MIKROBIiYAL YAKIT HUCRELERINDE FARKLI SUBSTRAT KAYNAKLARININ ARITMA VE
YENILENEBILIR ENERJi URETIiMi UZERINE ETKIiLERI

MEHMET GEZGINCi

YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOMUHENDISLIK VE BILIMLERI ANABILiM DALI




T.C
KAHRAMANMARAS SUTCU iMAM UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MIKROBIYAL YAKIT HUCRELERINDE FARKLI SUBSTRAT
KAYNAKLARININ ARITMA VE YENILENEBILIR ENERJI URETIMI UZERINE
ETKIiLERI

MEHMET GEZGINCi

Bu tez,
Biyomiihendislik ve BilimleriAnabilim Dalinda
YUKSEK LISANS
derecesi icin hazirlanmstir.

KAHRAMANMARAS2013



Kahramanmaras Siit¢li Imam Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii &grencisi
Mehmet GEZGINCltarafindan hazirlanan “MIKROBIYAL YAKIT HUCRELERINDE
FARKLI SUBSTRAT KAYNAKLARININ ARITMA VE YENILENEBILIR ENERIJI
URETIMI UZERINE ETKILERI” adli bu tez, jiirimiz tarafindan 03/06/2013tarihinde oy
birligi ile Biyomiihendislik ve Bilimleri Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul

edilmistir.

Yrd.Do¢.Dr. Yagmur UYSAL (DANISMAN)

Cevre Miihendisligi Anabilim Dali, Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi

Dog.Dr. Ismail AKYOL(UYE) e,
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali, Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi
Yrd.Dog.Dr. Yakup CUCI (UYE) e,

Cevre Miihendisligi Anabilim Dali, Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi

Yukaridaki imzalarin ad1 gegen 6gretim liyelerine ait oldugunu onaylarim.
Prof.Dr. M. Hakki ALMA

Fen Bilimleri Enstitusu Muduri



TEZ BiLDiRiMi

Tez igindeki biitiin bilgilerin etik davranis ve akademik kurallar ¢er¢evesinde elde edilerek
sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarma uygun olarak hazirlanan bu ¢alismada orijinal

olmayan her tiirlii kaynaga eksiksiz atif yapildigini bildiririm.

Mehmet GEZGINCI

Bu calisma KSU Bilimsel arastirma projeleri yonetim birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No:2011/4-29

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve
fotograflarin kaynak gosterilmeden kullanimi, 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri
Kanunundaki hiikiimlere tabidir.



MIKROBIYAL YAKIT HUCRELERINDE FARKLI SUBSTRAT
KAYNAKLARININ ARITMA VE YENILENEBILIiR ENERJI URETIMI UZERINE
ETKIiLERI

OZET

Bu arastirmada farkli substratlar ve konsantrasyonlar kullanilanarak bunlarin
mikrobiyal komiinite iizerine olan farklilarmin bulunmasi amaglanmistir. Komiinite
farklilig1 bulma kapsaminda; Mersin ve Kayseri evsel atik su aritim merkezlerindeki
birincil temizleme ¢ikisindan elde edilen karigik kiiltiir bakteri popiilasyonundan, elektrik
iireten bakteri tiirlerini bulmak i¢in bunlara 6zgii primer ¢iftleri kullanarak Polimer Zincir

Reaksiyonlar1 i¢in termal cycler ve elektroforezcihazlar1 kullanilmastir.

Arastirmadafarkli substratlar olarak glikoz, etanol ve zeytin karasuyu substrat
olarak kullanilmistir. Konsantrasyon caligmalar1 olarak her bir substratin 250-500-1000-
2000 ve 3000 mg/L TOK’luk konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Multimeter cihazi ile her bir
substratin konsantrasyonun Uretmis oldugu voltaj degerleri de Olctlmiistiir. Calisma
sonucunda her bir substratin mikrobiyal komiinite {izerine iizerine farkli etkilerde oldugu
gosterilmistir. En iyl uyum gosteren substrat glikoz olmusken iken, konsantrasyonlar
acisindan bakildiginda en 1yi olanin 3000 mg/L TOK konsantrasyona sahip olan glikoz
setinin oldugu bulunmustur. Zeytin karasuyu hakkindayapilan arastirmalar sonucunda bu
substratin daha 6nce Mikrobiyal Yakit Hiicrelerinde kullanildigina dair bir sonug elde
edilememistir. Bu calismada elde edilen sonuglar bazi 6n ¢aligmalar yapilarak bu substratin
bu sistemlerde giderilebilecegini bir gostergesi olmustur. Yine yapilan molekiiler analizler
sonucu sistemde elektrik tiretebilme kabiliyetine sahip olan bakterilerin de varhigi

gosterilmistir.



THE EFFECT OF DIFFERENT SUBSTRATES ON TREATMENT AND
RENEWABLE ENERGY PRODUCTION IN MICROBIAL FUEL CELL

SUMMARY

In this study it was aimed to find the effect of using different substrates and their
concentrationson microbial community. To find microbial community changes; mixed
culture microorganisms were taken effulent of primary clarification from Mersin and
Kayseri domestic wastewater treatment plants, to find electrically active bacteria; specific
primer pairs were utilized for Polimerase Chain Reactions (PCR) using termal cycler and

electrophoresis.

In this thesis glucose, ethanol and oil mill were used as substrates sources. For
substrates’ concentrations 250-500-1000-2000 and 3000 mg/L. TOC of each substrate were
chosen. Multimeter was used to measure the voltage values of each substrate’s
concentrations. The end of the study it was proven that each substrate had had different
effect on microbial community. As the most effective substrate was glucose, for
concentrations study the best one was found using 3000 mg/L TOC of glucose substrate.
Studies about oil mill in MFC were not found. In this study although oil mill results were
not good enough, with pre-treatment of this substrates, this substrate would be suggestedto
promisingly treat in MFC. Molecular analysis results showed that there were electrically

active bacteria in MFC.

1
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1. GIRIiS

Enerji kaynagi olarak fosil yakitlarmn yaygin bir sekilde kullanildigi bilinmektedir.
Fakat bu enerji kaynaklarinin ¢evrede, yalnizca kiiresel iklimi degistirmeyip ayrica 6nemli
problemler yarattig1 da bilinmektedir. Bunlara ek olarak, bu yakitlarin diinya genelinde
tilkkenmekte oldugu da herkesin asikar oldugu bir durumdur. Ancak, giiniimiizde teknolojik
gelismeler icin enerji kaynaklarma olan ihtiya¢ giderek artmaktadir. Arastirmacilar
calismalarini, fosil yakitlara olan bagimlilig1 azaltmak ve enerji ithtiyacim siirdiiriilebilir ve
cevre dostu enerji kaynaklarindan karsilayabilmek i¢in yenilenebilir enerji kaynaklari
bulmaya yoOneltmislerdir. Giines enerjisi, riizgar enerjisi, hidroelektrik enerji ve
biyoyakitlar (biyoetanol, biyodizel ve biyohidrojen vb.) gibi bir¢ok yenilenebilir enerji
teknolojileri rapor edilmistir (Catal, 2008). Biyoyakit proseslerinde, besin maddesi olarak
kullanilan organik atik sadece biyoyakitlara doniismemekte ayni1 zamanda aerobik giderimi
icin ihtiya¢ duyulan enerjiyi de igermektedir. Biyolojik olarak yikilabilir atiklardan tiretilen
biyoyakitlar, 1sitma i¢in yakit olarak depolanabilirler. Biyoyakit {iretim prosesi boyunca,
iiretilen karbondioksit, organik atik hammadde olarak biyokiitle ile sabit tutuldugu igin,
kiiresel iklim degisikligi ile ilgili olan sera etkisi gaz emisyonu hemen hemen sifirdir

(Cavdar, 2009).

Mikrobiyal Yakit Hiicreleri (MYH), organik maddelerin sahip oldugu kimyasal
enerjiyi, elektrik enerjisine doniistirmeyi saglayan reaktorlerdir. MYH sistemleri,
yenilenebilir enerji kaynaklarindan biridir, ¢linkii onlar “karbon-nétr’diirler yani organik
maddelerin oksidasyonu sonucu atmosfere sadece kararli olan karbon salarlar. Son
zamanlarda bu 6zelliginden dolayl, MYH sistemlerinde daha fazla elektrik enerjisi liretmek
icin arastirmacilar, 6zellikle sistemin yapisal 6zelliklerini degistirerek, biyokatalist olarak
kullanilan mikroorganizmalar1 tanimlayarak, degisik substratlar deneyerek, caligmalarini

artan bir sekilde siirdirmektedirler.

Verimli gii¢ liretiminin saglanabilmesi icin MYH sisteminde reaktdr tasariminda
cok sayida yenilikler yapilmistir. Bunlardan en yaygin kullanilanlari, iki bolmeli ve tek
bolmeli MYH sistemleridir. Iki bolmeli MYH reaktorleri, bir membranin ayirdigi, anot ve
katot boliimlerinden olusmaktadir (Sekil 1.1). Anot boliimiinde anaerobik olarak biiyliyen
elektrokimyasal olarak aktif mikroorganizmalar bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalar
kendilerine verilen organik besinleri, kullanarak protonlar ve elektronlar aciga ¢ikarirlar.

Elektronlar, parcalanmaz ve iletken olan, anot elektroda transfer edilip bu elektronlarin



katot boliimiine gecisi bir dis direng tarafindan saglanir. Protonlar ise membrandan katot
bolimiine gecerler. Secici gecirgen oOzelliginden dolayr membran sadece katyonlarin
gecisine izin verirken, katot boliimiindeki oksijenin anaerobik olan anot boliimiine gecigini
de engellemektedir. Katot boliimiinde ise, dis direng araciligi ile katot elektrota aktarilan
elektronlar, membrandan gecen protonlar ile burada O;’nin H,O indirgenmesine yol
acmaktadir. Tki bolmeli ve tek bolmeli MYH sistemleri arasmdaki en dnemli fark, tek

bdlmeli MYH nin ayr1 bir katot béliimii igermemesidir.

MYH sistemlerinden uygun gii¢ ¢ikisinin saglanabilmesi i¢in arastirmalarin birgogu
MYH sistem dizayni iizerine odaklanmalarina ragmen, bu sistemde yer alan mikrobiyal
siirec 1y1 bir sekilde tanimlanamamistir. MYH sistemlerinde baskin olan tiirler bakterilerdir.
Bakteriler de her canli grubu gibi hayatlarmi siirdiirebilmek besin kaynaklarina ihtiyag
duymaktadirlar. Bazi bakteriler sadece belirli substartlarla beslenirken, bazilar1 ise gevre
sartlarima adapte olarak genis bir aralia sahip besin kaynaklarini tiiketilmektedirler.
Substrat kullanim ¢esitliligine gore bazi bakteriler, cevre kosullarma da baglh olarak
bulunduklar1 ortamda diger bakteri tiiriine gére daha baskin hale gelirken, bazi tiirler ise
ortam sartlarina ayak uyduramayarak ya elemine olmakta ya da ¢ok az sayida ortamda

bulunmaktadirlar.

