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ONUR SOZU

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Mikrobiyal Yakit Hiicresi I¢in
Modifiye Kondroitin Siilfat Membran Gelistirme Uygulamalar1” baslikli bu
calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir1 diisecek bir yardima bagvurmaksizin
tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢cinde hem de
kaynakc¢ada yontemine uygun bi¢imde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu

onurumla dogrularim.

Fatma Bahar OZASLAN
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MIKROBIYAL YAKIT HUCRESI ICIN MODIFIYE KONDROITIN SULFAT
MEMBRAN GELISTIRME UYGULAMALARI
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Inoni Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

67 + x sayfa

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ayse Sebnem ERENLER

Diinya niifusunun artist ve enerji bagimli teknolojinin hizli gelisimi ve
yayginlagsmasi, mevcut enerji kaynaklarinin hizla tilkenme periyoduna girmesine
neden olmustur. Alternatif enerji arayist temel arastirma alanlarindan biri haline
gelmistir.

Mikrobiyal Yakit Hiicreleri (MYH) de yenilenebilir enerji olarak dnemli bir
alternatiftir. MYH, organik atiklardaki kimyasal enerjiyi mikroorganizmalar yardimi
ile direkt olarak elektrik enerjisine donistiirebilen bir sistemdir. MYH' ler,
elektrokimyasal reaksiyonlarin gerceklestigi bir anot ve bir katot bolmesiyle bir
membrandan olusmaktadir. Literatiirde bu fikri destekleyecek yeterli miktarda bilgi
mevcut degildir.

Tez calismamizda, cesitli konsantrasyonlarda KS kullanarak hazirladigimiz
membranlarin, MYH performanst degerlendirilmistir. Sonuglarimiza  gore,
tasarladigimiz KS katkili membranlarin genel olarak proton iletimi, literatiire gore
verimli bulunmustur. Bu degerlendirme pH degisimi, voltaj, kuaternizasyon, i¢
direng, coulomb verimi parametreleri analiz sonuglarmma gore yapilmistir. Ayrica
tasarlanan membranin mekanik Ozellikleri test edilmis, maliyet analizi de
degerlendirilmis ve etkili bir proton degistirici membran potansiyeli tasidig
belirlenmistir. Ileri optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmasi halinde, MYH performansini
destekleyecek, verimli bir enerji siireci elemani olabilecek, diisiik maliyetli, alternatif
bir membran gelistirilebilecektir. Bu membran MYH sistemlerinde yaygin kullanim
potansiyeline sahip olacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Alternatif Enerji, Mikrobiyal Yakit Hiicreleri, Proton
degisim membrani, Kondroitin Siilfat.
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The uncontrolled growth of the world's population and the rapid development
and diffusion of energy-dependent technology have led to the rapid depletion of
existing energy resources. The search for alternative energy has become one of the
main research areas.

Microbial Fuel Cells (MFC) are also an important alternative as renewable
energy. MFC is a system that can convert chemical energy in organic wastes directly
into electrical energy with the help of microorganisms. MFCs consist of an anode
and a cathode chamber and a membrane in which electrochemical reactions take
place. There is not enough information in the literature to support this idea.

In this study, the MFC performance of membranes prepared by using KS at
various concentrations was evaluated. According to our results, the proton
conduction of KS doped membranes we designed was found to be efficient according
to the literature. This evaluation was made according to the analysis results of pH
change, voltage, quaternization, internal resistance, coulomb yield parameters. Also,
the mechanical properties of the designed membrane were tested, a cost analysis was
evaluated and it was determined that it has an effective proton exchange membrane
potential. In the case of further optimization studies, a low-cost alternative membrane
that can be an efficient energy process element that will support the performance of
MFC will be developed. This membrane will have the potential for widespread use in
MFC systems.

KEYWORDS: Alternative Energy, Microbial Fuel Cells, Proton exchange
membrane, Chondroitin Sulphate.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ADM Anyon degisim membrani
ulL Mikrolitre

MYH Mikrobiyal yakit hiicresi
KS Kondroitin siilfat

Kb Kilobyte

KDM Katyon degisim membrani
Kj Kilojoule

LB Luria-Bertani

MEH Mikrobiyal elektro-diyaliz hiicresi
Mtr Metal indirgeme solunumu
MW Megawatt

mV Milivolt

PDM Proton degisim membramn
R Direng

Rpm Dakikada déonme hizi

TB Terrific Broth

Q Ohm direng simgesi

ADV Acik devre voltajt

CVv Coulomb verimi

Col- KS Kollojen-kondroitin siilfat
GY Gii¢ yogunlugu

KDM Katyon degisim membrani
gL? Litre basina gram

GAG Glikozaminoglikan

HA Hiyaliironik asit

DS Dermatan siilfat

GlcA Glukronik asit

GalNAc N-asetilgalaktozamin
GIcNAc N-asetilglukozamin

GlcN Glukozamin
E.anterogenes Enterobacter aerogenes
E.coli Escherichia coli

B.subtilis Bacillus subtilis

NMR Niikleer manyetik rezonans
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NAD Nikotinamid adenin diniikleotit
MB Methylene red

NR Neutral red

CH Kitosan

PEC Polielektrolit kompleksi
OA Osteoartrit
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FACE Fluorofor destekli karbonhidrat elektroforezi
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1. GIRIS

Giinlimiizde, teknolojik gelismelere paralel olarak artan enerji ihtiyacinin fosil
yakitlardan karsilanmasi miimkiin  gériinmemektedir. Bu durum  birgok
arastirmacinin yenilenebilir enerji kaynaklar1 arastirmalarina yonelmesine neden
olmustur [1]. Yenilenebilir enerji kaynaklarindan biri de Mikrobiyal Yakit hiicreleri
(MYH)’dir. MYH; mikroorganizmalarin katalitik aktiviteleri sonucu organik
substrattaki  kimyasal enerjinin  elektrik  enerjisine  doniistiirildigii  bir
biyoelektrokimyasal sistem olarak tanimlanmaktadir. MYH sistemleri; anot ve katot
olmak tizere iki boliimden meydana gelen bir sistemdir. Bu bdlmeler, bir membran
ile birbirinden ayrilmaktadirlar. Anotta yer alan mikroorganizmalar buradaki organik
maddeyi oksitleyerek elektron ve proton iiretmektedirler [1]. Elektronlar harici bir
devreden gegerek katot bolimiine ulasirken, protonlar ise proton degistirici
membrandan gegerek katota ulasmaktadirlar. Protonlar katot boliimiinde suyu
olusturmak tizere oksijen ile birlesmektedirler. Bakteriyel oksidasyon ile son elektron
alicis1 olan oksijen arasindaki potansiyel bir voltaj meydana getirmektedir [2].

MYH’de ¢esitli substratlar kullamilabilmektedir. MYH’lerde substrat olarak
atik su kullanimi da miimkiindiir. Boylelikle hem atik aritimi1 yapilip hem de elektrik
tiretimi gergeklestirilebilmektedir. Hemen hemen tiim atik sular MYH’lerde enerji
kaynagi olarak kullanabilmektedir [1,2]. MYH’lerin performansi iizerinde bir¢ok
faktor etkili olabilmektedir. Bunlardan biri de proton degisim membranlaridir.
MYH’lerde protonlart anot boliimiinden katot boliimiine tasimak igin proton
degistirici membranin tasima yeteneginin etkin sekilde saglanmasi gerekmektedir
[1]. Mevcut proton degistirici membranlardan en bilineni Nafion membran olup
seciciligi oldukga yiiksek bir membrandir. Ancak Nafion membranlar oldukga pahal
MYH bilesenleridir. Hyfon ve Zirfon membranlar da kullanilmaktadir. Fakat
bunlarda da i¢ direng¢ yiiksekligi ve yiiksek oksijen gecirgenligi gibi dezavantajlar
olabilmektedir. Ultrex CMI 7000 membran ise diisiilk maliyetli olmasina ragmen ohm
direnci yiiksektir. Bu nedenle diisiik maliyetli ve etkin nitelikli alternatif membran

arastirmalar1 6nemli bulunmaktadir.



1.1. Mikrobiyal Yakit Hiicreleri

Diinya iizerinde fosil yakitlarin azalan rezervleri kiiresel enerji krizini belirgin
hale gelmistir. 2020-2025 willar1 arasinda, fosil yakita olan ihtiyacin

karsilanamayacak bir diizeye ulagacagi tahmin edilmektedir [3].
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Sekil 1.1. Fosil yakitlarin yillara gore tiretim tahminleri [3].

Petrol ve tiirevi yakitlarin yanmasiyla yiiksek miktarda CO, olusmaktadir. Sera
etkisi ve kiiresel enerji krizinin neden oldugu sorunlar1 ortadan kaldirmak amaciyla
bu yakitlara ek olarak karbon igermeyen enerjilere ihtiya¢ duyulmaktadir [4].

Giiniimiizde yenilenebilir enerji kaynaklarinda o6zellikle biyokiitle kullanimi
onemsenmektedir. Biyokiitle hem yenilenebilir bir kaynaktir, hemde karbon nétr
ozellik gostermektedir. Bu 6zelliklerinden dolay: yesil enerji arastirmalarinda biiyiik
ilgi gérmektedir [5].

MYH sistemleri ise ¢cevre dostu 6zelligi ile petrol ve tiirevleri igin alternatif bir
kaynak olarak goriilmektedir [1]. Bu sistemler substrat igerisinde bulunan kimyasal
enerjiyi mikroorganizmalar1 kullanarak elektrik enerjisine doniistiirmektedirler [6-
10]. MYH sistemleri pratik ve gelistirilebilir teknolojiyi kapsamaktadir [10-11].
Ancak bu teknoloji i¢in enerji kayiplari, isletme maliyetleri ve yiiksek i¢ direng gibi
asilmasi gereken onemli sorunlar vardir [12]. MYH, canli mikroorganizmalarin biyo-

katalitik 6zelliklerini kullanmaktadir [13]. Pratik olarak, metallerin kullanim1 yerine



elektrik akim1 olusturmak icin kimyasal baglarda depolanan enerjiyi doniistiirerek bir

dizi organik yakit kaynagin1 kullanabilmektedir [14].
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Sekil 1.2. A) Alternatif enerji kaynaklarinda gozlenen ortalama gii¢ ¢ikis araligi B)
Ortalama verimlilik araligi [1].

1.2. MYH’ nin Calisma Prensipleri

MYH sistemlerinde; ¢Oziinmiis organik maddeler, biyo-elektrokimyasal
yollarla  elektrik  enerjisine  doniistiirilmektedir  [15]. Bu  sistemlerde,
mikroorganizmalarin katalitik reaksiyonu ile kimyasal enerji elektrik enerjisine
doniistiriilmektedir [13]. MYH sistemleri, anot ve katot bdlmelerinden olusan,
ayrict bir membran kullanilarak olusturulan sistemlerdir (Sekil 1) [5]. Anotta,
organik maddeler mikroorganizmalarca okside edilerek elektron ve hidrojen
iletmektedir. Daha sonra bunlar, karbon elektrot veya grafit elektrot kullanilarak anot
bolmesinin yiizeyine iletilmektedir. Uygulanan diren¢ yardimi ile elektronlar katot
bolmesine dogru iletilirken olusan hidrojen ise membran aracilig ile katot bélmesine
ulagsmaktadir [12]. Katot bélmesinde bulunan oksijen ise elektron tutucu olarak gérev

yapmaktadir. Dis devre iizerinden iletilen elektronlar membran yardimiyla anot

3



bolmesinde olusan protonlar yakalayarak suyun olusmasini saglamaktadir [12]. Bu

aktarim esnasinda, hat iizerinde bir gerilim olusmaktadir. MYH sistemlerinde yer

alan anot bélmesi tamamen anaerobik olmasi gerekmektedir [5].
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Sekil 1.3. Tipik bir MYH semasi [5].

1.3. MYH’nin Dizaym ve Isletim Sistemi

MYH sistemlerinde yer alan anot ve katot bdlmeleri bir membran ile
ayrilmaktadir. Anot bdlmesinde cogalan mikroorganizmalar ortamdaki organik
maddeleri kullanarak elektron ve proton iiretmektedirler. Anottaki elektronlar dis bir
devre araciligi ile katoda iletilmektedir [16]. Olusan hidrojen MYH sisteminde
kullanilan membran aracilifiyla katot bolmesine ulagsmaktadir. Elektron alicis1 olarak
gorev yapan oksijen tarafindan hidrojenler bu bdlmede su molekiillerine
dontigmektedir. Bu sayede anotta iiretilen elektronlar katot bolmesine iletilerek,

elektrik akiminin olugmasini saglamaktadir [17].
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Sekil 1.4. MYH ¢alisma prensibi [19].
1.4. MYH’de Anot

MYH sistemlerinde anot bdlmesi enerji veriminin olugmasi i¢in énemli bir
kisimdir. Anot bolmesi dogrudan elektron transferini etkilemektedir [19]. Secilen
anot materyallerinin yiiksek elektrik iletkenlik, diigiik direng, biyo-uyumlu ve uygun
mekanik mukavemete sahip olmasi beklenmektedir [20-21]. MY H sistemlerinde anot
bolmesi elektron alicist olarak gorev yapmaktadir [20]. Bakteriler araciligi ile anot
bolmesinde yiikseltgenme tepkimeleri olusurken Kkatotta ise indirgenme tepkimeleri
meydana gelmektedir [22]. MYH sistemlerinin ilk asamasinda anot bdlmesinde
oksijen yer almamaktadir. Anot bélmesinde kullanilan mikroorganizmalar dogal bir

elektron alicisina doniismektedirler [23].
1.5. MYH’de Katot

MYH sisteminde, katod bolmesinde anotta iiretilen protonlar ile birlikte
elektronlar da bulunmaktadir. Katotta elektron alicis1 gorevi ferrisiyanid bilesenleri
araciligiyla yapilmaktadir [24]. Katot bélmesinde yer alan elektronlar ve protonlar
tek bir katalizor sisteminde yer aldigindan, meydana gelen kimyasal reaksiyonlar
oldukga sinirlayici olmaktadir [3]. Katot bolmesinde meydana gelen reaksiyon birgok
ozellige baglh olarak degisiklik gostermektedir [24, 25]. Sekil 1,5°de substrat olarak
kullanilan glukozun MYH sistemindeki reaksiyonu gosterilmektedir [26].

Anot: CgHy,06 + 6H,0 — 6CO, + 24H" + 24¢”
Katot: 24H" + 24e + 60,— 12 H,0
Toplam Reaksiyon: 2H; + O,— H,0+ Elektrik enerjisi
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ANOT L. rTERi MEMBRAN KATOT
Sekil 1.5. Glukozun substrat olarak kullanildigi bir MYH sistemi [27].

