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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Enterobacter aerogenes ve Rekombinant Suslarinda
Mikrobiyal Yakit Pili Uygulamasi

Esra Nezafed GUCLU
Inénii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dal1
86 + ix sayfa
2013

Danigsman: Yrd. Dog. Dr. A. Sebnem ERENLER

Artan niifus ve hizla gelisen teknolojiler enerji kaynaklarina duyulan ihtiyaci
giderek artirmaktadir. Yerkiirede mevcut fosil yakit kaynaklarin tiikeniyor olmasi
arastiricilar ilgi ¢ekici yeni ve yenilebilir enerji kaynaklari bulmaya yoneltmektedir.
Mikrobiyal Yakit Hiicreleri (MYH), yenilenebilir enerji kaynaklarindan biridir
ve“karbon-notr” sistemlerdir. Yani organik maddelerin oksidasyonu sonucu
atmosfere sadece kararli karbon salarlar. Yenilenebilir enerji kaynaklarinin biyolojik
sistemler kullanarak gelistirilme ¢abasi, bu sistemlerde bakterilerin de kullanilmasina
yol agmistir. MYH sistemleri, organik maddelerin sahip oldugu kimyasal enerjiyi,
elektrik enerjisine doniistiirmeyi saglayan reaktorlerdir. Bu doniistimde bakteriler
onemli bir role sahiptir.

Buradaki c¢alismada mevcut prensipler dogrultusunda modellenmesi
tarafimizca yapilan bir MYH sisteminde verimli hidrojen tretimi ile bilinen E.a ve
vgb” / vgb' rekombinantlar1  kullanilarak elektrik iiretimi hedeflenmistir.
Calismamizda konake¢r ve rekombinantlarinin cesitli besinsel ortamlarda ve bu
ortamlarin degisen 1s1 ve pH kosullarinda trettikleri voltaj degerleri Glgiilmiistiir.
Optimum iireme ve voltaj 6l¢limlerinin belirlendigi sartlarda cesitli sicaklik ve pH
araliklarinda dirence kars1 gosterilen gerilim kaydedilmistir.

Calismanin basinda iireme zamani voltaj verimliligi iliskisi arastirilmis en
uygun zamanin 8. saat oldugu belirlenmistir. MYH sisteminde kullanilacak elektrot
arastirilmis ve sistemimiz i¢in en verimli olanin karbon elektrot oldugu belirlenmistir.
TB, LB, Peynir alt1 suyu ve Melas ortamlarinda calisilmig ve TB tiim suslarda en iyi
tireme ve en yiiksek voltaj degerlerini verirken, en elverigsiz besi ortami ise PAS
ortam1 olmustur. Ancak biyoteknolojik dnemi géz Oniine alinarak ¢alismanin sonraki
asamalarinda melasin kullanimi tercih edilmistir.

Melas ortaminda pH ve 1s1 optimizasyonlar1 ¢alisilmis, en yiiksek voltajin

Olciildiigli pH derecesi tiim suslarda ortak olarak pH 6, sicaklik ise tiim suslarda 37
°C olarak tespit edilmistir. Caligmamizin son asamasinda diren¢ voltaj iligkisi
arastirilmis ve direncle voltaj arasinda var olan dogrusal iliski gozlenebilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Mikrobiyal yakit hiicresi, Vitreoscilla hemoglobini, vgb,
Melas, Peynir alt1 suyu, Atik su.



ABSTRACT
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Application Of Microbial Fuel Cell In Enterobacter aerogenes
and Its Recombinant strains
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86 + ix pages
2013

Supervisor: Asst. Prof. Dr. A. Sebnem ERENLER

Increasing population and rapidly developing technologies increases the need
for energy resources day by day. The ongoing extinction of current fossil fuels on
earth directs researchers to find interesting, new and renewable energy resources.
Microbial Fuel Cells (MFC) are renewable energy sources and are carbon-neutral
systems. Namely, they only emit stable carbon to atmosphere as a result of oxidation
of organic materials. The effort for developing renewable energy sources by using
biological systems resulted with the usage of bacteria in these systems as well. MFC
systems are reactors converting the chemical energy of organic materials to electrical
energy. Bacteria play important role in this conversion.

In this study, electricity production was aimed in a MFC system (modeling of
which was made by us in direction of current principles) by efficient hydrogen
production and by using known E.a, vgb™ and vgb “recombinants. In our study, the
voltage values produced by hosts and recombinants in various nutritive environments
and the changing heat and pH conditions of these environments were measured. In the
conditions where optimum reproduction and voltage measurements were determined,
voltage against the resistance in various temperature and pH intervals were recorded.

In the beginning of the study reproduction period — voltage efficiency relation
was researched and the most appropriate time was determined as 8.hour. The electrode
to be used in MFC system was researched and carbon electrode was determined to be
the most efficient electrode for our system. Studies were made in TB, LB, whey and
molasses environments and while TB gave the best reproduction and highest voltage
values in all strains, most inappropriate nutrition environment was determined as
whey. However taking the biotechnological importance into consideration, usage of
molasses was preferred in the former stages of the study.

pH and heat optimizations were studied in molasses environment and highest

pH value was measured as pH 6 and highest temperature was measured as 37 °C in
all strains. In the final stage of our study resistance-voltage relation was researched
and the linear relation between resistance and voltage could be observed.

KEYWORDS: microbial fuel cell, Vitreoscilla haemoglobin, vgh, molasses, whey,
waste water.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans calismamin sonuna yaklastifim su giinlerde hem biiyiik bir
seving hem de garip bir hiiziin yasamaktayim. Calismalarima yon veren, yaptigim
arastirmalarin her asamasinda bilgi, Oneri ve her tirlii yardimi esirgemeden,
fikirleriyle gelismeme biiyiik katkist olan Danigmanim, Degerli Hocam Yrd. Dog.
Dr. Sebnem ERENLER ’e tesekkiirii bir borg bilirim.