Bu calismanm temel amaci, farkli substrat kaynaklarinin MYH’lerinde bakteriler
tarafindan besin maddesi olarak tiiketimi ve beraberinde iiretilen elektrik enerjisinin tespit
edilmesi, bu substrat kaynaklarmin zamanla aritim veriminin degerlendirilmesi ve
mikroorganizma populasyon dinamigine farkli substrat kaynaklarinin ve substrat

konsantrasyonlarmin etkisini molekiiler biyoloji teknikleri ile tanimlamaktir.

1.1. MYH’nin Tarihcesi

Mikroorganizmalardan elektrik enerjisi tiretme, yeni bir fikir degildir. Bir bolmede
mikroorganizmanin oldugu diger bélmede ise steril besin tuz soliisyonun bulundugu bir
sistemde, olusan potansiyel farktan dolayi1 elektrik enerjisi iiretilebilecegini kesfeden
Ingiliz arastirict Michael C. Potter, 1911 tarihli yayminda, “Mikroorganizmalar tarafindan
organik bilesiklerin pargalanmasi, elektriksel enerjinin serbest kalmasiyla birlikte
olmaktadir” bulgusunu paylasarak MYH’de elektrik iiretimi iizerine ¢alisan ilk arastiric
unvanmi almistir. Bu calismada elektrik iiretiminin mikroorganizmalarin aktivitelerinin
sonucu oldugu ve elektriksel etkinin sicaklik, besin kaynagi ve mevcut olan aktif

mikroorganizma sayisindan etkilendigini ifade etmistir. Caligmada maksimum 0,3 - 0,5



V’luk elektrik iiretimi arasinda rapor edilmistir (Potter, 1911). Potter sonra, 1960’11 yillara
kadar MYH ile ilgili dnemli gelismeler olmamustir. Bu zaman stiresince elektrigin 6nemli
bir giic kaynagi oldugunun farkina varilmasiyla, Young ve ark. (1966), MYH iizerine
yogun caligmalarda bulunarak, elektrokimyasal iirlinlerin {iretimi ve giderimi igin
mikroorganizmalar1 kullanarak, ii¢ tip biyokimyasal yakit hiicreleri yapmislardir. 1980’11
yillarm sonlarina dogru Benotto, yaptigi bircok calisma ile halen giliniimiizde de

gecerliligini siirdiiren, mikroorganizmalarda gerceklesen indirgenme ve yiikseltgenme

prosesini ileri siirmiistiir (Bennetto, 1990 ).
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ANOT KATOT

Sekill.1iki Bolmeli MYH reaktorii
1.2. MYH’nin Cahsma Prensibi

MYH, mikroorganizmalarin katalitik reaksiyonlar1 sonucunda, kimyasal enerjiyi
elektrik enerjisine doniistiirebilen bir sistemdir. Bu sistemde mikroorganizmalarin 6nemi
cok biyiiktiir. Sistemde, organik maddenin elektrige doniisiimiinii saglayan bakteriler
kullanilmaktadir. Ureme ve metabolizma faaliyetlerini siirdiirebilmeleri igin asetat, glikoz
gibi organik substratlar1 kullanan bakterilerin, bu substratlar1 okside etmeleri sonucunda
elektrik enerjisi tiretilmektedir. Bu bakteriler MYH sistemlerinde anot elektrot yiizeyine
tutunarak biyofilm yapist olustururlar. Olusan biyofilmin karakteristigi mikrobiyal
komiinite tarafindan belirlenmektedir. Biyofilmde bulunanbakteriler, organik maddelerin
oksidasyonu sonucunda indirgenebilen ve yiikseltgenebilen birgcok ara madde
olusturmaktadirlar. Oksijen, demir, mangan gibi son elektron alicilarin olmadigi

ortamlarda bakteriler elektronlarmi indirgenebilen bir yapiya aktarmak zorundadirlar.



MYH sistemlerinde karbondan yapilmis elektrot, bu elektronlar1 alabilmekte ve katot

boliimiinde bulunan oksijene bir devre ile aktarabilmektedir.

1.3. MYH Sistemlerinde Elektron Transfer Mekanizmalar

MHY sistemlerinde kimyasal enerjinin elektrik enerjisine doniisebilmesi i¢in,
bakterilerin, substratlarin1 yikima ugrattiktan sonra agiga cikardiklar1 elektronlar1 anot
elektrota iletmeleri gerekmektedir. Bu iletim mekanizmasi, bakteri ¢esidine gore ¢esitlilik
gostermektedir. Filogenetik olarak cesitli birgok bakterinin, disaridan bir elektron yiik
tasiyict (medyator) eklemeksizin  MYH sistemlerinde elektronlarint anot elektrota
tastyabildikleri ve boylece elektrik enerjisi iirettikleri bilinmektedir. Bu tiirler; demir-
indirgeyen Geabacter spp (Bond ve ark. 2002; Bond ve Lovley 2003) Shewanella spp.
(Gorby ve ark. 2006; Kim ve ark. 1999, 2002) Rhodoferax ferrireducens (Chaudhuri ve
Lovley 2003), Aeromonas hydrophila (Pham ve ark. 2003), Pseudomonas aeruginosa
(Rabaey ve ark. 2004), Clostridium butyricum (Park ve ark. 2001), ve Enterococcus
gallinarum (Kim ve ark. 2005a) tiirleridir. Mikroorganizmalar ile yapilan ¢aligmalar
medyatorlerin, dis membran c-tipi sitokromlarin (Sekil 1.2) ve o6zel bir pili olan
nanowire’larin kullanimin1 ve iiretimini igeren (Sekil 1.3) elektron tasima sistemleri kat1
ekstraseliiler elektron alicilarin indirgenmesi i¢in bilinen mekanizmalarin ¢esitliligini

ortaya ¢ikarmistir (Jung ve Regan, 2007).
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Sekil 1.2D1s membran araciligi ile elektron tasmimi (Wrighton, 2010)



Sekil 1.3 Nanowire araciligi ile elektron tasinimi (Lovley, 2005)

MYH sistemlerinde bakteriler tarafindan organik materyallerin katalize olmas1
sonucu agiga ¢ikan elektronlarin anoda tasinma mekanizmalar1 iki tiirlii olmaktadir. Bunlar
anot elektrota direk olarak elektron tasima (Sekil 1.4) ve medyatorler araciligi ile elektron

tasima (Sekil 1.5) seklindedir.
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Sekil 1.4 Direkt olarak elektron taginimi (Lovley, 2006)
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Sekil 1.5 Medyatorler araciligi ile elektron tasiimi (Schroder, 2007)

1.3.1. Direk elektron transferi (DET)

Direk elektron transferi, mikroorganizmalarin hiicre membranlar1 ya da pili
yapilariyla anot elektrot ylizeyi ile yapmis olduklar1 fiziksel temas araciligi ile yapilan
elektron taginimidir. Substratlarin oksitlenmesi sonucu aciga ¢ikan elektronlar bakterilerin
ya c-tipi sitokromlar1 araciligi ile ya da elektriksel iletkenligine sahip olan “nanowire”

olarak adlandirilan bir pili ile anot yiizeyine tasinmaktadir.

Geobacter sulfurreducens ve Shewanella oneidensis (Gorby ve ark., 2006)
tiirlerinin nanowire irettikleri rapor edilmesine ragmen, pilinin capt ve genisligi
bakimindan bu yapilarin birbirinden farkli oldugu bulunmustur. Nanowire araciligi ile
elektron iletimi yapan MYH sistemlerinde iretilen elektrigin sitokromlar aracilii ile
yapilan elektron tasimadan daha yiliksek oldugu bulunmustur. Ciinkii nanowire iireten
bakteriler anot yiizeyinde olusturulan biyofilmde anot elektrotta ¢ok yakin temasta
bulunmadan pilileri araciligi ile elektronlarini iletebilirken, sitokromlar araciligi ile
elektronlarmi ileten bakterilerin bu iletimi yapabilmek i¢in anot elektrotla temas halinde
olmalar1 gerekir. Yakin temas daha ince bir biyofilm yani daha az bakteri demektir (Sekil
1.6). Fakat yine de nanowire aracilig1 ile elektronlarini ileten bakterilerin bu iletimi nasil
gerceklestirdigi tam olarak bilinmemektedir. Ciinkii saf kiiltiir ¢alismalarinda simdiye
kadar gozlemlenmis en uzun pilinin boyunun 20 um, biyofilm kalinliginin da 50 pm
iizerinde oldugu bulunmustur. Bunun sonucunda arastiricilar bu fenomeni agiklamak tizere
farkli fikirler one stirmiislerdir (Reguera ve ark., 2005). Bunlar, i¢ ice gecmis pililerin

iletken bir ag olusturdugu diger olasiligin ise nanowirelar tarafindan elektronlarin daha alt



tabakada bulunun bakterilere buradan da anot elektrota aktarildig1 seklindedir (Lovley ve

Nevin, 2008).

Sekil 1.6 A) Sitokromlar araciligi ile elektron taginimi yapan bakterilerin ve B) Nanowire
aracilig ile elektron taginimi yapan bakterilerin olusturdugu biyofilm tabakasi ( Lovley ve
Nevin, 2008)

c-tipi sitokromlar araciligi ile elektron transferinin gerceklesmesi igin membran
bagimli elektron tasima proteinlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu proteinler bakterinin
icerisinde yer alan elektronlari, hiicre dis membraninda yer alan ve dis ortamda bulunan
kat1 elektron aliciya (metal oksit ya da MYH anodu gibi) elektronlarm iletilmesine olanak
saglayan bir redoks proteinine iletirler. Bu sistem Mtr solunum pathway’idir. Bu
pathway’de 5 ana protein bileseni, OmcA, MtrC, MtrA, MtrB ve CymA tanimlanmistir
(Sekil 1.7). Karbon kaynaginin oksidasyonundan elde edilen elektronlar Menakuinon
aracilifiyla, i¢ membran proteini CymA’ ya, burdan periplamik MtrA’ya, son olarak dis
membranda bulunan MtrB ile etkilesim halinde bulunan MtrC ve OmcA’ya transfer edilir

(Coursolle ve ark., 2009).
1.3.2. Medyator aracihig elektron transferi (MET)

MYH sistemlerinde mikrobiyal tiirlerin ¢ogunlugunun dis yiizeyi, iletken olmayan
bir lipit membrana, ve peptidoglikan tabakaya sahiptir. Bu Ozelliklerinden dolay1 bu
bakteriler, elektronlarini1 anot elektrota direk olarak aktaramazlar. Bu engeli agmak ig¢in
indirgenme ve yiikseltgenme gibi 6zelliklere sahip medyatorlere ihtiya¢ duyarlar (Sekil
1.8). Medyatorler, hiicre icine kolayca girebilen ve burada elektron tasima sistemlerinde
gorev alan elektron tastyicilardan elektronlar1 alarak indirgenen tasiyicilardir. Hiicre igine
giren medyatdrler herhangi bir kimyasal tepkimeye girmeden hiicreden ¢ikarlar ve aldiklari

bu elektronlar1 anot elektrota vererek yiikseltgenirler. Bu asamalarda mikroorganizmaya ve



anot elektrota herhangi bir zarar vermezler (Du ve ark., 2007; Ieropoulos ve ark., 2005).
Escherichia coli, Pseudomonas, Proteus, ve Bacillus cinslerine ait tirler metabolizma
sonucu olusan elektronlar1 hiicre disina vermede sorun yasadiklar1 i¢in, medyatorler bunlar
icin ¢cok onemlidir. Bazi1 bakteri tiirleri kendi medyatorlerini kendilerini sentezleyebilirken
(biyolojik medyatorler) (Sekil 1.9), bazi tiirler igin medyatorlerin digaridan kimyasal

seklinde (kimyasal medyatorler) verilmesi gerekmektedir.

