 g L glikozun kullanildigt MYH’lerde arastirilmistir. MY H'lere
uygulanan dis direng 500 Q’dur. MYH’ler 100 mg L™ konsantrasyonda hazirlanan CR
soliisyonunda 0.36 V iiretmistir. Cao ve arkadaslari. (2010), tarafindan yapilan bir baska
caligmada ise, CR'nin MYH'lerde elektrik tiretimi iizerindeki etkisi cesitli karbon
kaynaklarinin varliginda arastirilmistir. Glikoz ile desteklenmis MYH'lere 300 mg Lt CR
uygulandiginda, elde edilen maksimum voltaj 500 Q yiik ile 0.42 V idi. CR'nin 300 mg
L''e ¢ikarilmast, elektrik iiretimi 0.33 V’e diisiirmiistiir. Glikoz, etanol ve sodyum asetat
ile degistirildiginde ise yaklasik 0.38 V elektrik iiretilmistir. Bu sonuglarla birlikte bizim
calismamamizla paralel olarak Ponceau S gibi diazo boyalarin makul bir sinir dahilinde
degisen konsantrasyonlariin elektrik iiretimi iizerinde onemli bir etki yaratmadigi

sonucuna varilmistir.

Liang ve ark. (2018), yaptiklari ¢alismada bir monoazo boya ¢esidi olan metil
turuncusunun MYH’de renk giderimini arastirmislardir. MY H’ler ilave olarak kullanilan
havalandirilmis elektrokimyasal reaktor ile baglanmistir. MYH’de anot olarak karbon
kece katotta ise diiz karbon kagit kullanilmistir. Sistemde 1000 Q harici direng
uygulanmistir. Sistem 25 mL anaerobik ¢amur ile beslenmistir ve anolit olarak 50 mM
fosfat tampon kullanilmistir. Metil turuncu boyasinin renk giderim analizi, i¢in baglangi¢
konsantrasyonu olarak 50 mg L™ kullanilmistir ve pH degeri 3.0 olarak 6lgiilmiistiir.
Daha sonra sirastyla 20, 50, 100, 150 mg L™ konsantrasyonlar ve 1.0, 3.0, 5.0, 7.0 pH