Calismalarim siiresince karsilagtifim zorluklarda ve basarilarda bilgi ve
desteklerini benden hicbir zaman esirgemeyen Degerli Hocam Dog. Dr. Siilleyman
KOYTEPEye,

Caligmalarimda en sikistigim anlarda yardimlarini esirgemeyen Degerli Hocam
Yrd. Dog. Dr. Harun KAYA'’ya,

Tezimin deney asamasinda yardimlarini1 gordiigiim Elektrik Teknisyeni Tayyar
COSKUN’a

En karamsar hallerimde bile beni giiliimsettiren, maddi ve manevi desteklerinin

yaninda biitiin sikintilarima katlanan aileme tesekkiir ederim.
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1. GIRIS

Diinyanin giderek artan enerji gereksinimini ¢evreyi kirletmeden ve
siirdiirtilebilir olarak saglayabilecek en ileri teknoloji arayis1 son donemlerin en acil
ve Oncelikli caliyma alanlarindan biri haline gelmistir. Alternatif enerji arayisi icinde
biyolojik sistemlerin kullanilabilirliginin arastirilmasi kagmilmazdir (L1 W ve ark.,
2013).

Stirdiiriilebilir bir ¢evre ve alternatif enerji kaynaklar1 olusturma konusunda
bilimin yeni c¢alisma konular1 arasinda yakit pilleri ve hidrojen enerjisi de
bulunmaktadir. Yakit pilleri, kimyasal enerjiyi dogrudan elektrik enerjisine
doniistiiren cthazlardir. Yakit pili, fosil yakitlarinin yakilmasi yerine, yakit ile
oksijenin elektro-kimyasal reaksiyonu sonucunda enerji iireten bir tiir bataryadir.
Yakit olarak genellikle hidrojen kullanilmaktadir. Hidrojen, bilinen diger yakitlardan
daha yiiksek enerji degerine sahip olup (122-142 kJ/g) (hidrokarbon yakitlardan 2,75
kat daha yiiksek) hidrokarbon icermeyen yesil bir alternatif enerji kaynagidir. Ancak
metan, dogal gaz, etanol, metanolde kullanilabilmektedir. Yakit pillerindeki
reaksiyonda oksijenle hidrojen su tirettiginden, bu reaksiyondan kirletici {liriin ¢ikisi
s0z konusu olmamaktadir (Gandia LM ve ark., 2013; Helton JA ve ark., 2013).

Komiir ve petrol gibi fosil yakitlar sanayi toplumlarinin gelisimini etkileyen
en onemli faktorlerdendir. Ancak bu yakitlarin gelisimi, bir takim problemleri de
beraberinde getirmektedir. Bu problemlerin basinda ise petrol tiirevli yakitlarin
ekolojik dengeye verdikleri zararlar gelmektedir. Tamamma yakini karbon icerikli
olan bu yakitlarim yanmasi ile aciga ¢ikan emisyonlarin zehirli olmasi, atmosferde bu
emisyonlarin derisimindeki artis, asit yagmurlar1 ve sera etkisini de beraberinde
getirmektedir. Bu etkiler giiniimiizde daha da hissedilir bir boyuta ulagmistir.
Bunlarda en O6nemlisi sera etkisi olarak goriilmektedir. Bu etki 6zellikle CO;’in
atmosferdeki derisiminin artmasi ile bir dogal sera gibi giines 1sinlarmi yerkiireye
hapsederek 1simmmaya ve sicaklik artisina yol agmaktadir. Her ne kadar bu sicaklik
artis1 kiiclik degerlerde gerceklesse de, ekolojik denge i¢in Onemli sonuglar
dogurmaktadir. Ozellikle yerkiirede 1s1l anlamda pek ¢ok fonksiyonlar tasidigi
diistiniilen kutup bolgelerindeki buzullarin erimesi, o bdlgedeki ekolojik dengenin
bozulmasmi, iklimlerde anormal gelismeleri (asir1 yagis, kuraklik, firtina, kasirga

vb.) beraberinde getirmektedir (Elsharnouby O ve ark., 2013).



Petroliin kullanim1 sonras1 ortaya ¢ikan bir diger temel problem ise fosil
kokenli olusu ve bu nedenle tiikenebilirligidir. Bugiin diinya enerji ihtiyacinin %88’1
fosil yakitlardan (komiir, petrol ve dogalgaz) saglanmaktadir. Bunun %38’ini petrol,
%30’unu komiir ve %20’sini ise dogalgaz olusturmaktadir. Tiikketim hizinin diinya
niifus artis1 ile fazlalasmasi mevcut petrol rezervlerini her gegen giin azaltmaktadir.
Bazi arastirmalarda; bu rezervlere sadece on yil gibi kisa bir dmiir bicilmektedir. Bu
siire ise aslinda yeni bir enerji sisteminin kurulmasi ve yayginlagmasi i¢in higte uzun
degildir. Yani bu rezervlerin tiikenmesi halinde ortaya alternatif bir yakit ve enerji
sisteminin kurulmasmin gerekliligi ortadadir. Bu gereklilige rezerv smirliligr ile
beraber cevresel faktorlerde eklendiginde alternatif bir yakita duyulan ihtiya¢ daha
da fazlalagsmaktadir (Daim T ve ark., 2012; Narbel PA, 2013).