Fe(ll) Fe(lll)
=
Aavin,, Flavin . Fe(lUII)

Sekil 1.7 Mtr Pathway Proteinleri (Fredrickson ve ark., 2008)

O’ Medyatir Ureten Bakteriler ©= Medyatisr Uretemeyen Bakteriler

CoHz0, A CrHan0, B CHa0n D

-F

Sekil 1.8 Medyator lireten ve liretmeyen tiirlerin elektron tagima mekanizmalar1 (Rabaey,
2005)
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Sekil 1.9 Medyator araciligi ile elektron tasmimi.(Schroder, 2007)

Shewanella algae BrY bakterisi tarafindan tiretilen melanin (Turick ve ark., 2002),
Geothrix fermentans’in irettigi quinone bileseni (Nevin ve Lovley, 2002), Shewanella
oneidensis MR1, menaquinon-iliskili redoks aktif bileseni (Newman ve Kolter, 2000),
Pseudomonas aeruginosa KRP1’in iirettigi pyocyanin (Rabaey ve ark., 2005), ve
Shewanella tiirlerinin iirettikleri riboflavin, flavin mononucleotide (FMN) ve flavin adenine
dinucleotide (FAD) (Velasquez-Orta ve ark., 2009; Canstein ve ark., 2008) biyolojik

medyatorlere 6rnek verilebilir.

Biyolojik medyatorlerin aksine kimyasal medyatorler, toksik olmalar1 ve de stabil
olmamalar1 nedeniyle MYH sistemlerinde uygulanabilirlik agisindan smirhdir(Allen ve
Bennetto, 1993; Du ve ark., 2007; Ieropoulos ve ark., 2005; Park ve Zeikus, 2000).
Kimyasal medyatorler neutral red (NR), methylene blue (MB), thionine, meldola's blue
(MelB), 2-hydroxy-1,4-naphthoquinone (HNQ), ve Fe(II[)EDTA gibi metalloorganikleri

ve boyalar1 icermektedir.

1.4. MYH’nin Mikrobiyal Kismi

Bir¢ok bakteri, organik maddenin oksidasyonu sonucunda elde edilen elektronlar1
anot elektrota transfer edebilme kapasitesindedir. MYH sistemlerinde kullanilan bakteriler
atik sulardan, tath su sediment bolgelerinden, topraktan izole edilebilir ve kullanilabilirler.
Izolasyonun yapildig1 yerde farkli tiirlere ait birgok mikroorganizmalar bulundugu igin,
MYH sistemleri caligmalarinda genellikle karisik kiiltiir bakterileri kullanilir. Genel olarak
deney caligmalarda kullanilacak olan karisik bakteriler evsel atik su aritim merkezlerindeki

birincil temizleme ¢ikisindan elde edilir.



Dogada ¢esitli metallerin doniisiimiinde rol oynayan metal indirgeyici bakteriler de
MYH sistemlerinde 6nemli rol oynamaktadir. Fe(III) ve Mn(IV) elementlerinin mikrobiyal
olarak kendi iclerinde enzimatik olmayan bir sekilde indirgenmeleri, toksik iz elementlerin,
fosfatin dagilimini ve karbonun biyojeokimyasal dongiisiinii onemli 6lciide etkilemektedir
(Lovley ve ark., 2004). Geobacteracea familyasinda yer alan bakterilerin denizlerin
sediment kisimlarinda yasayanlarindan olan Geobacter sulfurreducens, Geobacter
metallireducens,  Geobacter  psychrophilus,  Desulfuromonas  acetoxidans  ve
Geopsychrobacter electrodiphilus tiirlerinin bu elementleri direkt olarak indirgemeleri
gerektigi fakat bunlarin elektron yiik tastyicilar olan medyatorler tiretmedigi bilinmektedir.
Bu tiirlerin c-tipi sitokromlar araciligi ile elektronlarmi elektroda ilettikleri yapilan
deneysel caligmalar sonucunda kanitlanmistir (Nevin ve Lovley, 2000). MYH
sistemlerinde, olusan elektronlarin sayis1 elektrik iiretiminde 6nemli oldugu i¢in bu tiirler
elektron verici olarak asetat kullandiklarinda, bu substrati tamamen karbondioksite kadar
parcaladiklar1 i¢in 6nemli tiirlerdir. Bu tiirler yiiksek elektron transfer hizlari ile elektrik
enerjisi iretimine katkida bulunmalarina ragmen, diisiik biiyiime hizi ve substrat
spesifikliginin fazla oluslari bu mikroorganizmalarin sahip olduklar1 dezavantajlaridir.
Ayrica, bu tiirler saf kiiltiir olarak kullanildiklar1 i¢in, MYH sisteminin yonetimi sirasinda
istenmeyen bakteriler tarafindan kontamine olma riskleri ¢ok yiiksektir (Rabaey ve ark.,

2003; Rabaey ve Verstraete, 2005).

Bakteri olarak karisik kiiltiir kullanilan MYH sistemleri substrat tiiketim hizlarmin
daha fazla ve substrat spesifikliginin daha diisiik oluslar1 (basit organik asitten, nisasta,
seliiloz, protein gibi yiiksek yapili organik bilesikler araligina sahip olan) bakimindan
bakteri olarak saf kiiltiir bakterilerinin kullanildiklar1 MYH sistemlerine gore daha
avantajlidirlar. Ayrica, liretilen giic yogunlugu da karisik kiiltiir bakterilerinin kullanildigi
sistemlerde daha fazla bulunmasi da bu bakterilerin MYH’de kullanilmasini cazip hale
getirmistir (Rabaey ve ark., 2004). Bu bakteriler topraktan ya da atik ¢camur gibi dogal
cevremizden kolay bir sekilde elde edilebilirler (Liu ve ark., 2008). Elektrokimyasal olarak
aktif olan bakteriler cogunlukla ya atik su aritim tesislerinden alman aktif ¢gamurdan ya da
sedimentten alinarak zenginlestirilirler (Bond ve Lovley, 2003; Park ve Zeikus, 2003;
Rabaey ve ark., 2004).

Proteobakter a, B, y ve o ile Firmicutes,Bakteroidetes, Aktinobakter, Siyanobakter,
Spirochaetes, Klorofleksi, Verrukomikrobiya, Asidobakter, Klostodiya, Sfingobakter,
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Flavobakter siniflarma ait bakterilerin, degisik isletim sartlarinda yiiriitilen MYH
sistemlerinin anot bolgesinde bulunduklar1 yapilan molekiiler teknikler sonucunda
anlasilmistir (Choo ve ark., 2008; Jang ve ark., 2009; Jiyoung ve ark., 2003; Thu ve ark.,
2004).

1.5. MYH’de Kullamilan Materyaller

MYH reaktorlerini kurarken dikkat edilmesi gereken parametreler vardir. Bunlar
sistemi kurarken segilecek olan malzemelerin tanimlanmasi, yiiksek enerji ¢ikismin
saglanmasi, yiiksek kolombik etkinin eldesi, maliyetin diisiiriilmesi ve daha sonralari
yapilacak olan uygulamalara yonelik olan MYH sistemlerinin yaratilmasidir. Genellikle bir
MYH sistemi anot bolimii, katot bolimii ve de secici gecirgen Ozellikte olan bir

membrandan olusur.

1.5.1. Anot metaryali

Anot materyali dncelikle yiiksek derecede iletken olmalidir. Bunun disinda reaktor
icinde bulunan siv1 ile kimyasal olarak reaksiyona girmemeli, anot bélmesinde bulunan ve
anot materyali lizerinde biyofilm olusturan mikroorganizmalara zarar vermemeli, yliksek
gozeneklilige sahip olmali, bakterilerin i¢ine girip tikanmasina izin vermemeli, ucuz olmali
ve kolayca yapilip daha biiylik uygulamalar da rahatlikca kullanilabilmedir. Bakteriler
tarafindan iretilen elektronlarin materyalin yilizeyindeki liretim noktasindan toplanma
noktast olan katot bolimiine aktarilmaya ihtiyact olacagindan biitiin kullanilan
materyallerin elektrokimyasal olarak iletken olmasi gerekir ki bu 6zellik bakiminda MYH
sistemleri diger biyofilm reaktorlerinden farklidir (Logan, 2008). Karbon temelli
elektrotlarin  bu sistemlerde kullanilmalari, iletkenliklerinin yiiksek oluslar1 ve
mikroorganizmalarin yapisarak biiyliyebilecekleri bir yiizey sagladiklar1 i¢in oldukca
yaygindir. Bakir 1iyi bir iletken olmasmma ragmen zamanla asinmasi sonucu anot
soliisyonuna karisip bakterilerin yasamasi engelleyebileceginden bunun yerine paslanmaz
celik ya da titanyum kullanilmasi1 daha uygundur. Giinlimiize kadar rapor edilen birgok
anot materyali arasinda, pahali olan kat1 grafitler yerine karbon kumasin elektrot materyali
olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Liu ve Logan, 2004) (Sekil 1.10). Heijne ve ark.
(2008) yaptiklar1 caliymada 4 farkli elektrot materyalini (platin kapl titanyum, kapli
olmayan titanyum, piiriizlii grafit ve diiz grafit) kiyaslamig ve kapli olmayan titanyumun
elektrot olarak kullanilmasinin elverissiz oldugunu rapor etmislerdir. Dumas ve ark. (2008)

yaygin bulunmalari, uzun siire korozif olmamalari, makul fiyatlarindan dolayi, uzun
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donem islemler i¢in paslanmaz ¢eligin kullanilabilirligini MYH sistemlerinde incelemisler

ve benzer sekilde ¢caligtirilmig grafitten daha diisiik akim yogunlugu verdigini bulmuslardir.