degerleri denenmistir. Tiim operasyonlar oda sicaklifinda (22 °C) gergeklestirilmistir.
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MY H sisteminde destekleyici olarak Fe-C mikro-elektrolizi kullanilmistir. Renk giderimi
maksimum olarak baslangi¢ konsantrasyonu olan 50 mg L™ 'de 180 dakika operasyondan
sonra %97olarak hesaplanmistir. Daha sonra 200 mg L*? 'lik baslangic MO
konsantrasyonunda 150 dakika sonunda renk giderim orani1 maksimum %76’a ulasmstir.
Kontrol grubu olarak sadece MYH’den (Fe-C mikro-elektrolizi kullanilmadan) olusan
sistemlerde ise metil turuncunun renk giderimi %82'e diiserken, sadece Fe-C mikro-
elektrolizi ile renk giderimi ise %67 olarak bildirilmistir. Chen ve ark. (2010), yaptiklar
calismada MYH’de Proteus hauseri tarafindan gesitli azo boyalarmin renk giderimini ve
biyoelektrik tiretimini arastirmiglardir. Renk giderimi i¢in on farkli boya seg¢ilmistir.
Bunlar Asit Siyah 172 (ABk172), Reaktif Kirmiz1 198 (RR198), (3) diazo-boyalar-asit
sar1 42 (AY42), Reaktif Mavi 171 (RBul71), Reaktif Siyah 5 (RBK5), Reaktif Mavi 160
(Rbul60), Reaktif Yesil 19 (RG19), Reaktif Kirmizi 141 (RR141) ve Reaktif Sar1 (RY84)
ve (4) tetra-azo boya Direkt Siyah 22 (Dbk22)’dir. Anot elektrotu i¢in aktif karbon kumas
kullanilirken, katot olarak politetrafloroetilen (PTFE) kapli kumas kullanilmistir.
MYH’lere harici olarak 1 kQ dis diren¢ uygulanmistir. Renk giderim sonuglarina gore
azo igermeyen boya olan RBuUl198’un %14 oraninda renk giderimi gozlendigi
bildirilmistir. Monoazo grubunda yer alan ABk172 boyasinin ise renk giderimim
basarisiz olurken, RR198” de %99 oraninda gbzlenmistir. Diazo boyalardan AY42 ve
tetra azo boya olan DBk22’de renk giderimi gozlemlenememistir. Bunun yani sira
maksimum renk giderimi diazo boyalari olan RBK5 ve RBul60’de %97 olarak
bildirilmistir. Biyoelektrik {iretimi i¢in se¢ilen RB160’da 0, 450, 900, 1350, 560 mg L+t
konsantrasyonlar1 denenmistir. MYH’lerde gézlemlenen sonuglara gore bizim yaptigimiz
calismay1 destekler nitelikte konsantrasyon arttik¢a tiretilen elektrik miktar1 azalmigstir.
Konsantrasyonlara gore sirastyla (0, 450, 900 ve 1350 mg L™?); 245, 197, 152 ve 109 mV
elektrik tiretimi gozlenmistir. Sonuglara gore; renk gideriminde azo boyalarin kimyasal
yapilarinin 6nemli oldugu saptanmistir. RBul60 diazo boyas1t muhtemelen sahip oldugu
indirgeyici Ozelliginden dolayr biyoelektrik iiretim verimi acisindan diger boyalari
bastirmigtir. Proteus hauseri tarafindan MYH’de hem renk giderimi hem de biyoelektrik
tiretimi gerceklestirilebilecegi sonucuna varilmistir. Saba ve ark. (2018), yaptiklar
calismada bir azo boya ¢esidi olan reaktif siyah 5 ve reaktif mavi 4 boyalarinin MYH’de
renk giderimi ve elektrik tiretim performansini arastirmislardir. MYH’ler 22 °C' de kesikli
beslemeli olarak ¢alistirilmistir ve ortam besiyeri 24 saatte bir tazelenmistir. Anot ve katot

potansiyelleri 5 dakika da bir kaydedilmistir. MYH’de ii¢ farkli operasyon tasarlanmistir.
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Operasyonlarda karbon kaynaklari, dis direngler ve boya konsantrasyonlar1 degistirilmis
ve MYH performansina etkileri arastirilmigtir. Substrat olarak glikoz, maya ve triptondur.
Yapilan galismani sonucuna gére RBL4 boyasinin 200 mg L konsantrasyonunda farkli
substratlar arasinda maksimum renk giderimi 24 saatte %94 oranindadir ve maya
ekstratinda gozlenmistir. Khan ve ark. (2015), yaptiklari ¢alismada bir azo boya olan asit
lacivert ile aerobik reaktor ve tek odacikli MYH kullanarak hem elektrik tiretimi hem de
renk giderimi tizerine ¢alismislardir. Boyanin konsantrasyonlar1 50, 100, 200 ve 400 ppm
olarak belirlenmistir. MYH ve reaktdr, kanalizasyon aritma tesisinden alinan aktif camur
ve glikoz ile beslenmistir. Operasyon siiresince sicaklik 27 °C’ de ve pH seviyesi 7.8-8
arasinda sabit tutulmustur. Deney sonuglarina goére maksimum elektrik iiretimi 200
ppm’de 1350 mV olarak belirlenmistir. Boyanin konsantrasyonlarina (50, 100, 200 ve
400 ppm) gore sirastyla 900, 950, 1300 ve 800 mV elektrik iiretimi gézlenmistir.