1.6. MYH Tasarimlarimin Tarihgesi

MYH sistemlerinin tasarimlart performansi etkiledigi gibi kullanilan
reaktorlerin gelistirilmesi de olduk¢a 6nemlidir. Giintimiizde bircok MYH tasarimi
gelistirilmistir [28]. Gelistirilen bu sistemler arasinda tek bolmeli [6, 21], yigin [32],
tubuler ve sediment sistemler [33,34,35], yukari akigh [31] ve H-tipi [29,30]

sistemler de yer almaktadir.
= iki Bolmeli MYH Reaktor Sistemleri

Bu sistemler diisiik maliyet nedeniyle tercih edilmektedir. ki bélmeli MYH
sistemlerinde anot ve katotu birbirinden ayiran bir membran da kullaniimaktadir
[13]. Genellikle bu sistemler H-tip olarak tasarlanip iki ayr1 siseyi membran aracilig

ile ayiran bir reaktor sistemi olarak kabul edilmektedir [25].
= H-tipi reaktor sistemleri

H-tipi sistemlerde olusan giic yogunlugu ve buna bagli olarak olusan i¢ direng

bu sistemlerin kullanilmasini sinirlandirmaktadir [13].



» Tabaka ve Dikdortgen MYH reaktor sistemleri

Bu sistemler 6zellikle anot ve katot bolmesi arasindaki mesafeyi azaltmak ve
yiizey alanin1 genisletmek igin gelistirilmis sistemler olarak kabul edilmektedirler
[36,37]. Bu sistemde kullanilan membranlarin biiyilk alana sahip olmasi

gerektiginden tasarim ve iiretim maliyeti yiiksek olmaktadir [25].
= Minyatiir MYH reaktor sistemleri

Mikroorganizmalar ile yiiriitiilen ¢aligmalarda kullanildig1 gibi ayrica minyatiir
elektronik malzemeler i¢inde tercih edilen pratik bir giic kaynagi sunmaktadir. Ancak
hem yiiksek maliyet hem de diisiik verim nedeniyle kullanim alan1 sinirli kalmaktadir
[38].

» Yukar akisa sahip olan MYH reaktor sistemleri

Genellikle bu sistemler atik su aritim sistemlerinde kullanilmaktadir. Adindan
da anlasilacagi gibi substrat olarak kullanilan malzeme anota sistemin tabanindan
girerken, ¢ikacak olan malzeme ise katottan gecerek sistemin iist kismindan
¢ikmaktadir. Bu sistemlerde ayirici kullanilmamaktadir. Maliyeti iiretilen enerjiden

fazla oldugundan tercih edilmemektedir [25].

» Sediment MYH reaktor sistemleri

Bu sistemlerde genellikle substrat olarak deniz suyu kullanilmaktadir.
Kullanilan elektrot deniz suyunun igerisine yerlestirilerek belirli bir seviyede giic
yogunlugu iiretilebilmektedir [39]. Sediment MYH’lerde, anot ve katodu ayiran bir
membran bulunmamaktadir. Calismalarda disiik gii¢ tretimi ve verimin az
olmasindan dolay1 birgok kisitlamalarla karsilasilmaktadir [35, 40].

* Tek Bolmeli MYH Reaktor Sistemleri

Bu sistemler, basit tasarimli bir MYH sistemleri olup anot bdlmesi yer
almamaktadir [7]. Bu tasarimda, anot ve Kkatot tek bir tiipe yerlestirilerek
hazirlanmaktadir [21]. Tek bolmeli MYH sistemlerinde, membran kullaniliyor ise
hedeflenen amag katot bolmesine su sizintisinin engellenmesidir. Ayrica kullanilan
membran anot bolmesine oksijen gecisini de azaltmaktadir [11]. Tek bélmeli MYH
sistemlerinde membran kullanilmadiginda iiretilen giic yogunlugunun, membran
kullanilarak iiretilen giic yogunlugundan iki kat fazla oldugu tespit edilmistir. Ancak

coulomb veriminin membran kullanilmayan sistemlerde oldukca diisiik oldugu da



rapor edilmistir [21,41]. MYH kullaniminda tek bolmeli siStemin, iki bolmeli sisteme
gore avantajlari bulunmaktadir. Bunlar:

¢ Tasarimlari oldukga basittir.

¢ Katoda olan kiitle transferi hizlidir.

¢ Ortamda bulunan suyun havalandirilmasina ihtiya¢ duyulmadigindan isletme
maliyetini azaltmaktadir.

¢ Diger sistemlere gore reaktor hacminde genel bir azalma mevcut oldugundan

tercih edilmektedir.

= Cok Bolmeli/Y1gin MYH Sistemleri

Yigin sistemli olarak kullanilan bu tip MYH sistemlerinde genel sistem
potansiyelini ve akimimin arttirilmasi hedeflenmektedir. Boyle sistemler paralel ve
seri olarak baglanabildigi gibi uygulanan voltaj akimi arttirarak istenilen miktarda

giic tiretilmesini saglamaktadir [32].

1.6.1. MYH’de kullanilan elektron vericiler

MY H sistemlerinde kullanilan substrat en 6nemli biyolojik faktorlerden biridir.
Bircok MYH ¢alismasinda; asetat [32], sakroz [31], glikoz [43], aminoasit (Sistein)
elektron verici olarak gorev yapmaktadir [44]. Ayrica evsel atik su [45], hayvansal
atiklar [46], okyanus sedimani [34] igerigi zengin hale getirilmis karisik kiiltiirler ile
de elektrik {tiretimi gergeklestirilmektedir [47]. MYH sistemlerinde yer alan
substratlara gore iiretilen giic yogunluklari farkli olabilmektedir. Ozellikle gergek
atik su ile yapilan testlere oranla, saf bilesikler kullanilarak yapilan ¢alismalar da gii¢

yogunlugu ¢ikisinin daha yiiksek oldugu saptanmustir [44].

1.6.2. MYH’ler de kullanilan elektron alicilar

MYH sistemlerinde, atiksu ig¢indeki kimyasal oksijenin elektrik enerjisine
doniistiiriilmesini saglamak i¢in bakteriler kullanilmaktadir [28]. Bakterilerin agiga
cikardigr elektronlar ekzoelektrojenler araciligr ile katot bolmesine aktarilmaktadir.
Son olarak burada elektron alicisi tarafindan indirgenmektedirler.

Katot bolmesinde kullanmilan elektron alicilar genel olarak;

¢ Oksijen [8],

¢ Ferrisiyaniir [24],

¢ Ferrik demir [48],



¢ Mangan [49],

¢ Permanganat [50],

¢ Nitrat gibi elektron alicilar1 anottan gelen elektronlar1 kullanarak
indirgenirken bu sayede de elektrik akiminin olugsmasini saglamaktadirlar [38, 52].

MYH sistemlerinde kullanilan oksijen hem elektron vericisi hem de elektron
alicis1 gorevi gormektedir [3,92]. Ayni1 zamanda oksijen, maliyetli olmamasi ve
toksik etki gostermemesi nedeniyle MYH sistemlerinde elektron alicisi olarak tercih

edilmektedir [25,53].
1.7. MYH’de Kullanilan Mikroorganizmalar

MYH sistemlerinde bakteriler ya da mayalar kullanilabilmektedir. Tablo 1°de;
MYH sisteminde kullanilan mikroorganizmalar goriilmektedir [54-56]. Bugiine
kadar, ¢ogunlukla Enterobacter [57], Geobacter [58], Shewanella [59] ve Bacillus
[60] tiiri bakterilerin MYH sistemlerinde; kullanilmasi tercih edilmistir. MYH’ ler
de saf kiiltiirlere nazaran daha c¢ok karisik kiiltiirlerle calisilmaktadir. Karisik
kiiltiirler daha dayanikli ve kararli bir yapiya sahiptirler [61]. Shawanella (MR-1)’in
tizerinde yapilan bir ¢alismada Kiely ve ark., karigik kiiltiirlerin daha fazla gii¢
yogunlugu iirettigini rapor etmistir [62,63].

Cizelge 1.1. MYH’ ler de kullanilan mikroorganizmalar [63].

Substrat Mikroorganizmalar Uygulanan Bilesenler

Elektron medyatorii olarak

Glikoz Actinobacillus tiyonin Ya da nétral kirmizist
succinogenes [64].
Asetat Medyatorsiiz MYH [65].

Aeromonas hydrophila

Medyator olarak siilfat/siilfid
[66].

Siikroz Desulfovibrio

desulfuricans

Fermentatif bakteriyum laktat,

Nisasta, Glikoz Clostridium butyricum
melas [67].




Glikoz, siikroz Escherichia coli Metilen mavisi [66].

1.8. MYH Sistemlerinde Elektronlarin Bakteriden Elektrota Tasinma
Mekanizmalari

1.8.1. Dogrudan elektron transferi

Bu sistem, mikroorganizmalarin hiicre membranlarinin anotta yapmis olduklari
elektron tagimimini kapsamaktadir. Sitokrom-c proteinleri taginimi gergeklestirirken
nano pargaciklar ise pil aracilign ile tasimimi gerceklestiriler. Nano pargaciklar,
elektrokimyasal olarak aktif olup, bakteriler tarafindan olusturulan pil olarak

tanimlanmaktadirlar [68].

~
Dodgrudan elektron transferi Medyatorlii elektron transferi

Sekil 1.6. MYH sistemin de, ekzoelektrojenler ile anot arasindaki elektron tagima
mekanizmasi [68].

Elektron transferinin yapilabilmesi i¢in, elektron tasima proteinlerine
gereksinim vardir. Tasima proteinleri, elektronlarin aktarilmasini saglamaktadir.
Hiicre membranina bagli olarak yapilan bu tasinim bir¢cok organizmada Mtr solunum

yolu olarak tanimlanmaktadir. (Sekil 1.6.)
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Sekil 1.7. Mtr Yolu [69]

1.8.2. Medyatorler kullamlarak yapilan elektron transferi

Elektron transferinde medyatorlere ihtiyag duyulmasinin nedeni, anotta
bulunan bakteriler tarafindan iiretilen elektronlarin direkt olarak aktarilamamasindan
kaynaklanmaktadir. Bu problemi ¢6zebilmek i¢in farkli 6zelliklere sahip medyatorler
kullanilmigtir ~ [72].  Medyatorler  elektronlart  anot  elektrota  vererek
yiikseltgenmektedir. Bu asamalarin herhangi birinde mikroorganizmalar veya
elektrot olumsuz etkilenmemektedir [66]. Bacilllus, Proteus, E.coli ve Pseudomonas
bakterilerinin kullanildigit MYH sistemlerinde bazi durumlarda medyatérlere ihtiyag
duyulmaktadir [73]. Bazi tiirler ise medyatére ihtiyag duymadan kendi

medyatdrlerini sentezleyebilirken, kimyasal medyatdrleri de kullanabilmektedir [74].

1.8.3. Kimyasal medyatorler kullanilarak yapilan elektron transferi

MYH sistemlerinde kimyasal medyatorlerin kullanimi1 sonucunda verimin ve
performansin arttigi rapor edilmektedir. Ayn1 zamanda elektron transfer hizin1 da
arttirmaktadir.

Kimyasal medyatorler olarak; neutral red (NR), metilen mavisi (MB), tionin,
disulfonate (AQDS), Fe** EDTA gibi metallorganikler ve boyalar kullanilmaktadir
[68]. Kullanilan bu medyatorler, ortamda kolay yayilmalart nedeni ile tercih
edilmektedirler.
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1.8.4. Biyolojik medyatérler kullanilarak yapilan elektron transferi

MYH sistemlerinde kullanilan biyolojik medyatérler toksik olmamakta ve
nispeten diisitk maliyetli olmaktadir [66].

¢ S.algae BrY susunun iirettigi melanin [75],

¢ G.fermentans’in tarafindan tiretilen quinon [76],

¢ Shewanella’ya ait olan flavin, riboflavin gibi bilesenler [77],

¢ Shewanella oneidensis MR1 tarafindan {iretilen menaquinon bilesikleri

biyolojik medyatorlerlere 6rnek verilebilir [78].
1.9. MYH’de Kullanilan Substratlar

Yag, protein ve karbonhidrat bakimindan zengin olan, mikroorganizmalarin
tremesi icin yeterli icerige sahip herhangi bir organik bilesik; MYH sistemlerinde

substrat olarak kullanilabilmektedir [79].
1.10. MYH Sistemlerinde Elektrot Malzemesinin Se¢imi

MYH sistemlerinde kullanilacak elektrot malzemelerinin yiiksek iletkenlik
icermesi, Uretiminin oOlgeklendirilebilir olmasi, diisiik maliyet gostermesi gibi
ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir [80]. Ayn1 zamanda yiiksek elektriksel kuvvet
olusturabilmek ig¢in  bakterilerin, elektrotlarin  yiizeyinde  tutunabilmeleri
gerekmektedir. MYH’de kullanilan karbon elektrotlar bakterilerin gogalip biiyiimesi
icinde gerekli kosullar saglamaktadir. Diisiik maliyetli olmalarinin yani sira, yiiksek
iletken ozellikte olmalar1 onlar1 ideal kilmaktadir. Belirtilen nedenlerle MYH’ler de
cogunlukla karbon elektrot kullanildig: bildirilmistir [81,82,83].

1.11. MYH’de Kullanilan Membranlar

MYH sistemlerinde kullanimi gerceklestirilecek olan membranlar oncelikle,
anot ve katot bdlmelerinin birbirinden ayirmak ve bu bdlmeler igerisindeki
¢ozeltilerin birbirine karismasini 6nlemek amaciyla kullanilmaktadir [3,12]. Bu
membranlar segici gecirgen Ozellikte olup iyonlarin iletilmesini saglamaktadir [3].
Membran kullanilan MYH sistemlerinde, anottan katota aktarilan protonlar sistemin
performansin1  belirlemektedir. MYH sistemlerinde protonlarin aktarilmas: hiz
sinirlayict  bir asamadir ve i¢ direncin olusmasina neden olmaktadir [7].
Membranlarin  yiiksek maliyetli olmast 6nemli bir dezavantaj olarak kabul
edilmektedir. Cogunlukla kullanilan ve verimli bir membran olarak bilinen Nafion

membranin yiiksek maliyeti onemli bir sorundur. Anot ve katot bolmelerini ayirmak
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icin anyon degisim membrani (ADM) kullanilmaktadir. Aym1 zamanda
mikrofiltrasyon membrani, ¢ift kutuplu (bipolar) membran, ultrafiltrasyon membrani,
J-ortli ve gozenekli kumaslar gibi maliyeti diisiik bazi membranlar MYH sisteminde
ayirict olarak kullanilabilmektedirler [84, 85]. Arastirmacilar diisiik maliyete sahip
cam elyafin kullanilabilmesi [86] ya da membransiz sistemlerin olusturulmasi
lizerine ¢aligsmalar yapilmaktadir [28,31]. Membran kullanilmayan sistemlerde ise
anotta olusan O, artacagindan coulomb veriminin diismesine neden olacaktir [3]. Bu
nedenle membransiz MYH’ler yerine, maliyeti diisiik membranlarin kullanilmasini
hedeflemektedirler [87]. Buna bagli olarak coulomb verimindeki iyilestirmelerle

beraber daha kiiciik 6l¢eklere sahip MYH tasarimlari iizerine ¢alisilmaktadir [68].