Alternatif bir yakittan istenen temel karakteristikler 6zetle; yiiksek 1s1l deger,
zehirli olmama, g¢evreyle uyumlu olma, farkli enerji doniistiiriiciilerinde
kullanilabilme ve ekonomiklik olarak ifade edilebilir. Bu bakimdan Yakit Pilleri;
ozellikle 20. ylizyilm ikinci yarisinda hizli bir gelisim siireci sergilemis yeni bir
enerji Uretecidir. Is1 makinelerinde s6z konusu olan “yakit kimyasal enerjisi-1s1
enerjisi mekanik enerji” doniisiimii yerini yakit pilinde, “yakit kimyasal enerjisi-
elektrik enerjisi mekanik enerji” doniisiimiine birakmaktadir. Yakit pilinde yanma
olmaksizin, elektrokimyasal bir doniisiim ile elektrik iiretilmektedir. Bu elektrik ise
istenilen herhangi bir amagcla kullanilabilmektedir (Balat M, 2010).

Karbondioksit salmmimi olmaksizin yenilenebilir enerji kaynaklarindan
elektrik enerjisi liretimi en c¢ok tercih edilen yontemdir. Son zamanlarda, tizerinde en
cok durulan alternatif enerji kaynagi olarak Mikrobiyal Yakit Hiicreleri (MYH)
gosterilmektedir (Wei L ve ark., 2012). Mikrobiyal yakit hiicrelerinde elektrik
enerjisi iretilirken ayni zamanda atik aritimi da yapilabilmektedir. Boylece, atik
aritim1 i¢in enerji harcanmamakta, aksine atik aritimi sirasinda dogrudan elektrik

enerjisi Uretilebilmektedir (Cai J ve ark., 2013; Sakdaronnarong CK ve ark., 2013).

1.1. Yakat Hiicreleri (Pilleri)

Yakit hiicreleri herhangi bir yakit enerjisinden elektrik iiretmeye yarayan
doniistiirme cihazlaridir. Pillerde oldugu gibi dogru akim elektrigi tretirler, ancak
elektrikle sarj edilmeyip, yakit ikmallerini motorlarda oldugu gibi yakit tanklarinin
doldurulmasiyla gergeklestirirler (Mathe MK ve ark., 2012).



Yakit hiicreleri tek basina diisiiniildiiklerinde yesil teknoloji sayilmazlar.
Ancak teoride yakitin kimyasal enerjisini elektrige doniistiiren olduk¢a verimli bir
yontemdirler. Bu yontemle herhangi bir yakitin enerjisinin ticte ikisi (bazen daha da
fazlasi) elektrige doniistiiriilebilir. Geri kalan enerji ise 1s1 enerjisi olarak agiga cikar.
Son zamanlarda ulasim araclarinda kullanimlariyla 6n plana ¢ikmis olsalar da, yakit
hiicreleri baska alanlarda da kullanilarak enerjiyi mevcut teknolojilerden ¢ok daha
verimli bir sekilde doniistiirebilir. Yakit hiicrelerinin kullanimmin yayginlagsmasimin
oniindeki en biiylik engel ise performans ve dayaniklilik acisindan kullanilabilir

modellerinin pahaliligidir (http://www.lowcarbonturkey.com/p=440).

1.1.1. Yakat Pillerinde Kullanilan Yakiatlar

Yakit hiicresinde bulunabilecek en basit yakit hidrojendir, ¢linkii biitiin yakit
hiicreleri hidrojeni kolaylikla oksijenle (genellikle havada bulunan) tepkimeye sokup
elektrik iiretebilir (su ile 1s1 da siiregte aciga cikar). Diger fosil yakitlar (petrol, dogal
gaz gibi) ve yenilenebilir yakitlar da (biyodizel, biyogaz gibi) yakit hiicrelerinde
kullanilabilir. Bu yakitlar ya dogrudan ya da yakit isleme cihazi diye bilinen
reformerler yardimiyla hidrojene doniistiiriildiikten sonra kullanilirlar (Figicilar B,

2008).
1.1.2. Yakat Pillerinin Tarihgesi

Yakit pillerinin gelisimi 150 yildan beri devam etmektedir. Ingiltere
Swansea’da yasayan Avukat William Grove yakit pillerinin gercek mucididir.
Seyreltik siilflirik asit ile yaptigr ilk hidrojen-oksijen yakit pili 1839 yilinda
Philosophical Magazine dergisinde yaymlanmistir (Biyikoglu A, 2003).



Sekil.1.1. 1839 yilinda Sir William Grove tarafindan gelistirilen yakit hiicresi

(http://www.muhendisforum.net/index.php.topic=703.0)

Yakit pilleri “Gemini” ve “Apollo” mekiklerinde kullanilmistir, glinimiizde de

uzay istasyonlari i¢in elektrik ve su saglamaktadir (Biyikoglu A, 2003).

1.1.3. Bir Yakit Hiicresinin Calisma Prensibi

Yakit pilleri yakitin enerjisini direkt olarak elektrokimyasal yolla elektrik
enerjisine c¢evirirler. Anot oksidasyon ve katot rediiksiyon olaylarini sagladigi zaman
yakit pilleri siirekli bir batarya gibi c¢alisir. Aynen batarya gibi sessiz ve
hareketsizdir. Fakat bataryadan iki konuda farklidir. Birincisi; tehlikeli maddeler
icermez ve kirletmeksizin yenilenebilir. ikincisi ise; bir yakit kaynagi olarak
kullanilmasidir (Sieniutycz S ve Jezowski J, 2013).

Yakit pilinin ¢aligmasi i¢in hidrojen — oksijen veya hidrojen — hava gereklidir.
Bir yakit pilinin merkezi iki elektrot arasina yerlestirilmis elektrolitten meydana
gelmistir. Hava, katot ylizeyi iizerinden gecer. Elektronlar katota dogru bir dis devre
yoluyla tasinirken hidrojen iyonlar1 da elektrolit yoluyla oksijen elektrota gog
ederler. Katotta oksijen ve hidrojen iyonlar: ile elektronlarin reaksiyona girmesiyle
su elde edilir. Elektronlarm dis devre yoluyla akisi ile elektrik iiretir. Yakat
kullanimindaki yiiksek verim nedeniyle, bu elektrokimyasal islemden ¢ikan yan
irlinler sicaklik, 1s1, buhar halinde su ve anottan katota elektron akisindan dogan

elektrik akimidir (http://www.fuelcells.org/basics/how.html).