MEH’lere uygulanacak olan boya soliisyolarinin memeli hiicre kiiltiirnde hiicre
canliligina olan etkisinin arastirilmast i¢in insan endotel hiicre hatti olan ECV 304 ile
MTT analizi yapilmistir. Deney sonuglarina gore Reaktif Sar1 145 boyasi hiicre canliligini
kontrol grubuna gore %70 oranina diistirmiistiir. Ponceau S boyasi ise hiicre canliligin
kontrol grubuna gore % 120 oranina yiikseltmistir. Buradan yola ¢ikilarak Reaktif Sar1
145 boyasmin memeli hiicreleri i¢in azda olsa proliferasyonu azaltici etkisi oldugu

sOylenebilmektedir.

MYH’lere operasyon baglangicinda agilanan Reaktif Sar1 145 boyasinin
soliisyonuna yapilan spektrum analizinde, maksimum tepe noktast 372 nm ‘de
goriilmiistiir. Bu tepe noktasinin azo boyalarda bulunan azo baglarina ait oldugu
diistiniilmektedir. Operasyon sonrasinda alinan drneklerde ise 283 nm ve 250 nm’de tepe
noktalar1 goriilmiistiir. Bu tepe noktalarinin boyanin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan
aminlere ait oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica operasyon oncesi alinan drnekte goriilen
372 nm’de ki tepe noktasiin, operasyon sonrasi alinan orneklerde gbzlenmemesine
bakilarak boyanin renk gideriminin yapildigi ve azo baginin mikroorganizmalar
tarafindan bozuldugu sonucuna varilabilmektedir. MYH’lere operasyon baslangicinda
asilanan Ponceau S boyasinin soliisyonuna yapilan spektrum analizinde, maksimum tepe
noktast 512 nm ‘de goriilmiistiir. Bu tepe noktasinin diazo boyalarda bulunan azo
baglarina ait oldugu diisiiniilmektedir. Ek olarak, 355 nm ve 244 nm ‘de tepe noktalar1
goriilmistiir. Bu tepe noktalarinin benzen halkasina, aromatik aminlere ve benzer
fonksiyonel gruplara ait olduguna diisiiniilmektedir. Operasyondan sonra MYH’den
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alinan Orneklerde, 512 mm’deki tepe noktasinin kademeli olarak azaldigi ve 455 nm
seviyesine distliigli gdzlenmistir. Buna gore, Ponceau S boyasinin renk degisikliginin
basarili oldugu goriilmiistiir. Ayrica, 285 nm ‘de absorbans degeri yaklasik 1.500 olan
tepe noktalar1 gozlenmistir. Bu tepe noktalarinin, azo baglarinin yarilmasi nedeniyle
ortaya ¢ikan aromatik aminlere yani 1-amino-2-naftol-6,8-disiilfonat ve 1-naftilamin-4-
stilfonat gibi yapilara ait oldugu diisliniilmektedir. Bunlara ek olarak MYH’lerden ¢ikan
orneklerin analizinde, boyanin nerdeyse tamaminin bozuldugu ve ortaya yeni ara
maddelerin ¢iktig1 goriilmektedir. Clinkii baslangicta alinan soliisyonda gézlenen 511 nm
’de ki tepe noktasi, ¢ikis soliisyonlarinda nerdeyse tamamen soniimlenmistir. Zou ve
Wang. (2017), Metil Kirmizis1 azo boyasinin MYH ile renk giderimini arastirdiklari
calismada, boya soliisyonunun UV spektrofotometre ve GC-MS ile analizini
yapmiglardir. Bunun sonucunda elektrokimyasal hiicreler tarafindan boyanin renk
giderimi gergeklesirken zamana bagli olarak ortaya ¢ikan 10 farkli ara madde
saptamiglardir. Baglangicta 432 nm'de saptadiklart maksimum pikin zamana bagl olarak
azaldigini, 228 nm'de ve 254 nm'de ise piklerin zamana bagl olarak arttigin1 ve bdylece
boyanin MYH’de renk gideriminin bagarili bir sekilde ger¢eklestigini gézlemlemislerdir.
Bu sonuglarda bizim ¢alismamizda elde edilen spektrum tarama ve absorbans sonuglarini

dogrular niteliktedir (Cao., 2010; Oon ve ark., 2017).