1.11.1. Anyon degisim membranlar

MYH sisteminde; bazi1 durumalarda H" iyonlar iletilmediginden pH dengesi
bozulmaktadir. Bunun i¢in protonlarin fosfat anyonlar1 kullanilarak daha etkin bir
sekilde protonlart iletilecegi diisiiniilen H-tipi bir MYH sisteminin kurulup ayirici
olarak da ADM kullanmistir [84]. Yapilan ¢alismada, MI-7001 ticari membran
kullanildiginda, CMI-7000 ve Nafion gore daha yiiksek akimin {retildigi
bildirilmistir. Anyon degisim membranmnin kullanimi katot pH’sin1 arttirdigindan
MYH performansii diistirmektedir. Bu nedenle membran kalitesinin iyilestirilmesi

gerekmektedir [84].

1.11.2. Katyon degisim membranlari

Katyon degisim membranlari, 1960 yilinda Gemini uzay ¢alismalar
kapsaminda ilk kez hidrojen yakit hiicrelerinde kullanmilmistir. MYH
aragtirmalarinda, Oncelikli olarak kullanilan membranlarin maliyetinin azaltilmasi
hedeflenmektedir [88]. Nafion-117 membran, MYH sistemlerinde siklikla kullanilan
bir membran olup ayni zamanda sistemde yer alan su ile etkilesime girerek pH
degisikligine neden olmaktadir. Biyolojik yakit hiicrelerinde Nafion membran, diisiik

oksijen gegirgenliginden dolay1 uygun bir ayirici olarak goriilmektedir [88].
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Sekil 1.8. Nafion Membran 117

Oksijen gegirgenliginin diisiik olmasi nafion membranit MYH sistemleri igin
kullanima uygun hale getirmektedir [88]. Ancak nafion membran protonlar kadar
diger katyonlarmn da transfer edilmesine izin vermektedir. MYH sistemlerinde
tiretilen protonlar kadar ortamda var olan katyonlarin iletilmesi akim ve {iretilen gii¢
yogunlugunu onemli Gl¢iide etkilemektedir. pH degisimlerinin yaganmasi proton
transferini giiclestirerek yiik aktarim dengesinin bozulmasina neden olmaktadir [89].

CMI-7000S membrani, MYH sistemlerinde kullanilan bir katyon degisim
membranmdir. Nafion membrana gére bu membran daha kalin (0,046 cm) ve daha

sert yapidadir.

Sekil 1.9. CMI 7000S Membran

Yapilan ¢alismalarda Nafionun, protonlar kadar diger katyonlarin da gegisine
izin verdigi, CMI 7000S’de de benzer sonuglar alindig1 belirtilmektedir [90]. MYH
sistemlerinde membran kullanimi baz1 isletim sorunlarmi1 da beraberinde

getirmektedir. Uzun isletim siireleri MYH sistemlerinin  performansini
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diistirmektedir. Kisa siireli ¢oziimlerde ise tampon ¢ozeltiler kullanilmakta ancak bu
durum da maliyeti arttirmaktadir. Gelistirilen ¢oéziimler MYH sistemlerinde tam
olarak beklentiyi karsilayamadigindan, membran gelistirilmesi 6nemlidir [90].
Selemion (Asahi Glass, Japonya) membranlar gibi ticari formda tiretilen membranlar
da, MYH sistemlerinde kullanilabilmektedir [90,91]. Bu membranlarin temel
ozellikleri diisiik direng gostermeleri [91], secicilikleri ve yiiksek iletkenlige sahip
olmalaridir [92].

-CH-CHz-CH-CH2—-CH-CH2-CH-CH2-

© @ © ©

CH:z -CH2z-CHz—-CH-CHz-

|

N Rs @

. +

Cl CHENF'I:*.
CcI

Sekil 1.10. Selemion membran yapisi

CMF ve Nafion membranlar yiiksek proton iletkenligi de gostermektedirler
[93]. MYH sisteminde Selemion membran kullanimi, anot bélmesindeki protonlarin
katot bolmesine dogru tek yonde aktarilmasini saglamaktadir [94]. Yapilan
caligmalarda MYH’de Selemion HSF tipi bir membran kullaniminin anot bélmesinde
meydana gelen pH diizensizliklerinden etkilenmedigi belirtilmektedir. Vafiadis ve
Skyllsd-Kazacas [91], tarafindan yapilan bir diger ¢aligmada ise Selemion HSF
kullanilarak olusturulan bir MYH sisteminde, farkli anyon degisim membranlarinin
(HZ anyon) etkin coulomb verimine ( %84, %83 ve %90) sahip olduklari rapor
edilmistir. Ancak bu membranlarin MYH sistemlerinde kullanim 6miirlerinin kisa
oldugunun farkina varilmis ve kullanilan Selemion HSF membranin 141 dongiliden
sonra kabarcik olusturmaya basladigi ve bunun sonucunda da renk ve yapisinin
degistigi belirtilmistir.

Farkli proton degisim membranlari ile yiiriitiilen bagka bir ¢alismada ise Nafion
membrana kiyasla Selemin HSF tipi membranin iletkenliginin yiiksek oldugu ve pH
degisikliklerinden etkilenmedigi goriilmektedir [95]. Selemion membranin bir diger

avantaj1 ise maliyet agisindan daha uygun olmasindir [94].

1.11.3. Iki kutuplu (bipolar) membranlar
Bipolar membranlar elektrodiyaliz araciligi ile ortamda bulunan suyun

iyonlarina ayrilmasini kapsamaktadir. Suyun iyonlarina ayrilmasi ile olusan
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reaksiyon iki kutuplu membranda gii¢ verimini olumsuz yonde etkilemektedir [88].
Katot bolmesinde olusan pH degisiklikleri, kullanilan membranlarin yapisina zarar
vermekle birlikte demir c¢okelmesine de neden olmaktadir. Demir ¢okelmesini
engellemek i¢in diisilk pH’ ya sahip MYH tasarlanmistir. Bu sekilde, amag disaridan

bir asit ilavesi olmadan ferrik demiri ¢6ziinmiis formda tutmak hedeflenmistir [88].
1.11.4. Zirfon membranlar

Zirfon ultrafiltrasyon kompozit membranlar (ZrO), inorganik dolgu maddesi
pargaciklari iceren asimetrik bir polisiilfon (PSF) membran yapisindan olugsmaktadir.
Zirfon ayiricilarin kimyasal kararlhiliklart yiiksek olmakla birlikte, yiiksek
sicakliklarda konsantre olabilme 6zelligi de bulunmaktadir. Ayn1 zamanda avantajh
mekanik Ozelliklere sahip olup 1slanabilir 6zellik gostermektedir. Gozenekli yapiya
sahip oldugundan dolay:1 film yapim tekniklerinde siklikla kullanilmaktadirlar [5].
Zirfon membran kullanimi ilk olarak alkali su elektrolizi i¢in gelistirilmistir. Ayrica
Hermes Yakit Hiicresi i¢in aday ayirici olarak kabul edilmektedir. Daha yakin bir
zamanda ise, CNES sozlesmeleri kapsaminda gelistirilen yeni tip Ni-H, batarya i¢in
aday bir malzeme haline gelmektedir. Zirfon membranlar hidrofobik 6zellik
sergileyip, diisiik su gecirgenligi ve kirlenmeye kars1 hassas olduklarindan dolay1 bu

membranlarin gelistirilmesi i¢in ¢alismalar devam etmektedir [5,6].
1.11.5. Hyfon membranlar

Nafion membranlara gore yiiksek proton iletkenligine sahip olup ayni zamanda
daha iyi diizeyde kimyasal stabilite sergilemektedir. Bu membranlarin i¢ direnci
yiiksek oldugu i¢in MYH sistemlerinde ¢ok tercih edilmemektedirler. Ciinkii katot
bolmesinde ani pH yiikselisleri, uzun siireli MYH sistemlerinin isletim hizini

olumsuz yonde etkilemektedir [7].
1.12. Diger Membranlar ve Ayiricilar

MYH sistemlerinde kullanilan membranlarin asil amaci, anot ve Kkatot
bolmelerini ayirmak ve protonlarin iletilmesini saglamaktadir. Atiksu aritim
sistemlerinde gelistirilmis ultrafiltrasyon (UF) membranlarin MYH de kullanimu,

temel prensibi karsiladigindan uygun bulunmaktadir [96,97].
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1.12.1. Tubular membranlar

Atik su aritim sistemlerinde kullanilan bu membran daha biiyiik yiizey alanlar
olusturabilmek i¢in tercih edilmektedir [62]. Tubular bir ultrafiltrasyon membran
(UF) kullanilarak yapilan ¢aligmada 18 W/m?® giic yogunlugu elde edilirken olusan
coulomb verimi %70 olarak bildirilmistir [72]. Tubular membranlarin maliyeti
oldukca yiiksektir. Diger membranlara gére MYH ¢alismalari i¢in her zaman uygun
olmayabilmektedirler. Bazen proton transferini engelleyerek yiiksek i¢ direncin
olusmasina neden olmaktadirlar ve yapilan ¢aligsmalarda diisiik gii¢ yogunluklari elde
edilmektedir. MYH sistemlerinde ayirici olarak j-Ortli membranlar ve seliiloz gibi
ayiricilar kullanilmaktadir [98].

1.12.2. Cam yiin kegeleri
Biyolojik olarak indirgenmeyip kursun asit pillerde ayirict olarak ¢ok sik

kullanilmaktadir.

Sekil 1.11. Cam yiin kegeler

1.12.3. J-Ortii malzemeler

J-Ortii malzemeler biyolojik olarak indirgenebilir dzelliktedirler. Bu nedenle de
tek bolmeden olusan, membran kullanilmayan bir MYH sistemi olusturularak j- ortii
malzemeler test edilebilmektedir. Uretilen gii¢ yogunlugunun kesikli besleme ile 627
w/m® oldugu tespit edilmistir. J Ortii malzemeler kullanilarak elde edilen gii¢
yogunlugu MYH tasarimlarinda bu malzemelerin uygulanabilirligini biiylik 6lciide
arttirmaktadir [97]. PDM’nin kullanilmadig: bir tek bélmeli MYH ise yliksek giic
yogunlugu, diisiik maliyet ve basit isletim sistemlerinden dolayr etkin kabul
edilmektedir [96].

1.12.4. Seramik membranlar

Aliimina Membran (Al,O3); membran yapiminda en yaygin kullanilan seramik
malzemelerden biridir. Kolay islenmesi ve yiiksek mukavemetli ve 1s1l kararliliga

sahip 6zgiin 6zellikleri nedeniyle, aliimina seramik membranda substrat, ara kat ve
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aktif kat olarak islev gorebilmektedir [4]. Aliimina membranlar kirli su temizliginde

yaygin olarak kullanilmaktadir [12].

Sekil 1.12. Aliimina membran

Zirkonyum Membranlar (ZrO,); atik sularin aritilmasina yonelik kullanilan bir
malzeme olup oda sicakliginda zirkonya monoklinik bir kristal yap: halini
almaktadir. Yiiksek sicakliklarda, tetrogonal ve kiibik fazlara doniismektedir.
Transformasyon sertlestirme mekanizmasi bir substrat olarak kullanilabilecek ve
stabilize edilmis zirkonyadaki kirilma toklugunu arttirmaktadir. Bu membranlarin ,
yiiksek hidrofiliklik 6zelligi su aritimi sirasinda yliksek akis ve diisiik tikanmaya
neden olmaktadir [5]. Ayrica yiiksek tuzlu atik sularin aritilmasi iginde uygun
goriinmektedir. Bu tiir sularin geri kazanilmasi ve tuzdan arindirilmasi, ¢cevre koruma
i¢in ¢ok dnemli olmaktadir [50].

Titanyum Membranlar; seramik malzemeler arasinda en iyi kimyasal dirence
sahip olup bu 6zelliginden dolay1 suyu aritmak i¢in kullanilabilmektedir. Titanyum
membranlar; filtrasyon ve fotokatalitik oksidasyon saglayabildiginden, UV 1s1masi
altinda organik bilesiklerin mineralize edilmesinde kullanilmaktadir [23]. Bu
membran fotokatalitik 6zelliginden dolay1 ¢ok fonksiyonlu su aritimi saglamakla
birlikte anti-bakteriyel aktivite gostermektedir. Yiiksek sicakliklarda elde
edilebilecek nispeten diisiik ylizey alaninin ve yiiksek sicakliklarda anataz yapisinin
kararsizliginin  titanyum membranlar ig¢in zorluklar arasinda sayilabilecegi
belirtilmektedir [55,56].

Silika membran (SiOy); atik su aritimi i¢in gelistirilmis bir membrandir.
Bununla birlikte, silika membran kullanimi aliimina, zirkonya ve titanya
membranlara goére tercih edilen bir membran degildir. Bu membranlar da suyu

tuzdan arindirma islemlerinde kullanilmaktadir. Ancak yiiksek afinite gdsterdiginden
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dolay1 tercih edilmemektedir. Su ile temas ettiginde dengesiz bir yap1 gosterdiginden
dolayr bu membranin kullaniminda hidro-stabilitesinin arttirilmas: gerekmektedir
[4,59]. Organik maddelerden kaynaklanan zar tikanmasinin azaltilmasi, uygun zar
performansinin  saglanmasi olduk¢a Onemlidir. Wang ve arkadaslari [60], zar
tikanmasini 6nlemek i¢in aliimina membranlar1 modifiye ederek bir silika sol-jel
islemini benimsemislerdir.

Zeolit membranlar; I. ve Il. gruplardaki katyonlarla kristalli ve hidratlanmis
altiminosilikatlardir. Zeolit membran igin, Si'nin Al'a orani, 1slanabilirlik ve yiizey
yiikii gibi 6zelliklerin belirlenmesinde dikkate deger bir isleve sahiptir [4]. Zeolit
membranlar benzersiz gozenek yapilarina sahiptir [32]. Zeolit membranlar, karmasik

karisimlarin tuzunun giderilmesinde biiyiik potansiyel gdstermektedirler.
1.13. Kondroitin Siilfat Kaynakli Membran Kullanim

Glikoz Amino Glikanlar [GAG], dokuda Kartilaj da yiiksek konsantrasyonda
bulunan ve ayn1 zamanda insan viicudunun konnektif dokularinda yiiksek aktivite
gosteren yapilardir [99]. GA; hidrokloriir, N-asetil GA ve siilfat gibi birgok formda
bulunabilmektedir. Hangi formun en yiiksek etkinlige sahip oldugunun arastirilmasi
halen devam etmektedir [100].