Yakit pili 3 temel kisimdan meydana gelir. Anot (negatif elektrot), katot

(pozitif elektrot) ve bu iki elektrot arasinda kalan elektrolit (degisim zart).

Elektrik
%e
: @

V?‘_“F —_— -« Hava
girist girisi
H, 10,

Pozitif iyon
e

veya —l

Negatif iyon H,0

H,()
Artik yakit ve Artan Oksidant ve
Uretilen gazlarin Uretilen gazlarin cikisi
cikisi
Anot _T I L Katot
elektrodu Elektrolit elektrodu
(Iyon iletken)

Sekil 1.2. Bir yakit pilinin genel yapisi ve isleyisi (Wang Y ve ark., 2011)

Yakit hiicresi ¢calisma prensibi suyun elektrolizinin tam tersidir. Yakit hiicresi

icin reaksiyon formiilii asagidaki gibidir:

Anotta
H,>2H" +2e

Katotta

%02 +2H" +2¢ -> H,0

Toplam Reaksiyon

1
I‘I2 +502 —>H20



Yakit pilinde meydana gelen siiregler (Figicilar B, 2008):

1. Yakit pilinde reaktantlarin (tepkimeye giren maddeler) aktarimi
2. Elektrokimyasal reaksiyon
3. Elektrolit araciligiyla iyonik iletim ve dis devre araciligryla elektronik iletim
4. Yakit pilinden tiriinlerin aktarilmasi (uzaklastirilmasi) siireci
—(3)—»
o/
Yakit girigi Hava girisi
Gozenekli AkigKanal
Elektrot Yopss

Anot Elektrolit Katot

Sekil 1.3. Elektrigin elektrokimyasal iiretiminde yer alan temel asamalar1 gdsteren
yakit pili kesiti (1) reaktant aktarimi; (2) elektrokimyasal reaksiyon; (3) iyonik ve

elektronik iletim; (4) tiriin aktarimi

1. ASAMA: Reaktant Aktarumi. Yakat pilinin elektrik tiretebilmesi i¢in stirekli yakit
ve oksitleyici yakit pili sistemine beslenmelidir. Bu olduk¢a basit gdziiken siire¢ ¢cok
karmasik olabilmektedir. Yakit pilinden yiiksek akim ¢ekildiginde ¢ok fazla yakit ve
oksitleyiciye gereksinim olmaktadir. Reaktantlar yakit piline yeterince hizli
beslenemezse sistem yakit ve oksitleyici agligi iginde olacaktir. Reaktantlarin verimli
bir sekilde aktarilmasi akis kanali yapisiyla ve gozenekli elektrotlar araciligiyla

saglanmaktadir.



2.ASAMA: Elektrokimyasal Reaksiyon. Reaktantlar elektrotlara tasindiginda
elektrokimyasal reaksiyon olmaktadir. Yakit pilinde iretilen akim bu yari
elektrokimyasal reaksiyonlarin hiziyla dogrudan iligkilidir. Hizli reaksiyonlar sonucu
yakit pilinden daha ¢ok akim elde edilebilmektedir ve tersini de diisiiniirsek yavas
reaksiyon olursa yakit pilinden elde edilen akim da diisiik olacaktir. Amag elektrik
iiretimi olduguna gore yiiksek akimlar elde etmek yakit pilindeki sonul hedeflerden
biridir. Bu nedenle, elektrokimyasal reaksiyonlar1 hizlandirmak ve verimini arttirmak

icin katalizorler kullanilmaktadir.

3. ASAMA: lyonik ve Elektronik Iletim. 2. Asamada gerceklesen elektrokimyasal
reaksiyonlar iyon ve elektronlar1 ya iiretmektedir ya da tiiketmektedir. Bir elektrotta
iretilen iyonlar diger elektrotta tiiketilmektedir. Bu siire¢ elektronlar i¢in de
gecerlidir. Yik dengesini saglayabilmek i¢in iyonlar ve elektronlar tretildikleri

yerden tiiketildikleri yere aktarilmak zorundadir.

4.ASAMA: Uriin Aktarimi. Olusan elektrigin yam sira biitiin yakit pili reaksiyonlar1
en azindan bir Uriin olusturacaktir. Bunlardan H,-O, yakit pilleri iirlin olarak su

olusturmaktadir.

1.1.4. Yakat Hiicresi Cesitleri

Yakit hiicre sistemleri genellikle kullanilan elektrolite gore smiflandirilirlar.
Elektrolit; protonlarin katoda ge¢mesine izin verirken elektronlarin ge¢cmesini
engeller. Kullanilan elektrolit tiirii ger¢eklesecek kimyasal reaksiyonlar1 ve calisma

sicaklik araligini belirler (Nielsen ve Thomas, 2002);

Proton degisim membranli (PEM) veya kat1 polimer elektrolitli yakit pili (SPEFC)
Alkali yakit pili (AFC)

Fosforik asit yakit pili (PAFC)

Erimis karbonat yakit pili (MCFC)

Kati oksitli yakit pili (SOFC)

Biyolojik yakit pili (Mikrobiyal yakit pili) (MFC (MYH))

AN S o



1.1.5. Yakat Pillerinin Kullanim Alanlari

Yakait pilleri teknolojisinin yiiksek verimi ve modiiler yapisiyla elektrik enerjisi
iretiminde ¢igir agacagir on goriilmektedir. Yiiksek verimli bir kimyasal yakit-
elektrik enerjisi doniisiim yontemi oldugundan, giines enerjisi, termoniikleer enerji
gibi birincil derecedeki enerji kaynaklarindan kimyasal yakit elde edilerek tiiketiciye
bu sekilde ulastirilmast ve tiiketim ortaminda yakitin tekrar elektrik enerjisine
doniistiiriilmesi pratik bir enerji doniigiimiinii ifade etmektedir. Ayrica yakit pillerinin
komiir dahil her tiirlii yakit1 kullanabilme avantaji, birinci derece hidrokarbon
yakitlarinin yakit pilleriyle kullanilabilme olasiliklari, igten yanmali motorlara gore
de cazip kilmaktadir (Andujar JM ve Segura F, 2009).