Ponceau S boyasmin ii¢ farkli konsantrasyonu ile mikrobiyal elektroliz
hiicrelerinde (MEH) hidrojen iiretimi {lizerindeki etkisi arastirildi. Kullanillan MEH
reaktorlerinin toplam hacmi 15 mL’ dir. MEH'lere asilanan konsantrasyonlar sirasiyla 40
mg L™, 10 mg L™ ve 20 mg L™ 'dir. MEH'ler boya ¢ozeltileri ile asilanmadan énce 50 mM
sodyum asetat trihidrat ile asilanmistir. MEH reaktorlerinden ikisi deney grubu ve ikisi
kontrol grubu olarak secildi. Deney gruplarina 0.7 V gerilim uygulanirken kontrol
gruplarina uygulanmadi. Karbon kaynagi olarak sodyum asetat trihidrat kullanildi.
MEH’ler, boya ¢ozeltisi ile asilanmadan 6nce 35 giin boyunca sodyum asetat trihidrat (50
mM) ile beslendi. Hidrojen (H2) gaz iiretimi gozlendikten sonra her giin gaz igerikleri
GC-MS ile analiz edildi. Harici bir voltajin (0.7 V) uygulandig1 deney grubunda H2 gazi
tiretimi gozlenirken, kontrol grubunda H: gazi gozlenmemistir. Hz Olgiimleri i¢in
MEH'lerden 1 mL numune alind1 . Sodyum asetat trihidrat (50 mM) ile toplam H> gaz1
miktar1 35 giin i¢inde 25 mL olarak ol¢iilmiistiir ve elektrokimyasal hiicreler tarafindan
ilk hidrojen iiretimi 11. giinde ger¢eklesmistir. Hidrojen gazi ile birlikte MEH’ler 25 mL
metan (CHs) gaz1 ve 10 mL karbondioksit (CO2) gazi iiretmistir. Kontrol gruplarinda
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hidrojen iiretimi gozlenmemistir ve sadece 9 mL CO2 gaz1 birikmistir. MEH'lerde
hidrojen gaz1 iiretimi gozlendikten sonra, Ponceau S boyasi 13 giin boyunca 40 mg L
konsantrasyonunda reaktorlere asilandi. Hidrojen iiretimi boya soliisyonunun
asillamasindan sonral3. giiniin sonunda gerceklesmistir ve iiretilen toplam Hz miktar 1
mL' dir. Bununla birlikte MEH'lerde metan (CHa) gazi iiretimi gdzlenmemistir. Uretilen
karbondioksit (CO) gaz1 miktar1 ise 4.5 mL' dir. Kontrollerde hidrojen gazi ve metan

gazi liretimi gozlenmedi ve sadece 4 mL CO2 gazi birikti.