Sekil 1.10 MYH sistemlerinde kullanilan degisik karbon anot materyalleri (Logan, 2008)

1.5.2. Katot materyali

MYH arastirmalarinda diger bir zorlayict etken de, anot bolimiinde
mikroorganizmalarin katot boliimiinde ise kimyasal soliisyonun kullanildig: katalistlerin
gelistirilmesidir. Katot materyalin se¢imi uygulamaya gore biiyiik cesitlilik gostermektedir.
Katotta olusan kimyasal reaksiyon diizenlemek zordur. Ciinkii katot boliimiinde; kat1 (katot
elektrot), gaz (elektronlar, protonlar ve oksijenin tamami) ve sivi (katolit) olmak iizere li¢
fazli bir reaksiyon olugmaktadir. Katalist iletken ylizeyde olmali fakat farkli fazda olan
elektronlarin ve protonlarin ayni noktaya ulagabilmeleri i¢in katalistin hem su hem de hava
ile maruz kalmasi saglanmalidir (Logan, 2008). Ferrisiyaniir [Fe(CN)s] iy1 performansi
nedeniyle MYH sistemlerinde deneysel elektron alicis1 olarak ¢ok popiilerdir.
Ferrisiyaniiriin en bliyiikk avantaji, karbon katot kullanildiginda, elektrotun elektriksel
potansiyelleri arasindaki farkinin diisiik olmasi yani agik devre potansiyeline yakin
potansiyelde calismasidir. Ancak, ferrisiyaniir kullanmak, diizenli bir sekilde
degistirilmeye gereksinim duyan katolite ithtiya¢c duymasi ve oksijenin tekrar oksidasyonun
yetersiz olmast bakimindan dezavantajidir. Sistemin uzun donem performansi,
ferrisiyaniir’iin anot boliimiine ge¢mesi ile etkilenebilir (Logan ve Regan, 2006). Yiiksek
oksidasyon potansiyeli, maliyetsiz olusu, siirdiiriilebilirligi, kimyasal atik tiretimi olmamasi
gibi ozelliklerinden dolay1 oksijen MYH i¢in en uygun elektron alicidir (Freguia ve ark.,
2007). Oksijen indirgenme hizin1 arttirmak i¢in genellikle platin katalistler kullanilir. MYH

sistemleri i¢in uygun katalistlerin gelistirilmesi olduk¢a popiiler bir arastirma alanidir.
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Alternatif katot katalisti bulmak i¢in yapilan ¢alismalarda diisiik tiretim maliyete sahip
olmas1 nedeniyle platin yerine kursun dioksitin (Morris ve ark., 2007) ve manganez

dioksitin (Zhang ve ark., 2009), MYH sistemlerinde kullanilabilecegi 6nerilmistir.

1.5.3. Membran

MYH sistemlerinde diger bir bilesen ise membrandir. Membran, katot ve anot
bolmelerini fiziksel olarak birbirinden ayirmaktadir (Chae ve ark., 2007). Bu ayirma
isleminde membranim 6zelligi dnemli yer tutmaktadir. Eger membran proton ya da katyon
se¢ici bir membran ise, bu membran sadece pozitif yiikli elementlerin gecisine izin
verecektir. MYH sistemlerinde anot boliimiinde bulunan mikroorganizmalar anaerobik
ortamlarda biiylimektedirler. Organik maddelerin mikroorganizma i¢inde yikimi
sonucunda olusan elektronlar anot elektrota aktarilip, bir devre araciligi ile katot boliimiine
gonderilirken, yikim sonucunda ortamda ayni zamanda da protonlar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
protonlar secici geg¢irgen Ozellikte olan membran araciligi ile katot boliimiine
iletilmektedir. Membran katyonlarin gecisine izin verirken, anaerobik bakteriler igin
Oliimciil tehlike yaratan, katot boliimiinde bulunan bir anyon olan oksijenin de anot
bolimiine gecisini engellemektedir. Membran ayrica her iki bodlimde bulunan sivi
karigimint da birbirinden ayirmaktadir (Logan, 2008). MYH sistemlerinde membranin
kullanilmas1 bir zorunluluk degildir. Membran kullanilip kullanilmamasma gére MYH
sistemleri, Membranli ve Membransiz MYH olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Membransiz
MYH sistemlerinde protonlarin tagsinmasi su ile gergeklesmektedir. Liu ve Logan (2004)
yaptiklar1 ¢alismada, membransiz MYH sisteminde, membranli olandan daha fazla gii¢
dretildigini gostermislerdir. Bipolar membran, Nafyon, katyon, anyon, ultrafiltrasyon
membranlar1 ve nanoporlu polimer filtreler gibi ¢esitli membran cesitleri (Sekil 1.11)
denenerek yapilan bir¢cok calismada iki bélmeli, membranli, MY H sistemlerinde en yaygin
olarak Nafyon membranin kullanildigi bulunmustur. Nafyon membranin popiilaritesinin,
kimyasal yakit hiicrelerinde kullanildiginda proton iletkenliklerinin ve termal ve mekanik
stabilitesinden kaynaklandig1 diistintilmektedir (Fan ve ark., 2007). Yine ayni arastirmada
membranin isletim maliyetini ytlikselttigi, konfiglirasyonu zorlastirdigr ve {iretilen giic

yogunlugunu azalttig1 gibi dezavantajlar1 belirtmistir.
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Sekil 1.11 MYH sistemlerinde kullanilan membran ¢esitleri. Sol ve sag iistte; Katyon,
Anyon Degisim Membranlari, sag altta; Nafyon Membran (Logan, 2008)

1.6. Mikrobiyal Yakit Hiicre Konfigiirasyonlar

MYH c¢alismalar1 i¢in giiniimiize kadar ¢ok farkli konfiglirasyonlarda MYH
sistemleri gelistirilmistir. Bunlardan ilki iki bolmeden olusan, tipik olarak kesikli modda
calistirilan iki bolmeli MYH sistemleridir. Genellikle laboratuvar ¢alismalarinda
kullanilirlar. Tipik iki bolmeli MYH sistemleri membranla baglantili olan bir anot ve bir

katot boliimiine sahiptir.
1.6.1. iki bélmeli MYH

Iki boliimden olusan H sekilli MYH (hMYH) sistemi en yaygmn olarak kullanilan
ve pahali olmayan bir dizayna sahiptir. Bu sistemde iki cam sise genellikle katyon
membran igeren bir tiip ile birbirine baglantili haldedir. hMYH’de, membran, siseyi
baglayan tiipiin ortasinda tutturulmustur (Sekil 1.12) (Logan ve Regan, 2006). Kiip
seklinde dizayna sahip olan NCBE tip olarak da adlandirilan kiibik MYH (kMYH)’de iki
bolmeli MYH reaktorlerindendir (Sekil 1.13). Kesikli olarak ¢alistirilmaktadir. h(MYH’den
en onemli farki, kullanilan membranin boyutudur. hMYH’de tiip arasina yerlestirilmis
sekilde bulunan membran, anot ve katot boliimlerine oranla ¢ok kiicliikken, kMYH’de
kullanilan membran ile anot ve katot boliimleri esit biiyilikliiktedir. Membranin bu 6zelligi,

anot boliimiinde olusan protonlarin gegisinde hMYH’ye oranla daha sorunsuz bir gegis
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saglamaktadir. Ancak kMYH’de, kolombik etkinin diismesine neden olan oksijenin anot

boliimiine diffiize olmasi daha fazla olmaktadir (Kang ve ark., 2003).

Sekil 1.12 H tipi MYH sistemleri

Sekil 1.13 Kiibik MYH sistemleri

Stirekli sistemde calistirilan, diiz levha MYH sisteminde (Sekil 1.14), anot ve katot
boliimlerini aymrmak i¢in bir kanal igeren, iletken olmayan polikarbonat iki levha
birlestirilmistir. Her bir levha ylizey alanini genisletmek igin, kivrimli bir sekilde, bir
dikdortgen kanal olusturacak sekilde dizayn edilmistir. Evsel atik suyun kullanildig, farkl
parametrelerin degistirildigi deneylerde, bu MYH sisteminin tipik yiiriitilen MYH
sistemlerine gore daha ¢ok gii¢ yogunlugu iirettigi gosterilmistir (Min ve Logan, 2004).
MYH sistemlerindeki fonksiyonel, baskin popiilasyonlarin belirlenmesinde kullanilan bir

3

metot olan “yok edercesine seyreltme metotu” temel alinarak yapilan reaktor tipinde,
izolasyonla bakterilerin zenginlestirilmesi i¢in U sekilli MYH sistemi gelistirilmistir (Sekil
1.15) (Zuo ve ark., 2008). Chang ve ark. (2004), BOD sensor olarak kullanilmak iizere

gelistirilen MYH reaktoriinii, stirekli sistemde g¢alisabilen, medyatorsiiz, katyon degisim
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membrani kullanilarak dizayn etmislerdir. Elektrolit olarak grafit kece kullanilan sistemde

platin tel elektrotlar arasinda baglant1 kurmak i¢in kullanilmistir.

Anot TN e
Atiksu —» - Cikis suyu
Hava —» Membran LIl —»
Katot [
O :1';-: O Klanal O
@) O
o O #40

Sekil 1.14 Diiz Levha MYH ( Min ve Logan, 2004)

Katot
Katyon degisim

membrani

Katyon degisim
membrani

Sekil 1.15 U Sekilli MYH (Zuo ve ark., 2008)

1.6.2. Tek bolmeli MYH

Yalnizca anot boliimiine sahip olan tek bolmeli MYH sistemleri gelistirilmistir. Bu
sistemler, dizayn olarak daha basittirler ve havalandirma i¢in ekstra maliyete ihtiyag
duymamaktadirlar (Du ve ark., 2007).Liu ve Logan (2004) yaptiklar1 tek bolmeli MYH’de,
plastik pleksiglas silindirik yapinin zit kutuplarina, herhangi bir katalist icermeyen karbon
kagittan yapilmis bir anot elektrot, platin katalist iceren ve membrana direkt olarak
baglantili olan karbon kumastan bir katot elektrotu yerlestirerek tek bolmeli MHY reaktorii
olusturmuslardir (Sekil 1.16).
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Sekil 1.16 Katot bolmesi havaya acik olan MYH sistemleri (Liu ve Logan, 2004)

1.6.3. Yukan akish MYH

Poliakrilit plastikten yapilmis, silindir sekilli, anot boliimii altta katot bolimi ise
yukaria olan medyatorsiiz ve membran yerine cam yiin ve cam taneciklerin oldugu iki
bolmeli, yukar1 akish MYH sistemi gelistirilmistir (Sekil 1.17). Yukar1 akish MYH
sistemlerinde yapilan c¢aligmada ¢ok miktardaki oksijenin anot boliimiine gectigi ve

dolayistyla yeterli verimin tiretilmedigini gosterilmistir (Jang ve ark., 2004).