Yakait pilleri, yliksek calisma verimleri ve yanma reaksiyonuna gore ¢cok daha
kontrollii olarak olusturulan elektrokimyasal doniisiim reaksiyonu nedeniyle kiikiirt
ve azot oksit emisyonunu sifira yakin degerlere diistiriirken, karbondioksit emisyonu
da azaltmaktadir. Bu ise atmosferimizdeki sera etkisinin gittikge dnem kazandigi
giiniimiizde oldukca 6nemli bir faktordiir (Mekhilef S ve ark, 2012).

Yakit pillerinin su andaki en onemli uygulama alam1 ulagim endiistrisinde
icten yanmali motorlara bir alternatif olarak gelistirilmesidir. Diinyadaki hemen
hemen tiim otomobil sirketleri yakit pilleri sistemleri {izerinde c¢aligmaktadirlar.
Elektrik enerjisi liretim aginda yakit pillerinin agirligimni hissettirmesi belli bir zaman

alacaktir (Barbir F, 2013).

1.2. Mikrobiyal Yakit Pilleri

Fosil yakitlarin hizli tiiketimi ve yenilenebilir olmadig1 g6z oniine alindiginda,
alternatif enerji kaynaklarinin bulunmasi zorunlu olmaktadir. Bu baglamda,
karbondioksit salmimi olmaksizin yenilenebilir enerji kaynaklarindan elektrik
enerjisi Uretimi en ¢ok tercih edilen yontemdir. Son zamanlarda, {izerinde en ¢ok
durulan alternatif enerji kaynag1 Mikrobiyal Yakit Hiicreleri (MYH)’dir (Mohan Y
ve ark., 2008; Samrot AV ve ark., 2010). MYH en basit sekliyle, organik atiklarda
bulunan kimyasal enerjinin mikroorganizmalar yardimiyla elektrik enerjisine
dontistiiriilmesi olarak tanimlanabilir (Du ve ark., 2007; Mohan Y ve ark., 2008;
Aldrovandi A ve ark., 2009; Sharma V ve Kundu PP, 2010; Xia X ve ark., 2010).

Mikrobiyal yakit hiicrelerinde elektrik enerjisi iiretilirken ayni1 zamanda atik aritimi

8



da yapilabilmektedir. (Du ve ark., 2007; Daniel DK ve ark., 2009; Guerrero AL ve
ark., 2010; Sharma V ve Kundu PP, 2010).

Sekil 1.4.’de elektrik enerjisi liretimi amaciyla kullanilan klasik bir MYH
semas1 verilmistir (Kilic A ve ark., 2011). MYH; katot ve anot adi verilen iki
bolmeden olusan ve birbirinden proton degistirici membran (secici gecirgen zar) ile
ayrilan bir sistemdir. Anot hiicresinde bulunan elektrot ylizeyine tutunarak biiyiiyen
mikroorganizmalar, organik maddeleri oksitleyerek elektron ve proton (hidrojen)
iiretirler. Anot bolmesinde iiretilen elektronlar, elektrot yiizeyinden bir devre ile katot
bdlmesine aktarilir. Hidrojen ise diflizyon ile proton degistirici zardan gecerek katot
bolmesine ulasir ve burada oksijen (baska bir elektron alici da kullanilabilir) ile
birleserek suya doniisiir. Kuvvetli bir elektron alicis1 olan O, nin varligi ve pozitif
elektrik yiikii olusturan H' iyonlar1 sayesinde, anottaki elektronlar katoda dogru
cekilir, bu da hat iizerinde elektrik akimi olusturur (Min B ve ark., 2005; Aldrovandi
A ve ark., 2009; Guerrero AL ve ark., 2010; Mohan Y ve ark., 2008). MYH’ lerde

anot bolmesi tamamen anaerobik, katot bolmesi ise aerobiktir.
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Sekil 1.4. Mikrobiyal yakit hiicresi yapisi (Du ve ark., 2007).

02

Y

¢ ueiquisn
DusIsag uoljoid

wnjeg Niqosay

e e e St et

1 Yakit (Substrat)




1.2.1. Mikrobiyal Yakit Hiicresinde Anot

Anot boliimii; belirli mikroorganizmalarin ¢ogalmasi i¢in biitiin gerekli sartlar1
saglayan gelisme bolimiidiir. MYH nin anodu olarak rol oynayan bir elektrod,
bakteri, medyatoér (medyatorlii ve medyatorsiz MYH olma durumuna baghdir
(Mohan Y ve ark., 2008)) ve biliylime ortamindan (glukoz vb.) olusmaktadir. Bu
bolmedeki bakteriyel biiyiimeyle; metabolik reaksiyonlar boyunca gerekli olan
protonlar ve elektronlar iiretilir. Anot olarak, genellikle grafit elektrotlar kullanilir.
Anot elektrotlarin bazilari, elektriksel verimliligi artiran, redoks potansiyelini ise
azaltan, Fe iyonlari, Mn iyonlari, vb. elemanlarla kaplanmistir (Liu H ve Logan BE,
2005). Ayrica, elektron transfer etkinligini artirmak i¢in ¢esitli medyatorler de
bulunabilmektedir.