Cizelge 1.2. GAG’larin Yapilar1 [101]

Isim Tetrasakkarit Yapist

COOH k< P1-3>| CHOH |, ,| SOOH CH,OH
HO

Hiyaliironan °

H
GlcUA GlcNAc GlcUA GlcNAc

HAc

O

COOH j-=f1-3»] R4 j=pia»] COOH

Kondroitin Stilfat

GalNAc GlcUA GalNAc
R3=0H, OSOsH; R4=CH2:0H, CH.0SO:H

Y
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|<pl3»] R4

| COOH
Dermatan Siilfat w\ q\ q“‘

GlcUA/IdoA GalNAc GIcUA/IdoA GalNAc
R3=0H, OSOs:H; R4=CH:0H, CH.OSO:H

COOH f<B1-45 CH;,OR7 COOH CH,0OR7

X 4V 2

R5=H, CH.CO, OSO:H; R6=0H, OSO;H,;
R7=H, SOsH, R8=H, SOsH

NHR5 ORS8 NHRS5
GIcUA GleNAc GlcUA/IdoA GlecNAc

|-4»] CH,OR7 COOH CH,OR7

F=p1

; * g k-4
0o o

IdoA GleNAc GlcUA/IdoA GleNAc

R5=H, CH.CO, OSOsH; R6=0H, OSOsH;
R7=H, SOsH; R8=H, SO:H

OR8 NHR5 ORS8 NHRS5:

1.13.1. GAG’larin biyosentezi

GAG’larin  biyosentezi 1ii¢ temel asamadan olusmaktadir. Sentez,
polimerizasyon ve modifikasyondur. Her agamada, bir dizi enzim katalizli basamak
ile basit bir sekerden (tipik olarak glikoz) sentezlenmektedir. Sentezlenen firiinler,

glikoziltransferazlarin katalitik etkisiyle GAG zincirine sirasiyla eklenmektedir
[102].
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Fosfogluko-
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Hekzokinaz
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Fosfoglukomutaz fosfat transaminaz

Fosfoglukozamin

UTP-glukoz-1-fosfat
mutaz

uridililtransferaz

CGlukozamin-1-fostat
N-Asetil trasnferaz

/ UDP-Glelurosi ast / ( N-Azed Glabozamie-1-foxfar ) UDP N-

UDP-CGlukoz dehidrogenaz

Asetilglukozamin
difosforilaz

Hyaliironan sentaz

UDP N-
Asetilglukozamin
4-epimeraz

/ UDP N-Azenl Galakrocazas /

UDP N-Aszedl Glelozamin

Hyaliironan

Heparosan sentaz

Heparosan

Kondroitin sentaz

Kondroitin

Sekil 1.13. AG onciisii ve polisakkarit tiretimi i¢in biyosentetik yol. Enzimler italik
yazi tipinde bi¢imlendirilmistir; yuvarlatilmis dikdortgenlerde ara metabolitler;
Dikdortgenlerde polisakkaritler; paralelkenarda GAG prekiirsorleri (hyaluronan -
mavi; heparosan - kirmizi; kondroitin - mor)

+Alternatif Glikozaminoglikan Kaynaklar:

E.coli K4, E.coli K5, Streptococci A ve C gruplar1 ve Pastuerella multicisa
gibi bakteriler GAG kaynagi olarak goriilmektedir. Bunlar arasinda, Streptococci son
yillarda, Hiyaluronik asit elde etmek i¢in ticari olarak kullanilmaktadir. HA, diger
GAG'lar gibi  polimerizasyon  sonrast  degisikliklerden  gegmediginden,
fermantasyon iiriiniinii  dogrudan izole edilip, saflastirilarak satilmaktadir. Son
caligmalar, peynir alt1 suyu gibi atiklarin kullanilmast ile HA iiretiminin ekonomik

hale getirilmesini hedeflemektedir [103-105].
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Sekil 1.14. AG onciisii ve polisakkarit iiretimi igin biyosentetik yol

¢ GAG iiretimi icin alternatif yontemler

GAG iretimi i¢in hayvansal kaynaklar; kaynaklarin sinirli olmasi, 6lgek
biiyiitme sorunlari, olumsuz cevresel etki ve kalite kontrol sorunlari nedeniyle
stirdiiriilebilir bir segenek olmamaktadir. Biyoteknolojik ve metabolik miihendislik
uygulamalarimin bu alternatif kaynak arayislari kapsamda kullanilmasi oldukca

avantajli ve gerekli goriilmektedir.
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1.14. Kondroitin Siilfat (KS)

KS, N-asetilgalaktozaminin siilfatlanmis birimlerini i¢ceren ayn1 zamanda D-
glukoronik asit yapilarindan olusan bir disakkarit birimidir. Olusan disakkaritler
polisakkarit yapisina katilmaktadir [106]. En yaygin tipleri, eklem dokusunda yer
alan KS-A ve KS-C dir. KS’de yer alan polisakkarit zincirleri tekrarlayan tniteleri
igcermektedir [107].

O: GlcA-GalNAc
A: GIcA-GalNAc(4S)

* D: GIcA(2S)-GaINAC(6S)
\ E: GlcA-GalNAc(4, 6S)
"CH; K: GIcA(3S)-GalNAc(4S)

GIcA GalNAc L: GIcA(3S)-GalNAc(6S)
M: GIcA(3S)-GalNAc(4, 6S)

Sekil 1.15. KS’nin temel yapis1 [107].

Giiniimiizde ticari formda bulunan KS’ler ilk olarak sigir trakesinden elde

edilmistir [108].
1.15. Kondroitin Siilfat Uygulamalari

KS'nin temel uygulama alanlarindan biri anti-inflamatuar etki gostererek tedavi
amaglt klinik kullanimidir [109]. Diger taraftan, KS'nin antiviral ve anti-enfektif
olarak kullanimi, doku rejenerasyonu ve doku miihendisligindeki aktivitesi, kanserli
hiicrelerde ve dokularda biyobelirte¢ olarak kullanimi da rapor edilmistir [109].
Yakin zamanda, KS'nin siilfasyon modeli ile ilgili olarak farkli potansiyel farmasotik
uygulamalar da yayinlanmistir [110]. Yapilan ¢alismalarda, KS zincirlerinin, Herpes
simplex viriisii enfeksiyonlarinin gii¢lii inhibitorleri oldugu tespit edilmistir. Ayni
zamanda sitmaya karst yeni asilarin gelistirilmesi i¢in de kaynak gosterilmektedir.
Bu sayede KS’nin antiviral ve antienfektif olarak potansiyel kullanima uygun oldugu
kesfedilmektedir [108].

KS 1 ayni zamanda doku rejenerasyonunda, hiicre digi matrikste sitokinler ve
bliylime faktorleri ile islev gorerek yara iyilesmesini hizlandirdigi kanitlanmistir.
Ayrica KS’nin merkezi sinir sisteminin onarim mekanizmasinda da rol oynadigi

bildirilmektedir. Son ¢aligmalara gére, KS kanser tanmi ve tedavi siirecinde de islev
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gormektedir. Yumurtalik kanserinde, KS’in biyobelirte¢ olarak potansiyel bir rolii
Onerilmistir. Bu ¢alismalarin sonuglari, yumurtalik epitel kanserinin erken tespitine
yonelik serum kondroitin siilfat epitopu WF6’nin degerini vurgulamaktadir.
Sonuglar, KS (WF6) epitopunun bu tiir tiimdrlerde yiiksek oranda arttigini
gostermektedir [108].

1.16. Ticari Kondroitin Stulfat

Ticari KS endiistrisi daha ¢ok Cin'de gelismistir ve tiriinlerin yaklasik % 80'i
Cin'den gelmektedir. Ayrica, ticari olarak temin edilebilen glikozaminoglikanlarin
birgogu su ana kadar hayvan kaynaklarindan elde edilmektedir (6rnegin domuz,
koyun ve diger memelilerin trakea ve nazal septasi, tavuk omurgasi, kopek baligi
kikirdagi ve diger baliklar, bunlarin yani sira yumusakgalardan). Ancak, sigir
spongiform ensefalopatisi, H7N9 kus gribi ve diger gida zinciri krizlerine baglh
endiselerin bir sonucu olarak, mikroorganizmanlarin ve deniz organizmalarinin
glikokonjugatlarin kaynagi olarak arastirilmasi giderek daha cok dikkat ¢gekmektedir.

Son zamanlarda ise, bircok bilim adami biyoteknolojik ve kimyasal sentez
yontemlerini kullanarak KS preparatlar gelistirmektedir. Bununla birlikte, enzimatik
yontemlerle kondroitin iiretilmesi durumunda, GIcUA ve GalNAc dondrleri icin
alicilar ve seker niikleotidleri olarak oligosakkaritler gibi pahali materyallerin
hazirlanmas1 gerekmektedir. Bu nedenle daha ucuz malzemeler kullanilarak
kondroitin tretilmesi hedeflenmektedir [111]. Ticari Grlinlerin ortalama molekiiler
agirhigl yaklagik 20,000 — 50,000 dalton arasindadir. Dogal firtinlerde, siilfat-4
grubuna sahip kondroitin siilfat, hi¢cbir zaman tek basina bulunmamaktadir. % 10 ila
%73 arasinda degisen oranlarda, siilfat-6 gruplu kondroitin siilfat zincirine
katilmakta ve sonra bu zincirler giigliikle ayrilabilmektedir. Genellikle ticari bir
kondroitin siilfat; yaklasik olarak % 40 Ch4S ve % 60 Ch6S icermektedir [112].

1.17. KS’nin Biyosentezi

KS endiistrisini gelistirmek igin harcanan ¢abalara ragmen; karmasik ve pahali
saflagtirma protokollerinin, kontaminasyon risklerinin, iiriin veriminin diisiik olmasi
ile birlikte ayn1 zamanda tirlin kalitesindeki degisiklikler ve iirlinlerin sterilizasyon
asamasindaki sorunlarin ¢6ziilmesi gerekmektedir. Organik kimyasallar ve protein
kirliligi gibi olumsuz 6zellikleri tasiyan pahali ve karmasik saflagtirma protokolleri

dahil ¢oziilmesi gereken bir¢ok sorun bulunmaktadir [108].
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1.17.1. KS iireten mikroorganizmalar

Dogada baz1 bakteriler ve mantarlar KS veya KS-benzeri bilesikler
tiretebilmektedirler. Mikrobiyal kapsiiler polisakkaritlerin bu biyomolekiillere yapisal
benzerligi, bu bakterileri glukozaminoglikan-tiirevlerinin hayvansal olmayan kaynagi
olarak ideal adaylar haline getirmektedir. Bunlar, potansiyel endiistriyel iiretim
suslar1 olarak su 6n kosullar1 tasimak zorundadirlar:

¢ Giivenli olmalidirlar;

¢ Yaygin ve ucuz kaynaklar1 besiyeri olarak kullanabilmeliler,

¢ Tanimlanmis genetik altyapiya sahip olmalidirlar,

¢ Cok sayida KS veya bunun analoglarinin verimli bir sekilde sentezini
gerceklestirebilmelidirler [107].

Hayvan kaynakli KS bilesikleri tipik olarak 20,000 — 50,000 dalton arasinda bir
boyuta sahip iken mikrobiyal kaynakli KS bilesikleri 300-20,000 dalton arasinda bir
boyuta sahiptirler [109]. KS veya KS benzeri bilesik iiretimi igin gesitli
mikroorganizmalar kiiltiirlenebilmektedir. Bazi kiiltiirlerde kullanilan
mikroorganizmalar, genetik olarak tasarlanmamis olan dogal mikroorganizmalar iken
bazilarinda KS veya KS benzeri bilesik iiretmek lizere rekombinant olarak
doniistiiriilmiis mikroorganizmalar kullamlmaktadir [110]. Ornek bakteriler arasinda,
bunlarla smirli olmamakla birlikte, Actinobacteria (6rn: Corynebacterium,
Microbacterium, Micrococcus, Monascus ve Streptomycetes), Proteobacteria (orn.
Escherichia) ve Firmicutes (6rn., Bacillus ve Lactobacillus) bulunmaktadir [111].
Arastirmalarda su ana kadar ¢ogunlukla Pasteurella multocida, E. coli ve B. subtilis
tizerine odaklanilmistir  [112]. Cizelge 1.3’te KS iiretemi amaci ile kullanilan
bakteriler verilmektedir [113].

Cizelge 1.3. KS iireten bakteriler

Bakteriyel Ttirler Kondroitin Siilfat (ng/ml)
Bacillus cereus 8.6
Bacillus circulans 11.7
Bacillus coagulans 8.5
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Bacillus licheniformis 9.0
Bacillus megalerium 8.8
Bacillus subtilis 8.9
Laclobacillus acidophilus 89
Corynebaclerium glulamicum 8.8
Microbaclerium arborescens 8.0
Micrococcus varians 8.7
Monascus purpureus 10.1
Streptomyces olivochromogenes 8.3
Streptomyces rubginosus 8.0
Escherichia coli 8.8

Ornek mantarlar, bunlarla simirli olmamak {izere, filament Deuteromycota
(6rn., Aspergillus), Ascomycota (6rnegin, Endomycopsis, Hansenula, Hasegawaea,
Penicilhum, Pichia, Monascus, Candida, Debaryomyces, Eurotium, Galaktomycetes,
Geotrichum, Saccharomyces, Trichoderma, Kluveromyces), Schizosaccharomyces,
Talaromyces Torulopsis, Yamadazyma, Yarrowia Ve Zygosaccharomyces),
Zygomycota (O6rnegin, Mucvr, Mortierella, Rhizomucor ve Rhizopus tiirleri),
Basidiomycota (6rnegin, cins Cryptococcus, Dipodascus ve Trichosporon) olarak

rapor edilmistir [107].
1.17.2. KS’nin toksisitesi

KS> ler asir1 doz kullamldiginda ¢ok hafif diizeyde yan etki
gostermektedirler [108]. Yapilan ¢alismalarda belirtilen tedavi araliginda kullanilan
deneklerin %90’1nda herhangi bir yan etki goriilmeyip %3’liikk bir kisminda ise yan
etki olarak mide bulantisi tespit edilmistir [108].

1.17.3. Mikrobiyal KS iiretim yontemleri
Mikrobiyal KS veya KS-benzeri bilesikler, bunlari iireten herhangi bir

mikroorganizmayr kiiltiirlemek suretiyle elde edilebilmektedir. Bunlar arasinda,
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genetik olarak yapilandirilmamis, KS veya KS-benzeri bir bilesik iiretmek tizere
rekombinant olarak doniistliriilmiis mikroorganizmalarin kiiltlirii yapilmaktadir. Gece
boyunca c¢ogalmasi saglanan sivi kiiltiirlerdeki KS veya KS benzeri bilesikleri
ayirmak i¢in santrifiij islemi yapilmaktadir. Fungal mikroorganizmalar da ayni
sekilde, uygun bir besiyeri ortami {izerinde fermantasyon gibi tank veya sivi
fermantasyon veya kati hal fermentasyonu dahil olmak iizere standart kosullar
altinda kiiltiirlenebilmektedirler [107].