—[Hava Pompasi
Cikis m S
Atiksu  [\o @0 ) Multimetre
= -
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Cam 5
Tanecikley,

Yapay Atiksu

Sekil 1.17 Yukar1 Akislit MYH (Jang ve ark., 2004)
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1.6.4. Yigin MYH sistemleri

Giiclendirilmis voltaj ya da akim c¢ikisinin, seri ya da paralel olarak baglanmig
kMYH’lerden olusan y1§in MYH sistemleri ile basarilabilecegi gosterilmistir(Sekil 1.18)
(Aelterman ve ark., 2006; Du ve ark., 2007).

Sekil 1.18 Yigin MYH (Aelterman ve ark., 2006)
1.7. Voltaj ve Gii¢ Uretiminin Temelleri

Tipik olarak, MYH’nin degerlendirilmesinde ilk adim multimetre kullanarak devre
voltajinin 6l¢iilmesidir. Voltaj, direncin ve akim (A) fonksiyonudur. Ohm kanunu gii¢ (P),
voltaj (V), akim (A) ve direng (R) arasindaki iliskiyi tanimlayan bir kanundur. Bir ohm, iki
nokta arasindaki 1 voltluk gerilim farki altinda devreden 1 amperlik akim ge¢cmesini
saglayan diren¢ degeridir. Gii¢ yogunlugu MYH performansin1 degerlendirmenin diger
parametresidir. MYH’nin gii¢ ¢ikis1 (P), P = V*I formiiliine gére hesaplanabilir. Gii¢ ¢ikis1
elde edilen bilgilerle hesaplanmis elektrot yiizey alani ile ya da MYH hacmine dayali
hesaplamalar ile normalize edilir. Akim yogunlugu gii¢ yogunlugu egrisinin bir fonksiyonu
olarak kullanilir. Kolombik verimlilik organik maddeden akim olarak sisteme verilen
kurtarilmig elektronlarim1 hesaplamak i¢in kullanilir. Kolombik verimlilik, substrattan
iiretilebilen teorik kolomb’u gegerli zamana entegre edilmesiyle elde edilen kurtarilmis
toplam kolomblarin oram1 olarak hesaplanabilir. Enerji geri kazanimi MYH’nin
performansimin kiyaslanmasinda kullanilir ve eklenen organik substratin teorik 1sitma
enerjisine, hiicre tarafindan tretilen giic yogunlugunun oranidir. Kimyasal ya da biyolojik
oksijen yogunlugu (KOI; BOI), biyokiitlenin elektriksel akima ddniisiimii sirasinda ve/veya

siilfat ve nitrat indirgenmesi sirasinda MYH sistemlerinde giderilebilir (Catal, 2008).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Catal (2008), yaptig1 doktora tezinde, lignoseliilozik biyokiitlelerde bulunan
monosakkaritlerden, disakkaritlerden, seker alkollerinden direkt olarak elektrik iiretimi,
hava-katot mikrobiyal yakit hiicreleri kullanilarak arasturmustir. Baslica on iki
monosakkariti, iki disakkariti ve alt1 seker alkollerini kapsayan karbon kaynaklar1 ile
elektrik tiretimi gozlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari, lignoseliilozik maddelerden tiirevli
monosakkaritlerin, disakkaritlerin, seker alkollerinin ve odun tirevli maddelerin 6n
muamele ile mikrobiyal yakit hiicreleri i¢in uygun birer karbon kaynagi olabileceklerini

gostermistir.

Cavdar (2009), tezinde asetat iceren sentetik atiksu ile beslenen iki ¢ift bolmeli
MYH'lerin isletilmesi ve akim firetimi farkli anot ve katot materyalleri kullanarak
incelenmistir. Sonucta, katotdaki demirsiyaniir’iin elektron alicis1 olarak kullanildig:

zaman MY H'lerin elektrik akimi1 ve gii¢ iiretimi 6nemli oranda artig oldugunu gostermistir.

Eren (2010), yaptig1 calismada; bes adet benzer Tek-Odali hava-katot Mikrobiyal
Yakit Hiicresinin, okside olabilen bir karbon kaynagi varliginda, sekiz tekstil boyasini
(Remazol Black RL, Remazol Brilliant Blue BB Gran 133 %, Remazol Turquoise Blue G
133, Reactive Red 195, Reactive Yellow 145, Reactive Black 5, Remazol Blue RR,
Reactive Blue 222) giderme ve es zamanli elektrik iiretim kapasitesinin gozlenmesi
amaciyla kurulmustur.Bu ¢alisma; cesitli boyalarin, okside edilebilir bir karbon kaynagi

varliginda Mikrabiyal Yakit Hiicrelerinde giderilebilecegini gostermistir.

Yilmaz (2011), bu ¢alismada, 3 farkh tip MYH'de (Cift Bolmeli, Biyo-katot ve
Hava-katot) elektrokimyasal aktivite gosteren bakteri tiirleri 16S rDNA bazli molekiiler
teknikler ile tespit edilmistir.Es zamanli PZR deneyleri ile Geobacter tiirlerinin diger
tiirlerle miktarsal orani tayin edilmis ve bu oranin pil voltaj1 iiretimindeki etkisi
incelenmistir.

Karlikanovaite (2011), Krom-nikel plaka elektrot kullanilan iki odali mikrobiyal
yakit hiicresinde yakit olarak aritma ¢amuru kullanilarak elektrik tiretimi ve karbon

giderimini saglamistir.

Akoglu (2011), tez ¢aligmasinda iki bolmeli mikrobiyal yakit hiicresi (MYH) ile
karbon kaynagi olarak glikoz kullanilan sentetik atiksudan elektrik iiretimi arastirmistir.

(Calismasinda birinde TiO; kaplamal: titanyum digerinde grafit elektrot kullanilan iki MYH

19



kullanmistir. Sonucgta Ti-TiO; elektrotun MYH'lerde gii¢ iiretiminde kullanilabilecegini

gostermistir.

Atamert (2011), tez calismasinda, mediatorsiiz (aracisiz) iki bolmeli mikrobiyal
yakit hiicresi kullanilarak, elektrik iiretimi ve karbon kaynagi olarak sodyum asetat ile
beslenen sentetik atiksudaki organik kirleticinin  oksidasyonu incelenmistir.
KOI, UAKM, pH, voltaj (V), akim (I), gii¢ (P), gii¢ yogunlugu (PAN), ve akim yogunlugu

(IAN) gibi parametrelerini de incelemistir.

Arslan (2011), tezinde, elektrik iiretimi ve iki bolmeli mikrobiyal yakit hiicresi
(MYH) kullanilarak karbon kaynagi olarak nisasta ile beslenen bir sentetik atiksu i¢indeki

kirletici maddelerin oksidasyonu incelenmistir.

Aktan (2011), c¢alismasinin birinci kisminda iki bolmeli mikrobiyal yakit
hiicresinde saf kiiltiir Shewanella putrefaciens kullanilarak farkli organik maddelerden
elektrik tiretimi gergeklestirilmistir. Caligmasinin ikinci kisminda ise tek bdolmeli
mikrobiyal yakit hiicresinde aklime edilmis karigik kiiltiir mikroorganizmalar kullanilarak
sodyum asetat ile beslenen sistem i¢in elektrik iiretimi, akim, kimyasal oksijenihtiyacini

(KOI) giderimi, Kolombik verimliligi bulunmustur.

Ozpek (2012), bu ¢alismada, medyatdrsiiz ortamda iki farkli sentetik atiksu ile

mikrobiyal yakit hiicrelerinde {iretilen enerji yogunluklarmarastirmistir.

Sahin (2012), calismasinda, elektrik tiretimi ve iki bolmeli mikrobiyal yakit hiicresi
(MYH) kullanilarak karbon kaynagi olarak bira atik suyu ile beslenen bir atiksu i¢indeki

kirletici maddelerin oksidasyonu incelenmistir.
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3. MATERYAL VEYONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. iki bolmeli MYH sistemi

Calismada, iki bolmeli kiibik MYH sistemi kullanildi. Sistemin kurulmasi ig¢in
gerekli malzemeler; pleksiglas, karbon elektrotlar, katyon degisim membrani, lastik conta,
vidalariydi. Sistem kurulumundan once karbon fiber elektrot yapildi. Bunun i¢in, MYH
sisteminde elektrotun yerine uygun olarak ve elektrotun bir kismmin, akim ve voltaj
Olcmeye yarayan voltmetre ile baglant1 kuracak sekilde olmasi icin, fiber seklinde elektrot
kesilerek uzun siireli iletimin saglanabilmesi i¢in fiber katlandi. Katlanan kisim elektrigi
ileten metalle kaplandi. Metal kismin paslanmamasi i¢in elektrigi gegiren ama paslanmay1
onleyen boya, fir¢ca yardimiyla boyandi.Karbon fiber elektrotun yerlestirildigi ¢cember, bir
yapistiric ile pleksiglastan yapilmis bir u¢ plagma tutturuldu. Sirasiyla lastik conta, katyon
degisim membrani, lastik conta, katot elektrotun konuldugu ¢cember ve uc plak olacak
bigimde sistem dizayn edildi (Sekil 2.1). Sistemin kurulmas1 sonucunda hacimleri esit olan
300 mL’lik anot ve katot bdlmeleri elde edildi. Sistemde kullanilan anot ve katot
elektrotlarin ve katyon degisim membranmin ebatlar1 10x10 cm’dir. Anot ve katot
elektrotun fiber yapilan kisimlar1 Keithley 2700 Data Acquisition multimetre cihazina
baglanarak, farkli dis direngler kullanilarak ve sistemde olusan voltaj ve akim degerleri

oOlgiildii. Reaktorler oda sicakliginda isletildi (Cizelge 2.1).

g Anot Bdlmesinin
r doldurulacag delik

Plastik Conta

Fiber Elektrotun

Katyon Degisim
Membram

Yapistinc ile ug plaga
yapistirlan bdlme
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Sekil 2.1 Cift bolmeli kiibik MYH sisteminin kurulumu

Cizelge 2.1.MYH reaktorlerin igletme parametreleri

Reaktor Elektrot Membran Substrat
Sicaklik Yiizey Yiizey konsantrasyonu pH
. 0
;{acml(mL (C) Alani(cm?) Alani(cm?) (mg/L)
KMYH | 300 25 100 100 250 -3000 1,2

3.1.2. Sentetik atiksu

Bu calismada bes adet paralel MYH sistemi kullanildi ve MYH sistemleri kesikli
sistemde isletildi. Calismada kullanilan sentetik atiksu olarak Cizelge 2.2, Cizelge 2.3 ve
Cizelge 2.4’de gosterilen kimyasallar ve miktarlar kullanild1 (Catal ve ark., 2008; Liu ve
ark., 2008; Liu ve ark., 2009; Sharma ve Li, 2009). Calismada farkli karbon kaynagi olarak
glikoz, etil alkol ve On aritima tabi tutulmus zeytin karasuyu kullanildi. Substratlarin
baslangic TOK konsantrasyonlar1 250-3000 mg/L olacak sekilde 5 farkli konsantrasyonda

reaktorlere verildi.