Anot boliimiinde bakteriler oksidatif doniisiim gerceklestirirken, katot
bolimiinde kimyasal indirgeme prosesleri gerceklesmektedir. Aerobik kosullar
altinda, mikrobiyal yakit hiicresinin anodunda oksijen mevcut degildir ve bakteriler,
mikrobiyal yakit hiicresi anotu gibi, dogal elektron alicilardan ¢oziinmez bir alictya
donlismeye ihtiyag duyarlar. Bakterilerin ¢dziinmez bir elektron alicisina elektronlar1
transfer etmedeki yeteneginden dolayi, mikrobiyal metabolizmadan meydana
getirilen elektronlar1 toplamak i¢in mikrobiyal yakit hiicresi kullanilabilir (Ates A,
2012).

Elektron transferi membran-bagli elektron tasiyicilari, c¢oziiniir elektron
aktaricilar veya nano teller ile gerceklesebilir. Anot, ortamda iiretilen elektronlarin
alicis1 veya tastyicis1 gorevini goriir. Daha sonra elektronlar katotta bir ylik veya
direngle bir elektrik devresinden akar. Elektron akisi ile birlikte anot ve katot

arasindaki potansiyel fark, elektrik giiciiniin olusumu ile sonuclanir (Ates A, 2012).

1.2.2. Mikrobiyal Yakit Hiicresinde Katot

Katot boliimii; harcanan elektronlar, protonlar ve oksijen molekiilleri i¢in
rekombinasyon kismidir. Alternatif olarak, bu bdolmede; elektron alicis1 olarak rol
oynayan ferrisiyanid gibi bilesenler de kullanilabilir (Oh S ve ark., 2004). Katyon
degistirici; reaksiyonun tamamlanmasi i¢in, anot ve katot bdliimleri arasinda, ayirici

olarak rol oynar (Logan BE ve ark., 2006).
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Protonlar, katotta, proton veya katyon degistirici membran araciligiyla akarlar.
Katotta, bir elektron alicis1 kimyasal olarak indirgenir. Ideal olarak, oksijen suya
indirgenir. Glukozun substrat olarak kullanildig1 bir mikrobiyal yakit hiicresinde anot

ve katotta ger¢eklesen reaksiyonlar asagida gosterilmistir (Mohan Y ve ark., 2008):

Anot: C¢H;,0O + 6H,O — 6CO, + 24H" +24¢

Katot: 24H" +24¢ + 60, — 12 H,0

Toplam Reaksiyon: 2H2+ O2— 2H20 + Elektrik enerjisi

Bu sistemde; glukoz anot boliimiinde bakteriler tarafindan karbondioksite
yiikseltgenmektedir. Burada olusan protonlar anottan katoda bir katyon degistirici
membran aracilifiyla tasinirken, elektronlar elektriksel bir devre araciligr ile
tasinmaktadir. Katotta ise, O, suya indirgenmektedir. Sekil 1.5.’de glukozun substrat

olarak kullanildig1 bir mikrobiyal yakit pilinde gerceklesen olaylar 6zetlenmistir.

Glukoz

H,0

|

H———————» H

1
¥

y
I'

-

7

BAKTERI  MEMBRAN KATOT

ANOT

Sekil 1.5. Glukozun substrat olarak kullanildig1 bir MYH’ de gergeklesen olaylar
(Logan BE ve ark., 2000).
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1.2.3. Mikrobiyal Yakit Hiicresi Cesitleri

Bugiine kadar yapilan calismalarda pek ¢ok farkli MYH reaktor tipleri
kullanilmistir. Bunlar; genellikle iki bolmeli, H tipi MYH reaktorleri, U borulu MYH
reaktorleri, borusuz MYH reaktorleri, ¢okel tipi MYH reaktorleri ve tek bolmeli
MYH’leridir.

Sekil 1.6. Calismalarda kullanilan MYH tipleri. (A) Bir tuz kopriisii iceren, yapimi
kolay sistem ( Min B ve ark., 2005); (B) Civatalarla birbirine tutturulmus ve bir tiip
olmadan, odalar1 membranla ayrilmis dort- yigin tip MYH (Rabaey K ve ark., 2005);
(C) B gibi fakat anod boyunca devamli akis saglayan ( taneli grafit matriks) ve yakin
anot-katot yerlesimi (Ossieur W ve ark., 2005); (D) Fotoheterotrofik tip MYH
(Rosenbaum M, 2005); (E) Tek boliimlii, basit bir tiip diizenlemesinde hava-katotlu
sistem (Liu H ve Logan B, 2004); (F) iki boliimlii, gaz dagitim1 igin donatilan anot

ve katot boliimlerini gdsteren H-tipi sistem (Logan B ve ark., 2005).

1.2.4. Mikrobiyal Yakit Hiicresinde Kullanmilan Mikroorganizmalar

MYH kullanarak elektrik iiretmek icin bakteriler ya da mayalar kullanilabilir.
Mikroorganizmalarin cogu elektrokimyasal olarak inaktiftirler.

Mikroorganizmalardan elektroda, elektron transferi; metil moru, metil mavisi, humik

12



asit, ndtral kirmizisi, tiyonin vb.medyator sayesinde kolaylastirilmaktadir (Delaney
ve ark., 2008). Boyle MYH; medyatorli -MYH olarak adlandirilir. Mevcut
medyatdrlerin ¢cogu pahalidir ve toksiktir. Diger taraftan, medyatorsiiz- MYH’leri;
elektrota elektronlar1 transfer etmek i¢in elektrokimyasal olarak aktif bakterileri
kullanirlar ve bu yilizden bir medyatore ihtiya¢ duymazlar. Rabaey ve ark., anodofilik
konsorsiyuma uyumlu olan mikrobiyal topluluklardan bahsetmislerdir (Rabaey ve
ark., 2003).