Kondroitin-KS iretimi igin ¢esitli ortamlar kullanilabilmektedir. Yapilan
detayli bir arastirmada, besi ortaminin glikoz, sakaroz, gentiobiose, ¢oziiniir nisasta,
gliserol, dekstrin, melas ve organik asitler gibi karbon kaynaklarindan igermesinin
tretimi destekledigi belirtilmistir. Ayrica, amonyum siilfat, amonyum karbonat,
amonyum fosfat, amonyum asetat, pepton, maya Oziitli, misir maserasyon sivisi,
kazein hidrolisat, bugday kepegi ve et 0zii gibi nitrojen kaynaklari ve potasyum
tuzlari, magnezyum tuzlari, sodyum tuzlari, fosfatlar, manganez tuzlari, demir tuzlar
ve ¢inko tuzlar1 gibi inorganik tuzlarinda dahil oldugu zenginlestirici bilesenlerin

ortamda bulunmasinin iiretimi indiikledigi rapor edilmistir [108].
1.17.4. Uretilen mikrobiyal KS’nin analiz edilmesi

KS igerigi ve bilesiminin incelenmesi ve karakterize edilmesi igin c¢esitli
kromatografi teknikleri kullanilmaktadir. Bunlar; yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC), iyon degisim kromatografisi ve boyut eleme kromatografisi
olarak ifade edilmistir. Genel olarak, az konsantre ve ileri saflagtirma yapilmamig
numuneleri karakterize etmek ig¢in ELISA yontemi kullanilmaktadir. Fluorofor
destekli karbonhidrat elektroforezi (FACE) gibi elektroforetik teknikler de, GAG
zincirindeki stilfasyon derecesini ve yerini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir
[108]. Yine bir alternatif olarak, KS-asit ile hidrolize edilerek, ortaya ¢ikan seker
bilesenleri HPLC ile belirlenebilmektedir. Asit hidrolizinin siilfat gruplarini
etkilemesi muhtemel oldugundan, cesitli yontemler kullanilarak KS'nin siilfiir
igeriginin belirlenmesiyle analiz edilebilmektedir [108]. Calismamiz KS katkili
proton degistirici membran iiretimini ve ayni zamanda iiretilen membranin MYH
sisteminde performansinin degerlendirilmesini kapsamaktadir. Amacimiz, diisiik
maliyetli bir MYH eleman tasarlamak ve yeni ve orijinal bir biyo-malzeme iiretimi
gergeklestirmektir. Ayrica, bu ¢alisma ile ekibimizce tretilen MKS’nin kullanim

alanlarinin genisletilmesi de hedeflenmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

KS, dogal olarak metabolizma tarafindan iiretilen bir GAG ’dir. Ancak 6nemli
bir biyomedikal {iriin olarak kullanim potansiyelinin anlagilmasindan bu yana pek
cok iiretim prosesinde yer almaktadir. Uretilen iiriinler sadece saglik alaninda degil,
biyomalzeme iiretiminde de bir¢ok ¢aligmaya kaynaklik etmektedir.

Akut kronik yaralar demografik gruplar arasinda klinik bir problem olmaya
devam etmektedir. Geleneksel {irtinler, daha ¢ok doku onarimini degil de yara
bolgesindeki bakteriyel biliylimenin inhibe edilmesi iizerine odaklanmaktadir. Bu
sorunu gidermek i¢in Sharma ve ark., yaptigi ¢calismada kitosan (CH) ve kondroitin
stlfat (KS) kullanarak bir polielektrolit kompleksi (PEC) olusturmuslardir.
Hazirlanan PEC’in ¢ok yiiksek sisme ve gozeneklilik gosterdigini belirtilmistir.
Ayrica c¢aligmalar sonrasinda hazirladiklari preparatin biyouyumlulugunun yiiksek
oldugu, yiiksek antibakteriyel etkiye sahip oldugu ve potansiyel olarak yara
iyilesmesini tegvik ettigi belirtilmistir [113].

Ajisaka ve ark., yaptiklar1 ¢calismada kopekbaligi kikirdaginin; sigir trakea ve
domuz bagirsagi mukozasindaki KS antioksidan etkilerini karsilastirmislardir.
Calisma sonucunda, somon kikirdak ve sigir trakeast KS’leri, kopek baligi kikirdak
ve domuz bagirsak mukozasindaki KS’lere kiyasla daha yiiksek bir antioksidan
ozellige sahip oldugunu gostermislerdir [114].

Wang ve ark., tarafindan yapilan bir ¢alismada, diisiik molekiiler agirlikli
kondroitin siilfat elde edilmistir. Daha sonra ¢esitli teknikler kullanilarak
saflastirilmis ve yiiksek performansli jel filtrasyon kromatografisi ile 521, 1024 ve
1527 Da molekiiler agirlig1 olan sirasiyla disakkarit, tetrasakkarit ve hekzasakkarit
olan ii¢ oligosakkarit tespit edilmistir. Bu ii¢ oligosakkaritin in vitro c¢alismada
konsantrasyonlarinin arttirilmasiyla antioksidan aktivite ve siiperoksit anyon
radikallerinin siipiirme kabiliyetlerinin arttig1 gosterilmistir [115].

Biyouyumluluga sahip kollajen filmin, korneal korliigii olan hastalarda gorsel
rehabilitasyonu saglayabilmek icin klinik tedavilerin planlandigi bir ¢aligmada, KS
ile giiclendirilmis, yiiksek nem kapasitesine sahip yeni bir kollajen bazli film
calisiimistir. Kollajen-KS filmi, X-i1sin1 fotoelektron spektroskopisi ile analiz
edilmistir. Analiz sonrasinda hidrofilik 6zelligi, nem tutma, optik 6zellik ve mekanik
performanslar test edilerek nem tutma kapasitesinin, KS eklenmesiyle iyilestirildigi

bulunmugtur. Kol-KS membrani, kollojen filmden daha iyi mekanik ozellikler
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sergilemektedir. Ayrica modifiye edilmis film, insan korneal epitel hiicrelerinin in
vitro ¢ogalmast igin biyouyumluluk da gdstermektedir. Iyi nemlendirme dzelliklerine
sahip olan bu Kol-KS filmi, xerophtalmi riskini azaltarak, kornea defekti olan klinik
hastalarda implant basar1 oranini da arttirmaktadir [116].

Matriks dejenerasyonlari ile ilerleyen osteoartrit (OA) hastaliginin tedavisi i¢in
matriks rejeneratif ajan KS ile birlikte test edilmistir. Bu ¢alismada Doksisiklin (D)
ve doksisiklin-CS yiiklii poli-kaprolaktan (PCL) mikrosferleri (MS) intraartikiiler
uygulama sistemleri olarak hazirlanmistir. Gelistirilen mikrosferlerin biyoetkinligi
ilk 6nce ti¢ boyutlu in vitro OA modeli ile degerlendirilmistir. Burada her iki MS’de
15 ve 24 giindeki tedavi edilmemis OA-kondrositlerine kiyasla MMP-13
seviyelerinde dnemli bir azalma gostermistir. Hem D hem de D-MS ile tedavi edilen
gruplar i¢cin GAG saliniminda 15-24 giin boyunca 6nemli bir diisiis gézlenmis, iKinci
olarak mikro kiirelere tedavinin etkinligini degerlendirmek i¢in hyaluronik asit (HA)
tavsan dizine enjekte edilmistir. D-MS ve D-CSMS gruplarinda OA grubuna gore
yiiksek oranda iyilesme géstermistir. Ayn1 zamanda D-MS histoloji sonuglarinin da
OA’nin umut verici bir gelisme gosterdigi kaydedilmistir [117].

KS, anti-enflamatuar 6zelliklere sahip olmasinin yani sira yaralanan kemikteki
hiicrelerin yenilenme kabiliyetini arttirmaktadir. Bu nedenle yapilan bir ¢aligmada,
KS’nin insan mezenkimal kok hiicreleri (hMSC’ler) iizerindeki hiicresel etkiler
degerlendirilmektedir. Hiicre Kkiiltiirii deneylerinde hMSC’ler, KS igeren ve
icermeyen kalsiyum fosfat kemik simanlar1 iizerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra
bir proliferasyonu ve bir osteogenetik farklilagsma ortami igerisinde kiiltlirlenmistir.
Proliferasyonu oranlari ile ilgili olarak, dnemli bir fark tespit edilememistir. Ancak
ortama KS eklenmesi, hMSC’lerin osteogenetik farklilasmasinda 6nemli bir artisa
yol agmistir. On iki erigkin Wistar sicaninda KS’nin osteokondiiktif potansiyelinin
etkisini degerlendirmek i¢in siingerimsi kemigin tip 1 kollajen ( CDHA/Coll) igeren
ve KS (CDHA/Coll/CS) icermeyen ve nanokristal bir hidroksiapatit siman ile arayiiz
reaksiyonu degerlendirilmistir. Silindirik implantlar, tibial kafanin bir bozukluguna
bastirilarak yerlestirilmistir. Operasyondan 28 giin sonra direkt kemik temas1 ve yeni
olusan kemik yiizdesi, CDHA/CS- implantlarinda oldukga yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak yapilan bu ¢alismada KS ilavesinin, kemik iyilesmesinin
erken asamalarinda CDHA/Coll kompozitler iizerinde yeni kemik olusumunu

arttirdigr gosterilmistir [120].
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MYH sistemlerinde, atiksu ve kompleks karisimli organik substratlar
denenmesi ile atiksu arttiminda MYH sistemlerinin kullanilmasi yeni bir alanin
olusmasma neden olmustur. MYH ile atik su aritiminin yapilmasi, ilk olarak
Avustralya’nin Brisbane eyaletinde bira fabrikasinda kurulan sistemde denenmistir.
Ayn1 zamanda bu fabrikada enerji tiretimi de gergeklestirilmistir [121].

Biyoenerji iiretimi konusunda bakterilerin tercih edilmesi yenilenebilir enerji
kaynaklar1 i¢in oldukca elverisli olmaktadir. Bakteriyel reaksiyonlar; hem oda
sicakhiginda (15-35 °C), hem yiiksek sicakliklarinda (50-60 °C), oldugu gibi diisiik
sicakliklarda da ( <15 OC) olabilmektedir. MYH’de bir¢ok biyolojik organik madde
kullanilmaktadir. Ilk olarak Potter tarafindan yapilan bir calismada; Saccaromyces
cerevisia mayasinin ve E.coli gibi bakterilerin elektrik tiretebildikleri gdsterilmistir.
Ayni zamanda mayalarin ortamdaki medyator yoklugunda elektrik iiretmedigi de
gozlenmistir. Sonug olarak dirence karsi voltajin diistiigii belirlenmistir [122].

Yapilan bir diger ¢alismada, iiniversitenin atik suyu substrat olarak kullanilarak
elektrik tiretimi gerceklestirilmistir. Substrat olarak atik su ve Pseudomonas sp
kullanilmistir. Tek bolmeli MYH tasarlanarak hazirlanan bu sistemde metilen mavisi
ve nétral kirmizisinin medyatdr olarak etkinlikleri arastirilmistir. Olgiim sonuglarinda
metilen mavisi kullanilan MYH sisteminde acik devre potansiyelinin, notral kirmizi
kullanildiginda iiretilen potansiyelin iki kat1 oldugu kaydedilmistir [123].

Yapilan bir diger caligmada sitokrom ya da ubikinon araciligiyla elektron
transfleri yapabilen mikroorganizmalar iginde en etkili oldugu saptanmis ve
Ecloacae SU-1’ arastirilarak elektron transfer yapabilen bu tastyicilarin; biyolojik
olarak indirgenmemis ve toksik olmayan redoks g¢iftleri oldugu gosterilmistir. Bu
bakterilerde elektron transfer zinciri ile elektronlarin olustugu daha sonrasinda
trikarboksilik asit dongiisii araciligiyla da tretilen protonlarin elektrik tiretimini

gerceklestirdigi tespit edilmistir [124].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada Kullamilan Kimyasallar ve Cihazlar

Calismamizda besiyeri hazirlanmasi ve bakteri stoklarinin korunmasi igin;
pepton, NaCl, maya 6ziitii (yeast ekstrat1), agar, amfisilin ve gliserol kullanilmistir.
Mikrobiyal kondroitin iiretim asamasinda; saf etil alkol, DNAse, Protease K, Tris,
MgCl,;, CaCl, kimyasallar1 kullamilmistir. (HPLC-MS) analizinde kullanilan
kimyasallar: amonyum asetat, kalsiyum asetat, NaCl, imidazol tampon, Kondroitinaz
ABC, AMAC (2-aminoakridon), NaBH3;CN, DMSO’dur. HPLC-MS analizinde;
piridin siilfotrioksit, aseton, NaOH, HCI, Diyaliz tiipii seliiloz membran ve dimetil
formamid kimyasallar1 kullanilmistir. Seliilloz membrani aktive etmek i¢in; sodyum
siilfiir ve siilfiirik asit kullanilmistir. Kompetan hiicre olusturulmasi i¢in CaCly,
Agaroz jel elektroforezi icin ise; TBE tamponu (Tris baz, borik asit, EDTA), agaroz
ve etidyum bromid kullanilmistir.

Kullanilan cihazlar
Etiv ES 252
Otoklav OT 90 L NUVE
Hassas Terazi RADVAG AS220 R2
pH metre OHAUS ST 3100
Isiticili manyetik karistiric1 Biosan Htelli-Stirrer MSH-3001
Vorteks HEIDOLPH REAX TOP
Santrifiij cihazt UNIVERSAL 320 R Hettich ZENTRIFUGEN
Liyafilizator
Multimeter PICOTEST M35000A 6 % Digit

© © N o g bk~ 0w DN P

3.2. Calismada Kullanmilan Bakteriler ve Saklama Kosullari

Calismamizda, Kondroitin ve MKS eldesi igin ekibimizce Onceki
calismalarimizda olusturulan pETM6-PACF ve pUCS8:15 plazmidinin ikisinin de
transforme edilmesiyle olusturulan ve kondroitin sentezinden sorumlu kfoA, kfoC,
kfoF genlerinin Vitreoscilla hemoglobin geni ile ortak ifade edildigi rekombinant bir
sistem olan E.coli [pUC8.15+pETM6-PACF] susu kullanilmistir. Bakterilerin 30
giinde bir LB amp plaklarina ekimi yapilarak, 4°C’de taze pasaj olarak muhafazasi

saglanmistir. Membran analizlerinde ise etkin hidrojen kaynagi olarak Enterobacter
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aerogenes CCM2531 susu kullanilmistir. LB ortaminda biiyiime ve cogalmasi

saglanmustir. Stok kiiltiirler de yine LB ortaminda muhafaza edilmistir.