Cizelge 3.2.Sentetik Atiksu IcerisindekiKimyasallar ve Derisimleri

Kimyasallar Derisim ( 1L i¢in )
NH,4ClI 0,31 ¢g
NaH,PO4H,0 584 ¢
Na;HPO4+7H,O 15,47 g

KCI 0,13 ¢

Mineral soliisyonu 12,5 mL

Vitamin soliisyonu 12,5mL
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Cizelge 3.3. Mineral Cozeltisinde Bulunan Kimyasallar ve Derigsimleri

Kimyasal Derisim (mg/L)
FeS04.7H,O 1000

ZnCl, 70

MnCl,*4H,0 100

H;BO; 6

CaCl,*6H,0O 130
CuCL*2H,0 2

NiCl,*6H,0 24
Na;Mo0O4+2H,0 36

CoCl*6H,0 238

Her iki bélmede pH= 7,2’de sabit tutulabilmesi tampon ¢o6zelti (7,78 g/L Na,COs
ve 26,22 g/I. KH,PO,) kullanildi. Katot boliimii soliisyonu ise, karbon kaynagi ve mineral
soliisyon eklemeden hazirlanan anot c¢ozeltisine elektron akisini saglamak amaciyla
katalizor gorevi goren K3Fe(CN)s (50 mM) ilave edilmesiyle hazirlandi. Katolit seviyesi

azaldiginda, gerektigi kadar katolit soliisyonu katot bolmesine eklendi.

Cizelge 3.4.Vitamin Cozeltisinde Kullanilan Kimyasallar ve Derisimleri

Kimyasal Derisim (mg/L)
Biotin 2

Folik asit 2

Pyridoxine HCl 10

Tiamin HCI 5

Riboflavin 5

Nikotonik asit 5

Pantotenik asit 5
Siyanokobalamin 0,1
p-aminobenzoik asit 5
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Cizelge 2.5. Zeytin Karasu Karakteristigine iliskin Literatiir Veri Ozetleri (Sengiil ve ark.,
2003)

Parametre Birim | Pompei | Fiestas | Steegmans | Hamadi | Andreozzi
(1974) | (1981) | (1992) (1993) (1998)
pH g/L — 4,7 5,3 3-5,9 5,09
Kimyasal Oksijen g/L 195 ---- 108,6 40-220 121,8
Ihtiyaci
Biyokimyasal g/L 38,44 - 41,3 23-100 -
Oksijen Ihtiyact
Toplam Kat1 Madde | g/L - 1-3 19,2 1-20 102,5
Organik Kat1 Madde | g/LL --—- --—- 16,7 --—- 81,6
Yag ve Gres g/L - - 2,33 1-23 9,8
Poli Fenoller g/L 17,5 3-8 0,002 5-80 6,2
Ugucu Organik g/L -— 5-10 0,78 0,8-10 0,96
Maddeler
Toplam Azot g/L 0,81 0,3-0,6 | 0,6 0,3-1,2 0,95

3.2. Yontem

3.2.1. MYH sistemine mikroorganizmalarin asilanmasi

Literatiirde, elektrokimyasal olarak aktif karisik kiiltiirlerin cogunlukla, deniz ve
g0] sedimentinden, birincil aritim ¢ikis suyundan ya da atiksu aritim tesislerindeki aktif
camurdan elde edildigi rapor edilmistir. Bu ¢alismada, anot bolmede biyokalalist olarak
kullanilan bakteriler, Mersin ve Kayseri evsel atiksu aritim tesislerindeki anaerobik

camurundan alindi. Alinan bakteriler karbon anot yiizeye tuttunduruldu.

3.2.2. MYH sisteminin isletilmesi

Bu deneyde kullanilan MYH sistemi kesikli olarak c¢alistirildi. Anot bdlmesine
sentetik atiksu ekleme islemi, kullanilan substrat kaynagmin bakteriler tarafindan
kullanilarak stabil bir akim iiretmesine kadar degistirilmedi, akim sabitlendiginde sentetik
atik su yenisiyle degistirildi. Anaerobik kosullarin saglanabilmesi i¢in anot bolmesine N;
gaz1 peristaltik pompa yardimiyla siirekli olarak verildi. Diger yandan, aerobik katot
bdlmesine hava pompasi takilarak siirekli O, takviyesi saglandi.Sistemin ¢alisma sicakligi

oda sicakliginda, pH’1 ise tampon ¢ozelti ile 7,2’de tutuldu.

24




3.2.3. Deneysel plan

Deneysel plan sematik olarak Sekil 3,2°de gosterilmistir. Deneysel siire¢ 2
kademeden olusmustur. Birinci kademe, mikroorganizmalarin anot elektrota tutunmasi
saglanip, sentetik kiiltiir ortaminin hazirlanmasi ile her bir reaktor farkli substrat icerecek
sekilde 5 adet MYH sistemi kurulmasini igermekteydi. Bu sistemlere farkl
konsantrasyonda substrat ilave edildi. Kullanilacak substrat konsantrasyonlar1 en diisiikten
en bliyiige dogru olacak sekilde 250-3000 mg/L TOK olacak sekilde sisteme verildi.
Sistemler calisirken sistemdeki TOK ve Elektrokimyasal analizler yapildi. Belirli zaman
araliklarinda anot bolmeden 6rnekler alinarak sistemin TOK giderim verimi takip edildi.

Reaktorlerde iiretilen akimin tespiti multimetre ile saglandi.

Ikinci kademe olarak, calisilan her bir substrat degisiminde TOK tiiketimi
tamamlandiktan sonra ve sistemde iiretilen elektrik enerjisi belirli bir mV’un altma diistip
sabit kaldiktan sonra reaktorler bozuldu ve alinan 6rneklerde molekiiler calismalar yapildi.
Her bir substrat konsantrasyonundan sonra MYH sistemleri bozularak ve anot boliimiinden

alman mikroorganizmalarin molekiiler analizleri yapildi.

-
Sentetik Kualtir
Ortaminin
Hazirlanmasi
Bakterilerin
ASllanmaSl ...................................................... -
\_
( ; \ Molekiiler
Zeytin Analizler
Atiksuyu .
—
Elektrokimyasal
Anahz < ":’" — — — —

Sekil 2.2. Deneysel Plan
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3.2.4. Toplam organik karbon (TOK) analizi

Sisteme belirli konsantrasyonda eklenen ve mikroorganizma tarafindan kullanilan
substratin zamana bagli olarak tiiketimi, belirlenen zaman araliklarinda alian
numunelerdeki TOK miktarmin belirlenmesi ile Toplam Organik Karbon (TOK) (Teledyne
Tekmar, Torch, USA) cihazinda Olciilmiistiir. Cihaz kalibrasyonu, analizi yapilacak
numunelerin yaklagik TOK degeri baz alinarak yapilmistir. TOK kalibrasyonu i¢in 500
ppm’lik stok cozelti kullanilarak, 10 -500 ppm araliginda 7 noktali kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.

3.2.5. Elektrokimyasal goriintiileme ve analiz

Anot ve katot elektrotlar, bakir iletkentel ve harici direng (100000 Ohm) kullanilarak
birbirine baglandi. Harici direng, Olciilen en yiiksek akim sonucunda belirlendi. Olusan
akim kapal1 devre iizerinden multimetre cihazi (Keithley 2700 Data Acquisition) 1 saat ara
ile olciildii. Olgiilen akim degerleri cihaza baglanabilen bir bilgisayar yardimi ile
kaydedildi. Bu multimetre ile olusan elektrik, akim (mA) veya voltaj (mV) olarak dl¢iildii.
Akim, voltaj ve gii¢ degerlerinin hesaplanmasinda asagida verilen Esitlik (1) ve (2)

kullanildz.

V=AxI (1)
P=IxV 2)
V;Pil Voltaji, A; Akim, I; Direng, P; Gii¢

3.2.6. Kromozomal DNA izolasyonu

Molekiiler biyoloji ¢aligmalar1 i¢in gerekli total DNA, anot bolmesinde bulunan
bakterilerden, GF-1 Bacterial DNA Extraction Kit (Vivantis)kullanilarak protokole uygun
bir sekilde yapilmistir. Bu bakteriler 5 ml’lik tiiplere konularak 6000 x g’de 2 dakika
santrifiij edilip siipernatant uzaklastirilmistir. Pellet {izerine kite ait Buffer RI
soliisyonundan 100 pl eklenip pipet yardimi ile karistirilmistir. Karigim 2 ml tiipe pipet
aracihigr ile transfer edilmistir. Uzerine 20l lizozim eklenmis 37 °C’de 20 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda 10000 x g’de 3 dakika santrifiij edilmis, siipernatant
uzaklastirilmistir. Pellet iizerine 180 pl Buffer R2 soliisyonu eklenmis, pipet ile
karistirilmis ve karisim 65 °C’de 20 dakika inkiibe edilmistir. 200 pl etanol eklenip,
vortekslenmistir. Tiipteki karigim kite ait 2 ml column tiipe transfer transfer edilip 10000 x

g’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Tipiin altinda kalan kisim uzaklastirilmistir. Bu
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islemden sonra 750 pul Wash Buffer eklenmis, 10000 x g’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Altta kalan sivi uzaklastirilmis santrifiij islemi tekrar edilmistir. Kolon yeni steril tiipe
transfer edilip iizerine 65 °C’de 1sitilmis Elution Buffer’dan 50 pl eklendikten sonra 2
dakika oda sicakliginda, tiipler dik durak sekilde bekletilmistir. Son islem olarak 10000 x
g’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra kolan uzaklastirilmistir. Elde edilen DNA 6rnekleri

jel elektroforez yontemiyle gozlendikten sonra -20 °C’de saklanmustir.

3.2.7. DNA’nin jel elektroforezi

Agaroz jel hazirlamak iizere; 1,5 g agaroz, 100 mI’lik 1X TBE tampon ¢ozeltisinde
[1000 ml TBE (1X) tampon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in; 5,5 g Borik asit, 10,8 g Trizma base
ve EDTA (500 mM) c¢ozeltisinden 4 ml eklenerek 1000 ml saf su ile karistirilir]
cozdirilmiistiir. Analiz edilecek DNA oOrnekleri 1/5 (loading buffer/DNA) oraninda
yilikleme soliisyonuna [10 ml DNA loading buffer i¢in; 0,025 mg bromofenol blue, %40
siikroz ve 2,5 ml EDTA (100 mM) (pH 8,0)] eklenerek yiliklemeye hazirlanmistir. A DNA
100 baz ciftlik DNA markorleri (Favorgen) kullanilmistir. Elektroforez tankinda (Bio-
Rad), jel 120 V’da 35 dakika kosturulmustur. Kosturulan agaroz jel Et-Br (0,5 pg/ml) ile
20 dakika boyanmistir. DNA 6rnekleri UV 15181 altinda goriintiilenmis ve fotograflanmustir.