Ponceau S boyasimin 10 mg L™ konsantrasyonunda hazirlanan soliisyonu,
MEH’lere 15 giin boyunca asilandi. Boya asilamasindan sonra ilk Hz gaz1 7. giinde
gelmistir ve 15. giiniin sonunda iiretilen toplam Hz miktar1 6 mL' dir. Hidrojen gazi ile
birlikte MEH'lerde, 8 mL metan (CH4) gazi iiretimi gdzlendi. Uretilen karbondioksit
(COy2) gazi miktari ise 12 mL'dir. Kontrol gruplarinda hidrojen gazi ve metan gazi liretimi
gozlenmedi ve sadece 14 mL CO; gazi birikti. Ponceau S boyasi, MEH’lere 22 giin
boyunca 20 mg L™ konsantrasyonunda asilandi. Boya asilamasindan sonraki ilk Ha
iiretimi 7. glinde gergeklesmistir ve 22. giiniin sonunda iiretilen toplam Hz miktar: 18 mL'
dir. Hidrojen gazi ile birlikte MEH'ler de 1 mL metan (CH4) gaz1 ve 4 mL karbondioksit
(CO2) gaz iiretti. Kontrol gruplarinda ise hidrojen gazi ve metan gazi iretimi gézlenmedi
ve sadece 16 mL CO; gazi birikmistir. MEH’lerde 50 mM sodyum asetat trihidrat ve 10
mg L konsantrasyonlarda Hz tiretimi ile birlikte CHy tiretimi gézlenmistir ve nerdeyse Hz
iiretimi ile aymi oranlarda gerceklesmistir. Fakat 40 mg L' ve 20 mg L*
konsantrasyonlarinda CHg liretimi baskilanmistir. Hu ve ark. (2008), yaptiklari calismada
MEH’lerde substrat olarak asetat kullanildig1 zaman ortamda elektrokimyasal hiicreler ve
metanojen bakteriler arasinda rekabetden dolay: katotta hidrojen iiretiminin veya metan
tiretiminin baskilanabilecegi sonucuna varmiglardir. 50 mM asetat varliginda énce CH4
sonra Hy gazlari iiretilmistir. 40 mg L konsantrasyonda ise sadece 1 mL H iiretilmistir,
CH4 ise hi¢ iretilmemistir. Buradan anlasilacagi tizere asetat MEH’lerde em
elektrokimyasl hiicreler hemde metanojen bakteriler i¢in uygun bir substrattir ve rekabet
olmasina ragmen iki tiir hiicrede basaril1 bir sekilde tliretim gerceklestirebilmistir. Fakat
40 mg L' konsantrasyonda Ponceau S boyasmin varlifi ortamda bulunan hem
elektrokimyasal hem de metanojenler icin toksik gelmistir ve her iki tiirde aktivide
gosteremenmis ve iiriin iiretememistir. 20 mg L konsantrasyonda ise H iiretim miktar
18 mL iken CH4 miktar1 ise 1 mL’dir. Buradan yola ¢ikilarak 20 mg L' " de anotta yer

alan elektrokimyasal hiicrelerin metanojenlere baskin geldigi ve boylelikle Hz iiretimi
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maksimum iken CHjy tiretimi ise baskilanmistir. MEHlerden operasyon 6ncesi ve sonrast
aliman orneklerin pH analizi yapildiginda fermantasyon siireclerine bagli olarak pH
degerinin 7’den 7.5’e ¢iktig1 goriilmiistiir. Deneylerde metanin baskilanmasinin bir diger
nedeni olarak da artan pH degeri olabilecegi diisliniilmektedir. Yapilan arastirmalara gore
metanojen bakterilerin iiretim yapabilmeleri i¢in ideal kosullarin notr pH degeri oldugu

bildirilmistir (Chen ve ark., 2002; Van Hanndel ve Lettinga., 1994).