3.3. Calismada Kullanilan Besiyerleri

Aragtirmamizda; bakterilerin biiylimesi i¢in zengin igerikli LB-amp ve LB sivi
besiyeri kullanilmistir. Besiyerleri 2’ ser litrelik erlende hazirlanip 25 dakika
boyunca 120 °C’de ve 1 atm basingta otoklav edilmistir. LB ve LB amp besiyerinin

icerigi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. LB besiyeri (g L™)

Pepton 10 gr
NaCl 10 gr
Maya 6ziitii (Yeast ekstrati) Sor
pH 7.5

* Kat1 LB besiyeri icin; ortama % 1,5 agar ilavesi yapilir. LB amp icin ise, 2’ser

litrelik hazirlanan besiyerlerine 2 mikrolitre ampsilin eklenmistir.
3.4. Cahismada Kullanilan Cozeltiler

Kondroitin elde etmek i¢in kullanilan par¢alama tamponu Cizelge 3.2 ‘de
verilmistir.

Cizelge 3.2. Kondroitin eldesi i¢in kullanilan pargalama tamponu

Tris 10 gr
MgCl, 10 gr
CaCl, S5gr

pH 7.5

HPLC-MS analizi igin kullanilan pargalama tamponu ve Tris- NaCl-imidazol

cozeltisi sirastyla Cizelge 3.3 ve 3.4 ‘de verilmistir.
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Cizelge 3.3. HPLC-MS analizinde kullanilan pargalama tamponu

Amonyum asetat 50 Mm
Kalsiyum asetat 2 Mm
pH 7.5

Cizelge 3.4. Tris- NaCl-Imidazol ¢dzeltisi

Tris 25 Mm

NaCl 500 Mm

Imidazol Tampon 300 Mm
pH 75

* Yukarida verilen kimyasallardan belirtilen miktarlarda kullanilarak istenilen
hacimde bir stok ¢ozelti hazirlanmis ve deneyler siiresince bu stok ¢ozelti

kullanilmastir.
3.5. Mikrobiyal Kondroitin Uretimi

1. Kullanilan bakteri susundan LB-amp siv1 besiyerine ekim yapilarak gece kiiltiirii
yapilmistir. Ertesi giin bu gece kiiltiirlinden yeni besiyerlerine ekim yapilarak
inkiibasyona birakilmustir.

2. Daha sonra rekombinant bakteri kiiltiirii 9000 rpm’de 5 dakika siire ile santrifiij
edilmistir.

3. Peletler biriktirilerek yeniden distile suda siispanse edilip (yaklasik 20-30 ml) tek
bir santrifiij tiipiinde biriktirilmistir.

4. Daha sonra bu tiip 15 dakika s1v1 dongiide otoklav edilmistir.

5. Otoklavdan ¢iktiktan sonra sogumasi beklenmistir. Gerekli 1siya ulastiginda ise
9000 rpm’ de 5 dakika santriflij edilmistir.

6. Siipernatant bagka bir falkon tiipline aktarilarak alkol hacmi %80 olacak sekilde
soguk alkol eklenmistir.

7. Alkol ilavesinin ardindan 6rnekler -20 °C’lik dondurucuda bekletilerek ¢okeltme
islemi siirdiirilmiistiir.

8. Gece boyu bekleyen numune 9000 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir.
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9. Santrifiij sonrasi, elde edilen peletler toplanmis ve parcalama tamponunda yeniden
stispanse edilmistir. Tiip i¢inde kalan pelet tizerine pargalama tamponu eklenerek

vortexlenip karistirilmistir.

Parc¢alama tamponu: 500 ml i¢in, Tris 6.05 gr
MgCl, 2.38 gr
CaCl, 0.55 gr

10. Numunelerin iizerine DNAse eklenmis (1 mg/l) ve 6rnek 37°C’de 1 saat inkiibe
edilmigtir.
11. Orneklerin iizerine Protease K eklenmis (2,5 mg/ml) ve 56°C’de 2 saat inkiibe
edilmistir.
12. Toplam hacim 45 ml olacak sekilde ornegin iizerine soguk (+4 °C) alkol
eklenmistir. Ornekler 9000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek supernatant atilmustir.
13. Kalan pelet santrifiij tiipliniin icerisinde 15 mL distile su ile tamamlanacak
sekilde vortexle ¢oziinmesi saglanmistir.
14. 15 ml olan son hacmin hepsi tek bir spin kolon plastik kabi igerisine
dokiilmiistiir. Uzeri aliiminyum folyo ile kapatilip delikler agilarak spin kolonda -
20°°C de dondurularak filtreleme icin hazir hale getirilmistir.
15. Filtrelemeden sonra geriye kalan kistm NMR analizi i¢in vakumla liyofilize
edilmistir.

Yukaridaki islemlerle elde edilen kondroitinin dogrulanmasi i¢in (HPLC-MS)

ve Nuclear Magnetic Resonance (NMR) analizleri yapilmstir.
3.6. Kondroitinin HPLC-MS Analizi

Uretilen GAG'larin miktarmnin belirlenmesi igin karbazol gibi kolorimetrik
deneylerin kullanimi, ortam ve hiicresel artiklarin karismasi nedeniyle sinirhdir.
HPLC-MS kullanilarak yapilan disakkarit analizi ise, kondroitin miktar tayini i¢in
yapisal olarak spesifik bir analiz sunmaktadir [18]. Bir dnceki asamada elde edilen
kondroitin i¢in HPLC analizi, IBTAM (inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
Arastirma Merkezi) biinyesinde yapilmistir. Uretilen kondroitin numuneleri, analize

gonderilmeden Once, referans makaleden alinan HPLC protokolii uygulanmistir [18].
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HPLC-MS Analizi
1. Analize gonderilecek kondroitin 100 upl pargalama tamponunun igerisinde
¢Ozilmiistiir.

2. Tris- NaCl- Imidazol ¢ézeltisinden 5 pl almip igerisine 20 mU Kondroitinaz ABC
eklenmis. Olusan yeni soliisyon 1. Adimda parcalama tamponunda ¢oziilmiis
numuneye eklenir ve 35 °C’de 10 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra numune liyofilize edilmis, liyofilize edilen numune;
asetik asit/ dimetil siilfoksit karisimindaki (3,17 v/v) 0.1 M’lik AMAC (2-
aminoakridon) soliisyonunun 10 upl’si icerisine ilave edilmis ve 5 dakika
vortekslenerek karistirilmistir. Daha sonra reaksiyon karisimina 1 M NaBH3CN’den
10 pl eklenmis ve 45 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Son olarak; AMAC-etiketli
numune % 50 (v/v) sulu DMSO kullanilarak 0,5-50 ng araliginda farkl
konsantrasyonlara seyreltilerek analize gonderilmistir.

Sivi kromatografi kiitle spektrometresi (LC-MS) analizleri, bir 6300 iyon
tutucu ve ikili pompa ile donatilmis bir Agilent 1200 LC / MSD cihazinda
gergeklestirilmistir. Kullanilan siitun, 55 ° C'de bir Poroshell 120C18 siitunudur (3.0
x 30 mm2, 2.7 um, Agilent). Eluent A: 80 mM amonyum asetat ¢ozeltisidir, eluent B
ise: metanoldiir. Sollisyon A ve % 20 soliisyon B, kolondan 4 dakika boyunca
akitilmistir (200 pl / dak), ardindan % 40 soliisyon B 4 ila 60 dakika arasinda
akitilmigtir. MS tarafindan stirekli bir tespitin saglanabilmesi i¢in siitun atik suyu,
elektrosprey iyonizasyon-MS kaynagina girmistir. Elektrosprey ara yiizii, tam bir
tarama spektrumunda (300-1200 Da) maksimum bollukta iyon elde etmek i¢in —40.0
V kepge potansiyeline, —40.0 V kilcal ¢ikisa ve 350 °© C kaynak sicakligina sahip
negatif iyonizasyon moduna ayarlanmistir. Kurutma ve nebulize edici bir gaz olarak

azot (8 1 / dak, 40 psi) kullanilmustir.
3.7. Mikrobiyal Kondroitin Siilfat Uretimi

Onceki asamada elde edilen mikrobiyal kondroitinin analizi yapildiktan sonra
siilffasyon yontemi ile kondroitine siilfatlama islemi yapilmistir. Dogal KS’lerde,
GalNAc tortularinin neredeyse tamami 4 ya da 6 konumunda siilfatlandigi ve 6-
pozisyonunda siilfat oraninin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Yaptigimiz islem
ile tim GalNAc tortularinin 6. pozisyonundaki hidroksil gruplarmin siilfatlanip,

uygun bir sekilde 4. pozisyondaki hidroksil tortularini koruyan bir polimer elde
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edilmesi amaglanmigtir. Bu hedef dogrultusunda, literatiirdeki calismamiza en

uygun yontem tercih edilmistir [18]. Uygulanan siilfatlama islemi asagidaki gibidir:

1. Mevcut mikrobiyal kondroitinin 4-6 gram1 80-120 ml sulu DMF (Dimetil
formamid) i¢inde ¢0ziilmiis ve soliisyon 0-5 °C’ye kadar sogutulmustur.

2. Daha sonra sogutulmus soliisyona 12 gr Silfiir trioxide-pyridine
kompleks eklenmistir.

3. Soliisyonun oda sicakligima ulagsmasit beklenmis ve 400 ml NaCl’e
doymus aseton ilave ederek ¢oktiirme islemi yapilmistir.

4. (Cokeltinin tlizerinde kalan doymus aseton pipetle gekilerek geri kalan
cokelti spin kolonlara bosaltilmistir. Daha sonra liyafilizatdrde
kurutulmasi saglanmistir.

5. Kurutma isleminin ardindan toplamda elde edilen kati miktar 200 ml’de
iyonize suda ¢ozilip elde edilen ¢ozelti 1 N NaOH ile nétralize
edilmistir.

6. Notralizasyon saglandiktan sonra ¢ozelti 40 °C’ye kadar 1sitilmis 0,2-0,3
N 60 ml NaOH ile ¢6ziilmesi saglanmistir. Bu sicaklikta 2 saat tutulmus
ve daha sonra oda sicakligina gelmesi beklenmis ve HCI asit damlatilarak

noétralize edilmistir.

Sekil 3.1. A: NaOH B:HCI uygulamalari
7. Cozelti 10 ps’den kiigiik gecirgenlik iletkenlige sahip zar (membran)
araciligryla filtrelenmistir. Oncelikli olarak membran asagidaki protokolle
aktive edilerek kullanima hazir hale getirilmistir.
8. Son olarak ¢ozelti spin kolonlara 15’er ml’ye boliiniip liyofilize edilerek

kurutulmustur.
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Elde edilen KS numunelerine kondroitin de oldugu gibi HPLC-MS ile
dogrulama analizleri yapilmistir. HPLC-MS protokolii kisim 3.6 da belirtildigi
sekilde uygulanmustir.

3.8. Membran Aktivasyonu

1. Nemlendirici olarak kullanilan gliserolun fazlasinin giderilmesi igin
membran, akan suyun altinda yikanip distile su i¢inde 1 gece bekletilerek
ertesi giin tekrar yikanip bir ka¢ kez suyu degistirilmistir.

2. Kiikiirt bilesiklerinin uzaklagsmasi i¢in membran 1 dakika boyunca 80 °C
de % 0,3 (w/v) sodyum siilfir soliisyonuyla muamele edilmistir.

3. Membran, 60 °C de distile suda 2 dakika boyunca yikanmis, bunu takiben
% 0,2’lik (v/v) siilfiirik asit ile muamele edilmistir.

4. Daha sonra asiti uzaklastirmak i¢in membran sicak su igerisinde

durulanmastir.
3.9. KS Katkili Proton Degisim Membran Protokolii

Calismamizda 6zgiin bir membran elde etmek icin, laboratuvarimizda iiretimi
yapilan Mikrobiyal KS kullanilmistir. Membran uygulamasi i¢inde, ¢calismamiza 6zel
olarak tasarlanan iki bolmeli cam MYH kullanilmustir.

Membran Bilesenleri

1. Siilfosiiksinik asit (agirlik¢a %70 sulu ¢ozelti)
2. Gluteraldehid (%25°lik ¢ozelti)

3. 3-kloro-2-hidroksiproril trimetilamonyum kloriir (%60°lik ¢ozelti)
4. Asetik asit

5. Hidroklorik asit (%37°1ik ¢ozelti)

6. lyot

7. Pepton

8. Maya oziitii (yeast ekstrati)

9. Sodyum kloriir

10. Agar

11. Metilen mavisi

12. Ferri siyaniir

13. Sodyum hidroksit

14. Grafit kege (karbon>%99)
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KS Katkih Proton Degistirici Membran Sentezi
Membran, agirlikga % 2’lik oraninda sulu ¢ozeltisi, 2 gr MKS, minimal

miktarda HCI igeren %2’lik (V/V) 100 ml asetik asit ¢ozeltisi igerisinde

¢Oziilmesiyle birlikte hazirlanmistir.

1.

1.

Mikrobiyal KS, tamamen eridikten sonra, ¢esitli miktarlarda siilfosiiksinik
asit (0,2, 0,4, 0,6 ve 0,8 mol orani) ilave edilmistir. 24 saat manyetik
karigtiricida  bekletildikten sonra, ¢ozelti bir 24 saat daha %?2’lik
gluteraldehid ile muamele edilmistir. Son homojen karisim petri kaplar
iizerine dokiilerek 40 °C’de pastor firininda kurutulmasi saglanmistir.

Susuz membranlar 1 M NaOH ile nétralize edilip ndtr olana kadar su ile
yogun bir sekilde yikanmustir.

Son olarak, yaklagik 120-140 nm’lik bir kalinliga sahip olan membranlar

kullanilmadan &nce de iyonize suda bekletilmistir.

Kuaternizasyon asamasi i¢in:
Quat-188 ¢ozeltisi %15 (w/v)’lik NaOH ¢ozeltisi kullanilarak pH 8¢
ayarlanmustir.
20 ml Quat-188 basina 0,25 g iyot eklenmistir.
Capraz bagli MKS membran, oda sicakliginda 2, 4 ve 8 saat Quat-188
¢oOzeltisine daldirilmistir.
Son olarak, kuaternize kondroitin siilfat membranlar1 nétralizasyon igin

kontrollii bir sekilde su ile yikanmaistir.

Daha sonra ise hazirladigimiz bu MKS katkili membranin MYH’de

uygulamasi gergeklestirilmistir.

membran igerigi MYH aktivasyonu-isletimi i¢in denenmistir. Calismamizda KS
miktar1 1 gr olarak kullanildiginda kuruma siiresi daha kisa olmustur. 2 gr KS
kullanilarak hazirlanan membranlar da ise kuruma olmayip jellesme gozlenmistir. Bu
nedenle 1 gr KS kullanilarak hazirlanan membran ile ¢alismaya devam edilmistir.