3.2.8. Polimeraz zincir reaksiyonlar1 (PZR)

PZR islem toplam 50 pl hacimde gerceklestirilmistir. Reaksiyon i¢in; 5 pl buffer
(10X) [500 mM Tris-HC1 (25 °C’de pH 8,0), 50 mM MgCl,, 10 mM DTT], 1 pl ANTP
(ImM), ileri(341f-GC: CGC CCG CCG CGC CCC GCG CCC GGC CCG CCaG ccce
CCG CCC CCC TAC GGG AGG CGA CAQ) ve geri (534r: ATT ACC GCG GCT GCT
GG) (Ha ve ark., 2007; Jiyoung ve ark., 2003; Muyzer ve ark., 1993; Thu ve ark., 2004)
primerlerden 1’er pl(20 pmol), 0,5 nl Taq DNA polimeraz (5 u/ul) [25 mM Tris-HCI (pH
7,5), 0,1 mM EDTA, 1mM DTT ve %50 (v/v) gliserol], 1 ul kalip DNA ve 50 ul’ye

tamamlamak tizere 41,5 pul dH,Oile karistirilarak hazirlanmistir.

Primerlerin yapigsma sicakliklarinin hesaplanmasi ve dizi uygunluklar1 internet

tabanli program (http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp) ile yapilmis ve

sonrasinda ticari firmalardan siparis edilmistir (Iontek, Istanbul). PZR isleminde, 1 dakika
94 °C DNA’nin denatiirasyonu, 1 dakika 57 °C’de primerlerin yapismasi, 3 dakika 72

°C’de uzama sicaklig1 ayarlanmig ve PZR 30 dongii olarak yapilmistir.
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3.2.9. DNA dizi analizleri

PZR sonucu elde edilen bantlardan, elektrik tiretimini etkiledigi diistiniilen bantlar
ile farkli konsantrasyonlarda verilen substrat kaynaklar1 sonucu o ortamlarda baskin oldugu
diisiiniilen bantlar DNA dizi analizine gonderilerek bu bantlara ait tiir tanimlanmasi
yapildi. Giiniimiizde yaygin olarak kullanilan sekans metodu Sanger tarafindan bulunmus

olan “zincir-sonlandirma” metodu oldugu i¢in bu yontem secilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Farkh Substrat Kaynaklarim iceren Ortamda TOK Giderim Degerleri

Kullanilan her {i¢ substrat kaynagi da sistemde bulunan mikroorganizmalar
tarafindan belirli bir seviyeye kadar giderilmistir. Glikoz ve etanol substratlar1 saf
kaynaklar iken, zeytin karasuyu biinyesinde bakterilere zararli olabilecek bilesenler
icerdiginden (fenolik bilesikler) bu zarar1 minimum seviyeye c¢ekmek icin, saf su
kullanilarak deney metodumuza uygun olacak sekilde TOK derisimi 10.000 mg/L olan
stok cozeltiden  250-500-1000-2000-3000 mg/L TOK olacak sekilde
seyreltilmistir.Giderim oranlar1 glikoz, etanol ve zeytin karasuyu icin ortalama olarak

%73,6, %55,5 ve %31,8 olarak bulunnmustur.
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Sekil 3.1. Glikoz igeren Ortamda TOK Derisiminin Zamanla Degisimi

Sisteme verilen farkli substratlara mikroorganizmalarin uyumlulugu da farkli
olmustur.En hizli uyumu, 5 giin ile glikoz saglamisken, etanol verilen MYH sistemlerinde
bu uyum 15 giin icinde gergeklesmistir. Zeytin karasuyuna mikroorganizmalarm uyum
gosterme siiresi ise ortalama 7 giin olmustur. Bu uyum silirecinden sonra, sistemde substrat
giderim yiizdeleri stabil hale gelmistir. Sistemin stabil halde bulunmasi, ortamda bulunan
bakterilerin ortama iyi uyum sagladigmin veya ortamdaki toksik maddeler sonucu bu

bakterilerin 6lmiis olabileceginin bir gdstergesidir.
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Substrat giderim ylizdeleri, sisteme konulan substratlarin konsantrasyonlar1 ile de
dogru orantili olarak giderilmistir. En yiiksek konsantrasyonda verilen substratin giderim
yiizdesi en bliyiik degerde kalirken, en diisiik giderim yiizdesi degerleri sisteme verilen en
diisiik substrat konsantrasyonunda Olgiilmiistiir. Bu giderim sisteme verilen en diisiik
konsantrasyondan en yogun konsantrasyona dogru, glikoz i¢in %48,5-%67,8-%77,1-
%84,5-%90,4; etanol i¢in %44,6-%44,1-%50,2-%72,7-%65,8; zeytin karasuyu i¢in %20,9-
%10,9-%37,1-%41,6-%48,7 olarak bulunmustur.Substratkonsantrasyonu artmasina ragmen
giderim ytlizdesinin azalmasi sadece etanol setindeki 3000 mg/L TOK ile 2000 mg/L. TOK
konsantrasyonlar1 arasinda farklilik gostermistir Daha yiiksek konsantrasyonda verilen
substratin (3000 mg/L TOK) giderim yiizdesi, diisiik konsantrasyonda verilenden (2000
mg/L TOK) daha az Olciilmiistiir. Bunun sebebi Ol¢iim hatasindan kaynakli olabilecegi
gibi, daha yiiksek konsantrasyonda verildigi ortamda mevcut olan mikroorganizmalarin

uyumunun saglamasindaki problem de sebep olmus olabilir.
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Sekil 3.2. Etanol igeren Ortamda TOK Derisiminin Zamanla Degisimi

Glikoz bakteriler tarafindan hizli bir sekilde tiiketilebilmisken, bakteriler etanolu
daha yavas sekilde tiiketebilmislerdir. En yavas ve dalgalamanin oldugu substrat ise, zeytin

karasuyunun tiiketiminde goriilmiistiir.
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Sekil 3.3.Zeytin Karasuyu Igeren Ortamda TOK Derisiminin Zamanla Degisimi

4.2. Substrat Kaynaklarimin Elektrik Verimi Uzerine Olan Etkileri

Elektrik devrelerinden kaynakli problemlerden dolayr volt Ol¢iim cihazi bazi
degerleri asir1 yiiksek, bazilarini ise negatif okumus oldugundan, substrat kaynaklarinin
elektrik verimi tizerine olan etkileri tam olarak anlagilamamustir. Negatif degerlerin pozitif
yapilip, asir1 derece okunan degerlerin ¢ikarilmasi ile 14 giinliik ortalama voltaj degerleri
bulundugunda en iyi degere glikoz substrati sahipken, etanol ve zeytin karasuyunun
ortalamasi neredeyse esit sekilde bulunmustur. Bulunan degerler glikoz, etanol ve zeytin

karasuyu i¢in sirastyla 283, 202 ve 208 mV ’tur.
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Sekil 3.4.Glikoz Igeren Reaktdrde Voltaj Uretimi
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Her bir substratin tiim derisimler i¢in genel olarak tiim veriler incelendiginde (250-
3000 ppm aralig1), en iyi ve en kotii degerler glikoz i¢in 0,96254-0,02514 V, etanol i¢in
0,67184-0,00014 V ve zeytin karasuyu i¢in 1,09591-0,01372 V olarak l¢iilmiistiir.

Sekil 3.4. glikoz iceren reaktorde voltaj liretiminin zamana bagli olarak degisim
grafigi gosterilmistir. Reaktore bakteri asilamasmin birinci giinlinden itibaren,
mikroorganizmalarin herhangi bir adaptasyon siireci ge¢irmeden glikozun par¢calanmasina
bagl olarak elektronlar1 aciga ¢ikardiklari i¢in bir elektrik akimi iirettikleri goriinmektedir.
Voltaj eldesi dordiincii gline kadar siirekli bir artis gostererekgenel olarak tiim
konsantrasyonlarda 4. giinde maksimum seviyesineulasmistir. Bunun sebebi, glikozun
anaerobik ortamda dordiincii giinde parcalanabilecegi son iirtine kadar par¢alanmasidir. Bu
glinden sonra voltaj degerleri 6. giine kadar diismiis, 6-15 giin araliginda 6nemli bir

degisim gostermemistir.

Zeytin karasuyundan elde edilen voltaj-zaman grafigi inceliginde (Sekil 3.5.)
bakteriler reaktore asilandiktan sonraki ilk gilinden itibaren 9. giine kadar voltaj
degerlerinin (0,02 V) distiigii goriilmektedir. Bunun sebebi ortamda bulunan bakterilerin
zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesiklerin bu bakteriler {izerinde Oliimciil etki
yaratmasindan kaynakhdir. 9. giinden itibaren ise ortamda bulunan bakteriler Zeytin
karasuyu iceren ortama adapte olduklarindan, bu substrat1 tiikketerek belirli seviyeye (0,21
V) kadar voltaj iiretebilmislerdir. Calismada kullanilan Zeytin karasuyu laboratuarda uzun
siire bekledigi icin {lizerinde fungus iiremesi gerceklesmistir. Bu sebeble tipki bir 6n aritim
uygulanmis gibi funguslarin karasuyun igindeki bazi fenolik bilesikleri giderdikleri
disiiniilmektedir. Bunu voltaj iiretim grafiginden anlamak miimkiindiir. Zeytin karasuyu

bakterilerin tamamini 6ldiirmemis 9. glinden sonra tekrar bakteri liremesi devam etmistir.

Etanol iceren ortamda elde edilen voltaj degerlerinin zaman bagl grafigi Sekil
3.6.’da verilmistir. Sekilden de goriildiigli lizere ortamdaki etanol derisiminin artmasiyla
voltaj degerlerinde bir azalma gozlemlenmistir. En iyi akim iiretiminin elde edildigi 1000
ppm etanol iceren ortamda voltaj iiretimi 1. Gilinden itibaren artmis, 8. Giinde maksimum

degerine ulagmistir.
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Sekil 3.5. Zeytin Karasuyu igeren Reaktorde Voltaj Uretimi
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Sekil 3.6.Etanol Iceren Reaktorde Voltaj Uretimi

Sekil 3.7. glikoz ve etanol substratlaruna ait 1000 ve 2000 ppm
konsantrasyonlarindaki voltaj liretimlerinin zamana bagl olarak degisimi gdsterilmistir.
1000 ppm i¢in her iki substratta artis gdzlemlenirken, 2000 ppm’de ise zamana bagli olarak
voltaj degerlerinde bir diisiis goriilmiistiir. 1000 ppm’deki substratlar karsilastirildiginda
etanol iceren substratta voltaj tiretiminde dnemli bir degisme goriilmez iken glikoz igeren
substratta ise zamana bagli olarak bu degerde onemli bir artis gozlemlenmistir.2000 ppm
konsantrasyonlari incelendiginde etanol iceren ortamda iiretilen voltaj degerleri baslangica

gore zamanla azalma gostermistir. 2000 ppm glikoz igeren ortamda ise iiretilen voltaj
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degerlerinin zamanla degisimi dalgalamalar gdstermis olsa da ortalama olarak énemli bir
degisim kaydetmemistir. Genel olarak bakildiginda 2000 ppm etanol igeren ortamda elde
edilen voltaj degerleri glikozdan daha ytiksek bulunmustur.
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Sekil 3.7.Etanol ve Glikoz Igeren Reaktorlerde Voltaj Uretimi. (Siyah ¢izgiler etanolii,

kirmizi ¢izgiler glikozu gostermektedir.)