Tablo 1°de; mikrobiyal yakit hiicresinde kullanilan mikroorganizmalar
substratlariyla beraber listelenmistir (Solanki K ve ark., 2013). Bugiine kadar,
Geobacter (Richter ve ark., 2008), Enterobacter (Rezaei ve ark., 2009), Shewanella
(Watson ve Logan, 2010) ve Bacillus (Nimje ve ark., 2009) tiirii bakterilerin
MYH’deki maksimum gii¢ ¢ikislar1 ve elektrik enerjisi iiretimleriyle ilgili deneyler
yapilmistir. Karigik kiiltiirler; strese karst daha direngli olmalar1 ve besinsel
adaptasyonlarinin yiiksek olmasina bagh olarak daha dayanikli ve kararl
olduklarindan giiniimiiz MYH’inde saf kiiltiirlere nazaran daha ¢ok karisik kiiltiirler
tercih edilmektedir. Fakat Kiely ve ark. tarafindan olusturulan ¢alismada; Shewanella
(MR-1)’in karisik bir kiiltiirden daha fazla giic yogunlugu irettigi gosterilmistir
(Kiely ve ark.,, 2010). Bu durum; karisik Kkiiltiirlerin mekanizmalar1 ile
kiyaslandiginda, MR-1 tarafindan kullanilan farkli elektron transfer mekanizmalar1
nedeniyle olabilir. Fakat, karisik kiltiirlii MYH sistemler ile saf kiiltiirlii olanlar
arasinda diger tiim sartlar ayni tutulmadigi silirece dogrudan kiyaslama yapmak
miimkiin degildir. Aksine, MYH’de tek bir tiiriin kullanimi; hem mekanistik hem de

fizyolojik detaylar1 dogrudan gozlemlemeye izin verir (Lanthier ve ark., 2008).
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Tablo 1. MYH’lerinde kullanilan mikroorganizmalar (Solanki K ve ark., 2013)

Substrat Mikroorganizmalar Uygulama

Elektron medyatorii olarak tiyonin
Glukoz Actinobacillus succinogenes | yada notral kirmizisi

Park ve ark. (1999)

Medyatorsiiz MYH
Asetat Aeromonas hydrophila

Pham ve ark. (2003)

Medyator  olarak  siilfat/siilfid
Sukroz Desulfovibrio desulfuricans

Ieropoulos ve ark. (2005)

Nisasta, glukoz,

Clostridium butyricum

Fermentatif bakteriyum

laktat, melas
Niessen ve ark.(2004)

Glukoz, sukroz

Escherichia coli

Medyator olarak metilen mavisi ve

Ieropoulos ve ark. (2005)

Tez ¢alismamizda; Enterobacter aerogenes ile onun rekombinant suslar1 (Ea

puc8, Ea puc8:15) kullanilmistir. Enterobacter aerogenes, Enterobacteriaceae

familyasima aittir. Bu familyadaki bakteriler; spor olusturmazlar, Gram negatiftirler.

Bazilar1 kapstile sahiptirler. Bunlar; c¢esitli besiyerlerinde, 6zellikle de 37 derecede

cok 1yi Urerler.

E.aerogenes; fermentatif hidrojen tretiminde dolayisiyla alternatif enerji
iiretiminde en yaygin calisilan model tiirlerden biridir. E.aerogenes’in bir hidrojen
iireticisi oldugunu kesfeden ilk arastirmaci, onu topraktan izole eden Tanisho’dur

(Tanisho ve ark., 1983).
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boyunca hidrojen iiretiminde FE.aerogenes’in temel fermentasyon 6zelliklerini
calismiglardir (Tanisho, 2000; Tanisho ve ark., 1987).
Onemli miktarda hidrojen iiretmesi nedeni ile enerji calismalarinda tercih

edilen E. aerogenes; asagidaki avantajlara sahiptir (Zhang C ve ark., 2011):

(1) Fakiiltatif bir anaerob olarak, E.aerogenes, zorunlu anaerob olanlara gore,

oksijenli ortamda biiylime avantajmna sahiptir.

(2) Hidrojence yogun bir atmosferik ortamda biiyiime 6zelligine sahiptir.

(3) Nikotinamid adenin diniikleotid (NADH) yolu sayesinde (10 mol H,/mol

glukoz) yiiksek bir hidrojen iiretim oranina sahiptir.

1.3. Vitreoscilla Hemoglobin Geni (vgb)

Vitreoscilla Hemoglobin Geni (vgb) promotor- operator bolge ve hemoglobini
kodlayan bolge ile toplam 648 niikleotidden olugsmaktadir. Genin promotoru oksijene
duyarli bir promotor olup ayn1 zamanda katabolit baskilanma gdsterir. Promotorun
oksijene duyarli olmasmi iizerinde tasidigi FNR ve ArcAB proteinlerine 6zgi
dizilerden saglar. Katabolit baskilanmay1 ise promotor iizerinde bulunan cAMP-CRP
baglanma bolgesi saglar. Giiglii bir promotor olan vgb promotoru -35 korunmusg
dizisi tasimaz. Ancak pribnov kutusundan 20 niikleotid geride katabolit aktivator
protein baglanma bdlgesine benzer bir bélge vardir (Erenler S, 2007).

VHb geni (vgb) E.coli (Khosla C ve Bailey JE, 1988), Enterobacter
aerogenes (Dikshit KL ve ark., 1989), Saccharomyces tiirleri (Magnolo SK ve ark.,
1991) ve tiitiin bitkisi (Holmberg N ve ark., 1997; Farres J ve Kallio PT, 2002) gibi
farkli sistemlere klonlanarak hemoglobinin bu organizmalarin fizyolojik ve
metabolik aktiviteleri iizerine etkileri arastirilmistir. VHb hemen hemen tim
klonlanmis oldugu hiicrelere daha iyi bir oksijen alimi ve kullanim potansiyeli
kazandirirken bu proteinin hiicre lireme ve ¢ogalmasi tizerine olan etkisi konusunda
farkli sonuglar rapor edilmistir (Erenler S, 2007).