Diger membranlar fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin istenen diizeyde olmamasi

Yapilan c¢alismalar sonunda fiziksel ve kimyasal 6zellikleri en optimum olan

nedeni ile elenmistir.
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3.10. MYH Sisteminin Aktivasyonu

Bu c¢alismada; rekombinant Enterobacter aerogenes CCM2531 susu
kullanarak belli bir diizeyde elektrik {iretimi hedeflenmistir Enterobacter

aerogenes CCM2531 susu hidrojen iireticisi Ve enerji iretiminde etkin bir sustur.

3.11. MYH Sisteminin Isletimi

Anot Boliimii;

- Potasyum fosfat tamponu (yaklasik 50 mL)
- Metilen mavisi (yaklasik 50 mL)
- Bakteri (s1v1 besiyeri ortamindan yaklasik 150 mL)

Cizelge 3.5. 0.2 M Fosfat Tamponun Hazirlanist

Na;HPO4 3.561 g/100mL

NaH;PO4 3.1219/100mL

Cizelge 3.6. Metilen Mavisinin Hazirlanigi

Metilen Mavisi 0.375 ¢g/100 mL

Katot Boliimii;

Toplam hacim yaklasik 125 mL olacak sekilde ilave edilen Potasyum
ferrisiyanid ¢ozeltisi Katot boliimiinii olusturmaktadir (Sekil 3.2).
Cizelge 3.7. 0.02 M Potasyum Ferrisiyanid C6zeltisinin Hazirlanisi

Potasyum Ferrisiyanid Cozeltisi 0.65 g/ 100 mL

Sekil 3.2. MYH Sistemi
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Mikrobiyal Kondroitin Uretim Protokolii

Gece kiiltiri  yapilan E.coli [pETM6-PACF+pUCS8:15] susunun
biyokiitlesinde uygulanan, santrifiij ve otoklav islemi sonrasinda eklenen alkol ile

cokelti olugsmasi saglanmustir (Sekil 4.1)

Sekil 4.1. Dondurulmus Kondroitin 6rnekleri

Sekil 4.2. Cokeltilen Kondroitin numuneleri
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Alkol eklemesi yapildiktan sonra dondurucaya kaldirilan numuneler,
yaklagik olarak 15 mL halinde kaplara transfer edilmis ve bu islemden sonra
tizerleri alliminyum folyo ile sarilmistir. Folyolarin {izerileri kiirdan yardimiyla
delinerek liyafilizator icin hazir hale getirilmistir. Hazirlanan numuneler Sekil

4.3’te gosterilmistir.

T 'Ir."-b‘:‘ T-_(:- i <
In JONU UNIVERSITESI

Sekil 4.3. Liyafilizator numuneleri

Liyafilizator isleminden sonra toz haline gelen 6rneklerimiz HPLC ve NMR

analizine gonderilmek iizere hazir hale getirilmistir (Sekil 4.4 )

Sekil 4.4. E.coli pPETM6-PACF ve pUCS:15 kaynakli Mikrobiyal Kondroitin

HPLC-MS ve NMR analizleri; IBTAM (inénii Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Aragtirma Merkezi) biinyesinde yapilmistir. Analiz sonrasinda elde

edilen sonuglar HPLC spektrum ve kromatogram sonuglari sirasi ile verilmistir.
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Sekil 4.5. Mikrobiyal kondroitin HPLC-MS Analizi.
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Sekil 4.6. MKS HPLC-MS Analizi

Elde ettigimiz mikrobiyal kondroitine, 6-konumda siilfatlama islemi
yapilmistir. Kondroitin 6-siilfatin HPLC analizi i¢in Kondroitinaz abc enzimi ile
kesimi gerceklestirilmistir. Boylece disakkarit birimlerinin serbest kalarak
siilfatlanmis birimlerin analiz edilmesi amaclanmistir. HPLC analiz sonucumuza
gore; 269 dalton molekiil agirliginda pik goézlenmesi mevcut literatiirdeki
caligmalara gore daha diisilk molekiil agirlikli mikrobiyal kondroitin siilfat

irettigimizi gostermektedir.
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4.3. Mikrobiyal KS Uretimi

Elde edilen mikrobiyal kondroitine, referans alinan siilfatlama protokolii
uygulanmis ve kondroitin-6-siilfat (Sekil 4.5) iretilmistir [41]. HPLC-MS

analizleri ile KS nin yapisal karakterizasyonu ortaya konulmustur.

Sekil 4.7. E.coli pPETM6-PACF ve pUC8:15 kaynakli KS
4.4. KS Katkili1 Proton Degisim Membran Analizleri

Laboratuvarda iiretimi yapilan membranin kullanima hazir hale gelebilmesi
icin bir¢ok protokol uygulanmis ve aktive edilen KS katkili proton degisim
membran1t MYH sisteminde test edilmistir. Membran igin tasarlanan igerige, farkl
konsantrasyonlarda KS katilarak yiiksek voltaj verimi ve uzun aktivite zamani
hedeflenmistir. Gelistirilen membranin karsilastirmast nafion membran kullanilarak
yapilmistir.  Asetik asit ¢ozeltisinde c¢ozdiriilen KS ¢esitli konsantrasyonlarda
uygulanarak ¢apraz bag olusumu saglanmis ve daha sonra Quat-188 (zeta

potansiyelini belirlemek i¢in kullanilan ¢6zelti) ile kuaternize edilmistir.
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Sekil 4.8. Farkli SSA mol oranlarinin kullanildigt membranlar

T.C.
INONU UNIVERSITESI

Sekil 4.9. KS katkil1 proton degistirici membran

4.5. KS Katkih Proton Degisim Membramn Proton iletkenligi Ve Su Alim
Miktarinin Analizi

Membranlarin proton iletkenligi MYH’de 6nemli rol oynamaktadir [105].
Membranlar, sistemin performansini belirledigi gibi akim ve gii¢ yogunlugu iizerinde

de etkisi bulunmaktadir.
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Sekil 4.10. KS katkili proton degisim membranin su alimi ve proton iletkenliginin
membran tiplerine gore oranlari

Protonlarin hareketliligi ortamdaki suya bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Calisgmamizda KS-8 membran tipinde %160’a yakin su alimi tespit edilmistir. Kisa
sireli MYH isletim sisteminde bu su alim miktarinin, yapilan diger calismalara
kiyasla nispeten daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [108]. MYH isletim
sistemlerinde proton iletkenligini arttiric1 bir diger 6zellik ise Quat-188 ¢ozeltisinin
kuaterner amonyum gruplarinin proton tasiyict 6zelligini arttirmasidir.

Yapilan calismalarda Quat-188 cozeltisinde, kuaterner amonyum gruplarina
proton tastyict olma ozelligi kazandirildigr bildirilmistir. Kuaternizasyon siiresinin
uzun olmasinin proton iletkenliginin artmasina neden oldugu bildirilmistir [108].
Caligmamizda 8§ saat boyunca kuaternize edilen membranin yiiksek proton iletkenligi
(0.7919 mS/cm) gosterdigi belirlenmistir ( Sekil 4.8 ). Proton iletkenligi ile ilgili
yapilan bir calismada kitin iceren membran kullanimimin proton iletkenligini
arttirdigr bildirilmistir. Bu ¢alismada proton iletkenligi 0,9919 mS/cm olarak tespit
edilmistir. Yaptigimiz ¢alismada kisa siirede, proton iletkenligi agisindan bu degere
yaklasilmas1i membran verimi agisindan iimit verici bulunmustur [105].

KS katkili proton degisim membranin proton iletim hizin1 arttirmak,
kuaternizasyon siiresini uzun tutmaktan gegmektedir. Nafion membran ile yapilan bir
calismayla karsilastirildiginda proton iletim hizinin tasarladigimiz membranda, daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir [88].
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4.6. KS Katkili Proton Degisim Membranin Kuaternizasyon Analizi

Yiiksek su alimi membranin mekanik 6zelligini 6nemli dlgiide etkilemektedir
[89]. Calismamizda 8 saatlik kuaternizasyon sonrasinda 0.2-0.4 M SSA igeren
membranlarda kirilmalar olurken 0.6-0.8 M SSA ig¢eren membranda ise sekil
bozukluklar1 meydana gelmistir. Ek olarak da su alim hizi membranin mekanik
Ozelliklerini olumsuz ydnde etkileyebilmektedir. Bu nedenle kuaternize edilen
membranin bekletilme siiresinin iyi ayarlanmasi gerekmektedir. Caligmamizda bu
stire kisa tutulmus ve kuaternize edilen membranin MYH sisteminde kullaniminda
elde edilen akimin nispeten diisiik oldugu tespit edilmistir [108].

Uretilen KS katkil1 proton degisim membranin MYH sistemindeki performansi
test edildiginde Ozellikle 10. saatten sonra membranda sismeler ve kabarciklarin
olustugu gdzlenmistir. Bu da proton iletkenliginin ve buna bagli olarak gii¢ veriminin
nispeten daha diisiikk olmasina neden olmustur. Sekil 4.9°da membrandaki kirilma

gosterilmistir.

T.C.
INONU UNIVERSITESI

Sekil 4.11. Quat-188 ¢ozeltisinde olusan reaksiyon

Ortalama gerilme mukavemeti 4. saatten sonrasinda gozlenmistir. 4 saatlik siire
sonunda 2.42 MPa gii¢ iiretimi tespit edilmistir. Kitin iceren membran kullanilarak
yapilan bir caligmada ortalama gerilme mukavemeti 6. saatlik siirenin sonunda 2,62
MPa olarak tespit edilmistir. [108]. 8 saat sonra kullanilan asitlerin
konsantrasyonlarinin azalmasi; membranin zayiflamasina ve kirilgan olmasina neden

olmaktadir. Bu durumda MYH’nin performansini 6nemli 6l¢iide diisiirmektedir [96].
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4.7. Mikroorganizmalarin Biiyiime ve Cogalma Karakteristiklerinin Membran
Aktivitesi Uzerine Etkileri

MYH’de biyo-kirlenme, sistemin gelisiminde karsilasilan sorunlardan biridir.
Genel olarak bu kirlenme, bakteri kiiltiiriinii igeren anot bélmesinde olmaktadir [3].
Dinamik, iletken ve niifuz edilebilir bir biyofilm gelistirilmesi elektrot
mikrobiyolojisi manipiilasyonu i¢in ana etken olmaktadir. Genetik manipiilasyon ve
sentetik biyoloji kullanilarak elektrojenitenin iyilestirilmesi daha yiliksek bir giic
iiretiminin olugmasin1 saglamaktadir. Bu nedenle MYH sistemleri i¢in uygun
mikroorganizma se¢imi oldukc¢a 6nemli olmaktadir [55].

MYH’nin isletim siiresinin ilk 3 saatinde mikroorganizma aktivitesinde bir
artis gozlenmemektedir. Bu siire igerisinde mikroorganizmalar protonlarin iiretimi
icin gerekli enzim veya yapilarin {retimi saglamaktadir. [54, 55]. Membran
yiizeyinde belirli bir siire sonra mikroorganizmalar birikmekte ve olusan organik
substrattan dolayr biyo-film olusmaktadir. Biyo-film olusumu ise membran
performansini, kullanma siiresini ve dayaniklilifini azaltmaktadir. Bu durumu
onlemek icin gesitli yontemler uygulanabilmektedir. MYH sisteminde ilk 4 saat
ortalama bir siire kabul edilerek mikroorganizma birikimi azaltilip biyo-film
olugmas1 engellenebilmektedir. Ayrica membran ylizeyine mikroorganizmalarin
yapigmasini Onlemek i¢in ¢esitli kimyasallar da kullanilabilmektedir [87].

Bazi caligmalarda; membran ylizeyine yapismis bakterileri yok etmek igin
modifiye edilmis zarlar bulunmaktadir. Bunun icinde antimikrobiyal aktivite
avantajli olabilmektedir. KS ayn1 zamanda pH 6,5 tizerinde bazik ortamda ve zayif
¢oOziiniirliikte antimikrobiyal aktivite sergilemektedir. KS molekiilleri pozitif yiik ile
etkilesime izin verirken, mikrobiyal hiicre zarlar1 hiicre i¢i negatif yiiklerin sizmasini
engellemektedir. Genel olarak KS katkili proton degistirici membranlarin yiizeyinde
72 saat sonunda mikroorganizmalar morfolojik degisimlere ugradiklarindan
membranin iyon gecis hizini diistirmektedirler [87, 88].

Olugan membranin sert olmasi, mikroorganizmalarin membranin iizerine
yapismasina neden olmaktadir. Ayrica bakteriler pozitif yiiklii ylizeylere daha hizli
yapismaktadirlar  [88].  Enterobacter aerogenes CCM2531 susu MYH
uygulamalarinda avantajli ve verimli bir sus olarak bilinmektedir. Calismamizda da

susun stireci destekleyici etkileri gézlemlenmistir.
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4.8. KS Katkili Proton Degisim Membranin MYH Sistemindeki Performansi

Biitiin ¢ozeltiler eklendikten sonra hiicrelerin ¢ogalmast ile (iissel biiyiime veya
log fazi) olusan elektron yogunlugu biiyiik bir artis gdstermis ve buna bagli olarak
ADV’de ( acik devre voltaj1) kayit altina alinmistir. MYH sistemimiz igin 750 mV
civarinda ADV kayit edilmistir (Sekil 4.12). Olgiilen ADV potansiyel kayiplar
nedeniyle Nafion membrana gére nispeten diisiik bir deger tasimaktadir [89]. MYH
de kullanilan Nafion membran ve diger membranlarin, protonlar kadar diger
katyonlar1 da transfer etmesi nedeni ile voltaj veriminin etkilendigi bilinmektedir
[112]. Tasarimimizda yer alan membran bilesenlerinin katyon gegirgenliginin tespiti

i¢in ek analizlere ihtiya¢ duyuldugu anlasilmstir.
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Sekil 4.12. KS katkil1 proton degisim membranin kullanildigit MYH sisteminde agik
devre voltaj grafigi.