4.3. MYH Mikrobiyal Komiinitenin Belirlenmesi

Her susbstrata ait farkli konsantrasyonlardaki hem anot yiizeyine tutunmus hem de
anolit sivisinda bulunan bakteriler, MYH sistemi bozuldugunda santrifiij tiiplerine alinip,
fosfat buffer c¢ozeltisi ile mikrosantrifiij isleminden gegirilmistir. Bu islem 3 defa

tekrarlanarak bakterilere ortamdan bulasmis olabilecek kirlilikler giderilmeye calisilmastir.

DNA izolasyon kiti kullanilarak DNA’lar izole edilmis, elde edilen DNA’larin
konsantrasyonlar1t nano-drop cihazi Olclilmiistiir. Anot ylizeyine tutunma ¢ok
gerceklesmedigi icin, bu DNA’larda yeterli zenginlestirme gergeklestirilemediginden bu
DNA’lar mikrobiyal komiinite belirlenmesinde kullanilmamistir. Anolit sivisindan alinan
bakteri 6rneklerinden ise PZR yapilmistir. Kullanilan primer ¢ifti sayesinde ¢ogaltilan 16S
rDNA bolgesi sistemde elektrik liretebilme yetenegine sahip olan bakterilerin varligini
gostermistir.Glikoz setinde 250-500 ve 2000 mg/L TOK konsantrasyonuna sahip MYH
sisteminden elde edilen bakterilerden bantlar elde edilmisken, diger kalan 1000 ve 3000

mg/L TOK konsantrasyonuna sahip olanlardan ise bantlar elde edilememistir.
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Sekil 3.8. Glikoz Seti Elektroforez Goriintiileri

Etanol setinde ise, glikoz setine benzer sekilde 5 farkli konsantrasyonun 3’iinde bant
elde edilmis, digerlerinde ise elde edilememistir. Elde edilen bantlar 250-500 ve 1000
mg/L TOK konsantrasyonuna sahip MYH sistemine ait bakterilerin DNA’larindan elde
edilmistir. Elde edilen bu bantlardan en iyi olan 250 mg/L TOK konsantrasyonuna ait iken,

en belirgin olmayan bant ise 1000 mg/L. TOK ’a sahip olan bakterilereaittir.

Sekil 3.9. Etanol Seti Elektroforez Goriintiileri
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Zeytin  karasuyunun substrat olarak kullanildign MYH sistemlerinden alinan
bakterilerin PZR sonuglarinda daha fazla bant edilmistir. Bant elde edilmeyen tek
konsantrasyon 250 mg/L TOK konsantrasyonuna sahip bakterilerden elde edilen
DNA’lardir. Bant elde edilen diger 4 konsantrasyondan ise en zayif bant 500 mg/L TOK
konsantrasyonundan elde edilen bant olurken, diger konsantrasyonlardan elde edilen

bantlar ise oldukg¢a parlak bantlar olmuslardir.

DNA’nin sekanslanmasi Oncesinde, sekanslamadan dogacak okunamayacak
niikleotitleri minumum seviyeye indirebilmek i¢in ¢ogaltilan 16S rDNA bolgesi klonlanma
ile ¢ogaltilmistir. Ancak elde edilen PZR bantlarinin ¢ok iyi bantlar olmamasindan dolay1
gen sekans sonucu ¢ikmamuistir. Yeniden yapilan PZR islemi sonucu elde edilen bantlar bir
onceki sonuclar ile benzer oldugundan sekanslama sonucu yine bakteriyel komiinite

calismalar1 sonucuistenilen sonuglara ulasilamamistir.

Sekil3.10.Zeytin Karasu Seti Elektroforez Goriintiileri

36



5. SONUC VE ONERILER

Yapilan deneyler sonucundafarkli substratlari iceren MYH sistemlerinde bulunan
mikroorganizmalarin uyumlar1 farkli olmustur. Hem substrat1 tilketme hizi(12 giin), hem
de substratt1 giderme yiizdesi(%73,6) ile glikoz, kullanilan substratlar acisindan
bakildiginda MYH sistemlerinde mikrobiyal komiinite {izerinde en 1yi etkiyi
gostermistir.Zeytin karasuyunun substrat olarak kullanildigt MYH sistemi 14 giin ile stabil
hale geldigi halde, sistemin bu substrati giderme yiizdesi %31,8 olarak bulunmustur.
Ortamda yaklasik %68 oraninda substrat bulunmasina ragmen, mikroorganizmalarin bunu
kullanamamasi, bu substratin bu canlilar iizerine olumsuz etki yaptigmin gostergesidir. Bu
da kuvvetle muhtemel zeytin karasuyu igerisinde bulunan fenolik bilesikler gibi yapilarin
bu mikrobiyal komiinite iizerine uygulamis oldugu negatif etkinden kaynaklanmaktadir.
%55,5’lik substrat giderimi ile etanolii substrat olarak kullanan canlilar, bu giderimi 20 giin
gibi bir siirede gergeklestirmislerdir. Diger susbstratlar ile kiyaslandiginda, uzun siire
etanol ile etkilesim halinde kalabilmeleri, bu substratin bu mikrobiyolojik canlilar iizerinde

olumsuz bir etki gostermediginin bir gostergesidir.

Mikrobiyal komiinite iizerinde sadece farkli substratlar degil, ayni substratin farkl
konsantrasyonlarmin da farkl etkiler gosterdigi bulunmustur. Konsantrasyonlar1 250-3000
ppm TOK arasinda degisen bes farkli substrat konsantrasyonu denemelerinde gézlemlenen
genel sonug, substrat yogunlugu artikcagiderilen yiizde susbstratin da arttigidir. Deneyde
kullanilan diger substratlara gore, en 1yi substrat giderim yiizdesine sahip olan glikozun
farkli konsantrasyonlar1 gz Oniine alindiginda, en iyi giderim yiizdesi, %90.,4 ile 3000
ppm TOK’a sahip MHY sisteminde bulunmustur. Benzer sonug, zeytin karasuyunun
substrat olarak kullanildigt MYH sistemlerinde de gozlemlenirken, tek farklilik etanol
substratlarinin kullanildig: sistemlerde goriilmiistiir. 3000 ppm TOK’a sahip olan sistemde
giderim yiizdesi %65,8 iken, 2000 ppm TOK’a sahip olan sistemde %72,7’lik etanol

giderimi bulunmustur.

Elektrik voltaji bakimindan bakildiginda, elde edilen sonuclar,bes farkl glikoz
derisimi ile beslenen glikoz ile beslenen bes farkli substrat konsantrasyonuna sahip
sistemlerin ortalama voltaj degeri 0,28258 V olarak Ol¢iilmiis ve bu degerin diger
substratlarda ol¢giilen degerin neredeyse %40°1 kadar fazla oldugu goriilmiistiir. Bu sonug
da yine mikrobiyal komiinitenin glikoz substratina en iyi uyum sagladiginin bir gostergesi

olmustur.
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Zhang ve ark.’nin (2011) biitirat, asetat ve glikoz ile yaptiklar1 deneylerde, glikoz ile
hizl1 ve daha yiiksek elektrik iiretildigi gosterilmistir. Bu sonug ile bu ¢alismada ortaya
cikan sonug birbiri ile uyumludur.Bagka bir ¢alismada susbstrat olarak laktat, asetat ve
glikozun kullanildig1 deneylerde en iyi voltaj degeri laktatta bulunmusken, 238+19 mV ile
glikoz en diisiik voltaji iireten substrat olmustur. Bulunan bu deger bu tezde glikoz i¢in
Olciilen deger ile (283 mV) ortiismektedir (Jung ve Regan, 2007). Tek ve ¢ift bolmeli
olmak tizere, iki farkli MYH sisteminin diisiik molekiil agirligina sahip olan etanol ve
metanolden elektrik tiretimi i¢in kullanildig1 ¢alismada, metanoliin MYH sistemleri i¢in
olas1 substrat olarak incelenmesinin yam sira, elektrik enerjisi liretiminde kullanilabilirligi
de arastirilmistir. Sonuglar metanoliin kayda deger Olgiide elektrik iiretmedigini
gostermisken, etanoliin siirdiiriilebilir enerji tiretimi i¢in kullanilabilecegini gdstermistir
(Kim ve ark., 2007).Rhayour ve ark. (2003) Gram Pozitif ve Gram Negatif bakteriler
iizerine fenolik bilesik iceren yaglar ile yaptig1 denemde, bu bilesiklerin mikroorganizma
yikimlarini indiikledigi, hiicre zarma zarar verdigi ortaya konulmustur. Bu da yapilan
calismada, zeytin karasuyu icerem ortamda bulunan c¢ok miktardaki substratin neden
tikkiiletilemediginin bir gostergesi olarak gosterilebilir. MYH’lerinde kullanilan farkli
substratlar ile yapilan bir derleme makalede basit yapili substratlarin (glikoz, asetat, laktat,
etanol, v.b.) kolay yikilabilmeleri nedeniyle voltaj iiretiminin artirilmasinda daha etkin

oldugu gosterilmistir (Pant ve ark., 2010) Mevcut

Yapilan molekiiler tekniklerin sonucu, kullanilan primer ¢ifti sayesinde ¢ogaltilan
16S rDNA bdlgesi, sistemde elektrik liretebilme kabiliyetinde olan bakterilerin varligini
gostermistir. Farkli substratlarin ve onlarmm konsantrasyonlarinin molekiiler komiinite
iizerine etkilerinin tam olarak anlasilabilmesi icin, bir elektroforez ¢esidi olan Denatiire
edici Gradyan Elektroforez Jel’i (DGGE) ile PZR sonucu elde edilen 16S rDNA bdlgesinin
goriintiilenmesi, sisteme artan miktarlardaki verilen substratlara bakterilen verdigi
tepkilerin gosterilmesi saglanabilir. Bu artisa bazi tiirler uyum saglayip komiinitede
baskinlik saglar iken, bazilar1 adaptasyon saglayamayip komiiniteden silineceklerdir. Bir
sonraki adimda ise, DGGE sonucu olusan bantlardan kesilen DNA parcalarinin

sekanslanmasi ile bu sistemdeki 6nemli olabilecek bakterilerin varligi gosterilebilir.
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