MEH’lerde incelenen diger konu ise Ponceau S boyasinin hidrojen iiretimi ile es
zamanli olarak gerceklestirdigi renk giderim verimidir. MEH’lerden operasyon oncesi ve
sonrasi alinan 6rneklerin absorbans dl¢timlerine gore yapilan hesaplamaya gore 40 mg L
! konsantrasyonda ki boyanin renk giderim oran1 %85.43 ve 20 mg L konsantrasyonda
ki boyanin renk giderim orani ise %96.80 olarak belirlenmistir. Maksimum renk giderim
oram ise en diisiik konsantrasyon olan 10 mg L' de %118 olarak belirlenmistir.
MEH’lerde MY H’lerin aksine konsantrasyon azaldik¢a renk giderim orani artmigtir. Tim
bu sonuglardan yola ¢ikilarak uygun degerde hidrojen iiretim miktar1 20 mg L%
konsantrasyonda 18 mL olarak saptanirken, optimum dekolarizasyon degeri olarak %118
ile 10 mg L  konsantrasyonu saptanmistir. Hidrojen iiretiminin konsantrasyonla iliskisine
bakildig1 zaman MEH’de yer alan mikroorganizmalarin ortama aligmasina paralel olarak
maksimum iiretimin en son uygulama dozu olan 20 mg L *de goriilmesine yol agmis
olabilir. Bunun yan1 sira 40 mg L™ konsantrasyonu ise mikroorganizmalar igin toksik
etki olusturmus olabilir. Hou ve arkadaglari. (2017), tarafindan yapilan bir ¢alismada
MEH’lerde farkli konsantrasyonlara sahip olan azo boyalardan metil turuncusunun
hidrojen tretimi ile es zamanli olarak renk giderim verimi arastirtlmistir. Calisma
sonunda elde edilen veriler ile izim g¢alismamizda elde edilen sonuglar birbirlerini
destekler niteliktedir. Bu ¢alismada da konsantrasyon artttkga MEHlerde renk giderim
oran1 azalmustir. Boya konsantrasyonu 50 mg L™ den 300 mg L™ ‘e yiikseltildiginde 12
saat i¢cinde renk giderim oraninin %98'den %76'ya diistiigiinii bildirmislerdir. Bunun yani
sira hidrojen {iiretimi ise 50 mg L' de 113 mL iken, 300 mg L™ de 68 mL olarak
bildirilmistir. Valdez-Vazquez ve ark. (2020), tarafindan yapilan ¢alismada fermentatif
bakteriler kullanarak MEH’lerde denim boyasi olan indigo boyasinin renk giderimi le es
zamanli olarak hidrojen tiretim verimliligini arastirmiglardir. Calisma sonucunda elde
edilen hidrojen iiretim miktar1 ile bizim ¢alismamamizda elde edilen hidrojen iiretimini
birbirlerine yakin ve 23 mL olarak bildirilmistir. Calismalarinda Li ve ark. (2016),

renklendirme performanslarinin daha 6nce bildirildigi mikrobiyal yakit hiicrelerine
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(MYH) ek olarak performansi arttirmak i¢in MYH-MEH ile biitiinlesmis bir sistem
olusturmus ve ¢esitli  faktorlerin  reaktér performansi {izerindeki  etkisini
degerlendirmislerdir. Sonuglara gore, karbon kaynagi olarak asetat kullanan kombine
MFC-MEC sistemlerinin renklenme oraninin, tek MYH’¢ kiyasla bir iyilesme gosterdigi
bildirilmektedir. Yalniz MYH kullanilan operasyonda %37 renk giderim orani elde
edilirken MEH ile birlestirilmis sistemde %75'lik oran elde edilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sanayilesmenin, Ozellikle tekstil {irlinlerinde tiiketimlerin hizli bir sekilde
artmastyla birlikte sanayi atiklari gibi kiiresel bir ¢evre kirliligi sorunu ortaya ¢ikmistir.
Tekstil endistrisinde kullanilan boyar maddeler ve yan iiriinleri kirleticilerin en basinda
gelmektedir. Son yillarda, toksik/toksik olmayan organik bilesikler dolayli veya
dogrudan c¢evreye salinmaktadir. Sulak alanlar bu atiklarin en fazla etkilendigi
habitatlardir ve bizlere renk degisimi, kotii koku olusumu gibi belirtiler vermektedirler.
Tekstil atiklarinda en ¢ok bulunan boya maddeleri, aromatik aminler iceren azo
boyalaridir. Caligmamamizda kullanilan Reaktif Sar1 145 boyasi, tekstil endiistrisinde
yaygin olarak kullanilan ve diisiik biyodegradasyona sahip aromatik bir monoazo
boyadir. Ponceau S ise agik kirmizi renkte bir diazo boyadir. Ponceau S, PVDF ve
nitroseliiloz membranlar {izerindeki proteinlerin saptanmasi i¢in kullanilir. Boyar
maddelerin yan1 sira, bocek ilaglari, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, ilag atiklar1 ve
agir metaller de gevresel kirlilikte rol alan ana atiklar olarak gosterilmektedir. Ulkemiz
basta olmak tizere, Diinya genelinde azalan su kaynaklarini geri kazanmak ve ekolojik
dengeyi korumak i¢in acil olarak atik su aritimi konusunda caligmalar yapilmasi
gerekmektedir. Giiniimiizde fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak iizere gesitli aritim
yontemleri denenmektedir. Fakat her birinde ekonomik, fiziksel ve ¢evresel olarak farkli
farkli sorunlar yasanmaktadir. Dolayisiyla alternatif olarak ¢evre dostu, ekonomik ve
yenilenebilir bir yonteme ihtiya¢ duyulmaktadir. Onerilen ve iizerine ¢alisilan alternatif
yontemlerin basinda mikrobiyal yakit hiicreleri ve mikrobiyal elektroliz hiicreleri