MYH’de gilic cikist bircok parametreye bagli olabilmektedir. Elektrot

malzemesi, substrat, sicaklik, pH gibi etkenler, MYH’de i¢ direnci ve performansi

etkileyen faktorler olarak siralanmaktadir [55].
4.9. Elektrokimyasal Analizler

MYH’deki voltaj olgtimleri dijital multimetre (Picotest M3500A 61/2) ile
Ol¢iilmiistiir. Multimetre cihazi dakikada bir ol¢tim alacak sekilde ayarlanarak
verilerin bilgisayar tizerinden siirekli kayit edilmesi saglanmistir. Literatiir taramasi
yapildiginda multimetre cihazina ek olarak kullanilan dis direncin voltaj1 diistirdiigi

goriilmektedir. Yaygin olarak MYH performansi, gii¢ iiretimi ve coulomb verimi ile
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degerlendirilmektedir. Gii¢ iiretimi, sabit bir dis diren¢ (Rg,) tizerindeki gerilim (V)
Olctilerek hesaplanabilir. Voltaj iiretimin kontrolii i¢in kullanilan dis direngc MYH’de
multimetre cihazi kullanilarak Ol¢lilmiistiir. Olusan akim ise (I) Ohm kanunu ile
(I/Rgs) hesaplanmistir. Giig iretimi ise (P), elde edilen voltaj ve dig dirence bagl
olarak dlgiilen akimdan P= V¥/ Ry 0larak hesaplanmustir Olgiilen gii¢ degeri ve akim
degerleri membran alanina aktarilmistir. Daha sonra Rpem = VZ/Rdls AnMem
kullanilarak gilic yogunlugu hesaplanmistir.  Sistemin verimi ve gii¢ degerinin
kontrolii i¢in belirli zamanlarda anot ve katot bolmelerinin pH degeri kontrol
edilmistir [40].

4.10. KS Katkili Proton Degisim Membranin Kullanildigit MYH Sisteminde ic
Direng ve Gii¢ Uretiminin Ol¢iimii

MY H sistemlerinin tasarimlari ve kullanilan membran yapisina bagli olarak i¢ direng
farklilik gostermektedir. MYH sistemlerinin tasariminda anot ve katotlar arasindaki
mesafenin fazla olusu protonlarin iletimini giiclestirdigi i¢in i¢ direncin artmasina
neden olmaktadir. Arastirmamizda, olusan voltaj multimetre cihazi araciligiyla
dl¢iilmiistiir. I¢ direng dlgiimiinde elde edilen deger 0,310 Q olarak kayit edilmistir.
MYH sistemlerinde kullanilan CMI 7000 membranda ise i¢ direng 0,558 Q olarak
tespit edilmistir. Membranlar arasindaki i¢ direng farkliliginin, membranlarin
yapisindan ve membranlarin sistemde yarattigt etkilerden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir [90]. I¢ direncin artmasina bagl olarak voltajdaki degisim grafigi
Sekil 4.11°te gosterilmistir. Kayit edilen bu voltaj degerleri Ohm Kanunu’na goére
hesaplanip polarizasyon egrisinin egimi kullanilarak i¢ diren¢ hesaplanmistir [57].
Yapilan diger dl¢iimlerde ise zamana bagli olarak voltajdaki degisim Sekil 4.12°te

gosterilmistir.
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Sekil 4.13. KS katkili proton degisim membranin kullanildigt MYH sisteminde akim
yogunlugunun voltaja bagli degisimi

4.11. KS Katkili Proton Degisim Membramin Kullamldigt MYH Sisteminde
Olusan Coulomb Verimi

MYH sisteminin performansi coulomb verimi ve gii¢ liretimine bagl olarak
degerlendirilebilmektedir. Coulomb verimi, substrattan anot bdlmesine aktarilan
toplam elektronlarin, akim iiretilirken kullanilan substratin yok edilmesiyle birlikte
ortaya ¢ikan maksimum coulomb orani olarak tanimlanir. Coulomb verimi siirekli
akisin saglandigi MYH sistemleri i¢in iiretilen akima bagli olarak hesaplanmaktadir
[57].

Yaptigimiz ¢alismada 2. saatten sonra akim yogunlugu ve coulomb verimi
degisiminin birbirine paralellik gdsterdigi tespit edilmistir. Bu durum sekil 4.13°te

grafiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.14. KS katkili proton degisim membranin kullanildigt MYH sisteminde akim
yogunlugunun coulomb verimine bagli degisimi.

Calismamizda Slgiilen maksimum CV verimi % 70 A/m? iken, CMI 7000
membran da ise CV verimi 80 A/m? olarak tespit edilmistir. KS katkili proton
degisim membranin CV verimi diger membranlara kiyasla nispeten daha diisiik
oldugu tespit edilmistir. CV’lerin diisiik olusu tiim membranlarda elektronlarin biiyiik bir
kisminin elektrik enerjisi olarak kazanilamadigmi gostermistir. Birgok faktor diisiik
coulomb verimine sebep olabilmektedir. Bunlardan her biri, sistem igindeki biyokiitle
birikimini, reaktordeki bakteriyel popiilasyonu arttirabilecek ve aktif biyofilmdeki
substrat konsantrasyonunu azaltabilecektir. Diger bir neden ise, anot ¢ozeltisine katot
bolmesinden gelen oksijen difiizyonu, ¢ozelti igerisindeki bakteri ve serbest molekiiler

oksijen tarafindan substratin direk oksidasyonuna neden olabilmektedir.

4.12. KS Katkili Proton Degisim Membranin Kullanildigt MYH Sisteminde pH
Degisimi

Sistemin ilk olusturuldugundaki anot pH 7-7,2 iken, 8 saat siire ile isletilen
MYH anot bdlmesinin pH’sinin 7,9’a yiikseldigi daha sonra stabil kaldig:
gozlenmistir (Sekil 4.14). CMI-7000 membran kullanilarak yapilan c¢alismada ise
baslangicta nétr pH’ya sahip iken sentetik atik su kullanilan MYH anot bélmesinin
pH’s1 beslenmeye basladiktan 8 saat igerisinde 8’e yiikseldigi ve daha sonra 7,6’ya
diistiigli rapor edilmistir [96]. Anot bdlmesindeki pH’da meydana gelen bu
degisikliklerin bircok nedeni olabilmektedir. Ozellikle anotta iiretilen protonlarmn
membran araciligl ile hizli bir sekilde katot bolmesine aktarilmamasi, anotta

anaerobik sartlarin bozulmasi ya da biyokiitle birikiminin artmasi bu durama neden
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olarak gosterilebilir [96]. Sonuglarimizin literatiirle uyumlu oldugu, ileri
optimizasyon c¢alismalar1 sonrast pH degisiminin daha kontrollii olabilecegi

ongoriilmektedir.
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N
1

Zaman (saat)

Sekil 4.15. KS katkili proton degisim membranin kullanildigt MYH sisteminde anot
pH degisimi

Yaptigimiz ¢alismada KS katkili  proton degisim membranin katot
¢ozeltisindeki pH’ya bakildiginda diizenli bir artis goriilmektedir. Bu artis en yliksek
7.46 olarak Olclilmustir (Sekil 4.15). Katot ¢ozeltisindeki pH artisi proton
konsantrasyonunun  azalmasindan kaynaklanmaktadir. CMI-7000 membran
kullanilarak yapilan calismada ise katot pH’sinin diizenli olarak 7,6’ya kadar
yiikseldigi rapor edilmistir [96]. Katottaki pH’nin diizenli artist MYH sisteminin
performansini olumlu yonde etkilemistir. Sonu¢larimizin literatiir ile paralel olmasi
membranimizi gelistirmemiz i¢in 6nemli bir motivasyon olugturmaktadir.

pH’nin katot bolmesindeki diizensiz olarak artis1 gili¢ liretimini de olumsuz
yonde etkilemektedir. Katot bolmesindeki pH farkliliklar1 kiyaslandiginda pH
degisiminde membranlar arasinda ¢ok biiyiik farkliliklar olusmamaktadir. Katotta en
fazla pH yiikselisi Nafion membranda gerceklesmistir. KS katkili membranlarin bu

konuda nafion membranlara gore daha avantajli olabilecegi tespit edilmistir [112].
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Sekil 4.16. KS katkil1 proton degisim membranin kullanildigt MYH sisteminde katot
pH degisimi
4.13. KS Katkili Proton Degisim Membramin Kullanildigin MYH Sisteminde Giic
Yogunlugu

Nafion membran ve tasarladigimiz KS katkili proton degisim membranin
MYH’de voltaj diisiislerine bagli olarak ¢izilen polarizasyon egrileri ile buna bagh
olusturulan i¢ diren¢ grafiklerinin neredeyse lineer bir yapida oldugu goriilmistiir.
Ancak dustk akim kayiplar1 yasandigindan ¢izilen egrilerin aktivasyon bdlgelerinde
farkliliklar olusmustur. Bu da bize ohm kuvvetinin baskin oldugunu gostermistir.
Ohm’luk direncin yiiksekligi  voltajin  diistis hizt ile orantili olarak
hesaplanabilmektedir. Voltaja bagli olarak hesaplanan i¢ direncin olusmasi genel
olarak sistemin tasarimsal 6zelliklerine, anot ve katot arasindaki mesafeye, kullanilan
¢Ozeltinin Gzelliklerine ve son olarak kullanilan membranlarin sistemde yarattig
etkilere bagli olabilmektedir [105].

Bizim ¢alismamizda kullandigimiz iki bolmeli MYH sistemlerinde olusan i¢
diren¢ daha biiyiiktiir. Bunun da anot ve katot bdlmeleri arasindaki mesafeden
kaynaklandig1r diisiiniilmektedir. Bolmeler arasindaki mesafelerin ¢ok olmasi,
protonlarin elektronlar araciligiyla aktarilmasini giig¢lestirdiginden biiyiik bir direncin
olugmasina neden olmaktadir. Bu nedenle MYH’de olusan i¢ direng farkliliklar1 hem
kullanilan MYH tasarimlarina hem de membranin yapisina bagl olarak degisiklik

gostermektedir. Biitiin bu 06zelliklere bagli olarak KS katkili proton degisim
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membranlarinin yiikksek i¢ direng gosterdigi ve bu da maksimum gili¢ ve akim
yogunluklarimin MYH sistemlerinde yaygin kullanilan nafion membranlara kiyasla
nispeten diisiik oldugunu gostermektedir. Yaptigimiz ¢alismada KS katkili proton
degisim membrani kullanilarak olusturulan MYH sistemlerinde gii¢c yogunlugu 30
mW/m? olarak hesaplanmistir (Sekil 4.16). Bu sonu¢ membranimizin i¢ direng
parametresi i¢in avantajli hale getirilmesi konusunda ileri bir degerlendirme ve

tasarima ihtiya¢ duydugunu gostermektedir.
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Sekil 4.17. KS katkili proton degisim membranin kullanildigt MYH sisteminde gii¢
yogunlugunun zamana bagli degisimi

CMI-7000 membran kullanilarak Kim ve arkadaslari tarafinda yapilan bir
caligmada sise tipi MYH sisteminde tiretilen maksimum gili¢ yogunlugunun 33
mW/m? oldugu bildirilmistir. MYH sistemlerinde kullamlan CMI-7000 membran ile
yapilan calismalarda KS katkili proton degisim membranin benzer sonuglar
gosterdigi  gorilmektedir [105]. Bu sonuglar, tasarladigimiz KS katkili proton
degisim membranimnin kullanilabilirlik potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.
Belirlenen parametrelerde, sonraki c¢aligmalarda ileri optimizasyona ihtiyag

duyulmaktadir.
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5. SONUC ve ONERILER

MYH teknolojisi, alternatif-yenilenebilir enerji tiretimi i¢in gelismekte olan bir
alandir ve c¢evresel biyolojik 1slah igin ek firsatlar sunmaktadir. Son bilimsel
arastirmalarda, sistemde kullanilabilecek ~ rekombinant organizmalarin
gelistirilmesine oldugu kadar, MYH reaktér tasarimina ve ayni zamanda enerji
iiretimini arttirmak i¢in reaktor operasyonlarina odaklanildig
goriilmektedir. Alternatif MYH modellerinde kaydedilen ilerlemeler ve son
yillardaki performanslari, bu teknolojiden daha genis pratik uygulamalarda kullanim
olanagin1 saglamak hedefindedir. MYH lerde maliyetli bir kompartman olarak

goriilen membranlarin gelistirilmesi ve ¢esitlendirilmesi 6nemlidir.

Calismamizda MYH teknolojisinin bu alanina odaklanilmistir. Biyomalzeme
ve biyomedikal alanda yaygmn kullanimi olan KS’nin Mikrobiyal kaynaklardan
dretimi  molekiliin  fizikokimyasal ve  biyolojik  karakteristiklerini  ve
fonksiyonelligini arttirmaktadir. Caligmamizda iretimi ekibimiz tarafindan
gerceklestirilen Mikrobiyal KS’nin MYH sisteminde proton degistirici membran
olarak kullanimi denenmistir. Literatiirde bizim kullandigimiz yap1 ve formiilasyon
daha énce kullanilmamustir. Tk kez kullanilan formiilasyondan elde edilen sonuglar
{imit verici bulunmustur. Ileri optimizasyon ¢aligmalarimin mutlak gerekliligi ortaya
ciksa da, elde edilen Voltaj verimi, tezimizin hipotezini dogrulamig, KS katkilt
proton degisim membraninin MYH sistemlerinde kullanim potansiyeline sahip
oldugunu kanitlamistir. Kiiresel enerji politikalart géz Oniine alindiginda,
stirdiiriilebilir enerji grubunun kompakt tasarimlan ile yaygin kullanim potansiyeline
sahip alternatifi olan MYH lerin avantajlar1 ortadadir. Bu yapiin tiim bilesenlerine
yonelik yenilik¢i tasarimlar olduk¢a onemlidir. Mevcut membran alternatiflerinin
avantajlar1 ve eksik yonleri tezimizin Onceki kisimlarinda detayli olarak
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler 1s18inda, alternatif olarak onerdigimiz KS
katkili proton degisim membraninin maliyeti diisilk, MYH performansi da verimli

bulunmustur.

MYH' nin gelistirilmesinde, genel kullanim i¢in ekonomik agidan uygun hale
getirilmesi i¢in daha fazla ele alinmasi gereken birgok smirlama ve zorluk
bulunmaktadir. Bunlar arasinda alternatif membran gelistirilmesi, yenilik¢i yakit
hiicresi tasarimi ve verimliliginde devam eden iyilestirmelerin yani sira yerel

ihtiyaclara goére wuyarlanmis ekonomik uygulamalarla Olgeklendirme de
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bulunmaktadir.  Olgeklendirme, tasarim, modelleme, karakterizasyon ve
optimizasyon c¢alismalar1 MYH sistemlerinde temel ¢alisma basliklaridir. Ancak tabi
ki, enerji odakli bir c¢alismada, elde edilen voltaj veriminin arttirtlmasi ve
olabildigince uzun zaman sistemin aktif kalabilmesi olduk¢a 6énemlidir. Calismanin
sonraki asamalarinda daha dayanikli ve uzun Omiirlii, proton ge¢isi daha verimli,
voltaj degerleri daha yiiksek bir membran elde etmek odak noktamiz olacaktir. MYH
sisteminde, farkli hiicre tasarimi ve beraberinde daha etkili membran alternatifleri

icin elde ettigimiz sonuglar yol gosterici olacaktir.
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