gelmektedir.

MYH’ler ve MEH’ler aslinda mikroorganizmalar yardimi ile biyolojik aritim
yapabilen ayni zamanda da elektrik, hidrojen ve metan gibi ¢esitli enerji kaynaklari
tiretebilen biyoteknolojik araclardir. MYH’ler biyofilmleri ile azo boya renksizlestirmede
yeni bir yaklasim saglayabilir, ayn1 zamanda elektrik ve hidrojen enerjisi iiretimi de
gerceklestirebilirler. MEH’ler ise azo boylarinin renk giderimini yaparken ayni zamanda

hidrojen gazi iireterek, alternatif bir enerji kaynagi olabilirler. Buradan yola ¢ikilarak
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calismamamizda Reaktif Sar1 145 ve Ponceau S gibi azo boyalarin tek odacikli
mikrobiyal yakit hiicrelerinde (MYH) elektrik iiretimi tizerindeki etkileri renk giderim
verimlilikleriyle birlikte incelenmistir. Ayrica, pH degerlerindeki degisiklikler, KOI
analizi, saatlik renk giderim orani, boya absorbans spektrumlari, hesaplamali kimya
yontemleri ile renk giderim mekanizmasi, sitotoksite etkileri ve mikrobiyal elektroliz

hiicrelerinde (MEH) hidrojen iiretim verimleri arastirilmistir.

MYH’lere sirasiyla 40 mg L%, 10 mg L ve 20 mg L konsantrasyona sahip
Reaktif Sar1 145 boyas1 ve 40 mg L ve 20 mg L™ konsantrasyona sahip Ponceau S boyasi
verildi. Test edilen azo boyalarin varliginda elektrik iiretimi ile es zamanli olarak renk
giderimi de gergeklestirildi. Ancak 40 mg L konsantrasyonunda Reaktif Sar1 145
kullanilarak MYH islemlerinde voltaj iiretimi hizla azaldi. Buradan yola c¢ikilarak
MYH’lerin gelistirilerek yiiksek konsantrasyonlarda atik boya igin biyosensér olarak
kullanilabilirligi arastirilabilir. Renk giderim isleminde %80 iizerinde bir oran elde
edilmistir. Dolayisiyla reaktorlerin hacimleri biiyiitiilerek genis dlgekte reaktif boyalarin
artiminda kullanilabilirler. MEH’ler de ise Ponceau S boyast ile hidrojen iiretimi basari
ile gerceklestirildi. Ozellikle 20 mg L™ konsantrasyonda maksimum hidrojen {iretimi
gozlenirken metan tliretimi ise baskilanmistir. Sonug olarak, mikrobiyal elektrokimyasal
hiicreler kullanilarak, tekstil azo boya maddelerinin varliginda elektrik ve hidrojen
iretiminin gerceklestirilebilecegi ve boya giderimlerinin saglanabilecegi kanisina

varilmistir.
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