VHb sentezinin oksijene duyarli vgbh promotoru nedeniyle, dogal
konakciklarinda ve klonlandig1 organizmalarda diisiik oksijenli ortamlarda yiiksek

oranda gerceklestiZi ve VHb senteziyle beraber organizmalarin biiyiime ve
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gelisimlerinin arttig1 kaydedilmistir. Uretimleri belli seviyede oksijen gerektiren
cesitli metabolitler ve rekombinant proteinler de VHb/ vgb sistemi tasiyan
organizmalarda onemli artiglar gostermistir (Gould JL, 1999; Zhang Y ve ark.,
2002). Dolayisiyla endiistriyel kullanimda bu proteinin 6zellikle bazi mikroaerobik
fermentasyonlar i¢in etkili bir ajan olarak kullanilabilecegi ortaya atilmistir.

Daha onceki c¢alismalar Vitreoscilla hemoglobini tasiyan rekombinant
bakterilerin kontrol konakc¢ilara gore on kata varan daha yiiksek oksijen alimi
yaptiklar1 ve hiicrelerin daha okside durumda olduklarini géstermistir (Tsai PS ve
ark., 1996; Zhang Y ve ark., 2002). VHb iceren hiicrelerin kontrollere gore daha
okside durumda olmalari, bu hiicrelerin daha etkin bir solunuma sahip olmasina ve
TCA gibi metabolik yollar1 ve solunum zincirini daha etkin kullanmasma
baglanmistir (Tsai PS ve ark., 1996). Bu anlamda, VHb igeren bakterilerin
kontrollerine gore daha yiiksek bir ATP diizeyine sahip olduklar1 belirlenmistir.
vgb’nin bakterilerde 6nemli bir etkisi de metabolik yol acisindan olmustur. vgb
tastyan bakteriler pentoz fosfat yolunu tercih etmektedirler ve yiiksek hiicre

yogunlugu gostermektedirler (Erenler S, 2007).

1.4. Enerji Uretiminde Atik Kullanim

Enerji  iiretimi i¢in  bir atik/atiksuyun etkili hammadde olarak
nitelendirilebilmesi i¢in 6l¢iit; yiiksek derisimde parcalanabilir organik bilesiklerin
bulunmasi, seker ve karbonhidratlar gibi kolaylikla fermente olabilen bilesiklerin
yliksek oranda bulunmasi ve mikrobiyal aktiviteye inhibitor olabilen bilesiklerin
diisiik derisimde bulunmasidir. Gida endiistrisinden gelen atiksular bu {i¢ Olgiitii
saglamaktadir. Herhangi bir 6n aritim uygulamaksizin gida endiistrisi atiklarindan
oldukca yiiksek enerji verimleri elde edilmis. Ancak birgok durumda siiregte
inhibisyona neden olan yiiksek organik yiiklemeyi diisiirmek i¢in ham atik
seyreltilmistir. Ayrica bu tiir atiklar siirecte liremeyi sinirlayabilen oldukca karmagik
kimyasal icerikte de olabilecegi goz oniinde bulundurulmalidir (Ntaikou ve ark.,
2010). Bu tiir atiklarm farkli igerige sahip olmasindan dolay1 enerji iiretim
performansinda ¢ok biiyiik degisim gozlenmistir (Guo ve ark., 2010).

Mutfak, gida isleme ve kentsel atiklar, karbonhidratdan farkli olarak oldukg¢a
yiiksek derisimde protein ve yaga sahiptirler, bu ylizden bu atiklarmn enerjiye

doniisiim verimliligi, karbonhidrat esashi atiklardan elde edilen degerden Gnemli
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Olciide diisiiktiir. Yapilan ¢aligmalar bu durumu proteinin biyoparcalanmasi ile
olusan azotun hidrojeni tiiketip amonyum olusturmasma baglamistir (Ntaikou ve
ark., 2010).

Karbonhidratlar ve peptonlar gibi organik bilesikler, enerji iiretimi ig¢in
kolaylikla pargalanabilen maddelerdir (Guerrero AL ve ark., 2010).

Bu calismada kullandigimiz atik/atik sulara; melas ve peynir alt1 suyu 6rnek
verilebilir. Melas; anaerobik sartlarda pargalanmasi kolay olan ve gida endiistrisinde
cok kullanilan seker fabrikalarmimn atigidir. Yaklasik olarak % 53 oraninda seker
icerir (Ren ve ark., 2006). Yiiksek seker oranma sahip olmasi enerji iiretimi i¢in iyi
bir alternatif substrat yapmistir. Melasin mikrobiyal fermentasyonundan olusan
¢Oziinlir yogunlagsmis melas; cok sayida ¢esitli mikroorganizmayi, bakteriyel biiyiime
icin gerekli besinleri ve mikrobiyal proteinleri, amino asitleri, organik asitleri,
vitaminleri ayrica koenzimler gibi diger fermentasyon lriinlerini igerir (Lay ve ark.,
2010).

Herhangi bir hayvanm siitiiniin peynir yapilmasmdan sonra geride kalan
stviya "peynir alt1 suyu" denir. Peynir siitliin pihtilasmasiyla yapilir. Pihtilagsmadan
sonra olusan kati kisimdan (lor) ayilan sivi peynir alti suyudur. Bu su; protein,
vitamin ve minerallerin yaninda yaklasik olarak siit laktozunun % 50°sini de

icermektedir. (Erenler S, 2007).

1.5. Biyo-Elektrokimyasal Sistemin Tarihi

Elektrik ve biyoloji arasindaki ilk baglanti; 1791°de, ayrilmis kurbaga bacaklarinin,
sabit bir elektrik jeneratoriine bagl olan kas ve sinir uglarini, kastiklarini kesfeden
Luigi Galvani tarafindan yapilmistir (Kipnis, 1987; Bullen ve ark., 2006). Ayni
donemde, yakit hiicre kavrami ise; oksijenle hidrojen gazmi basarili sekilde
birlestirerek su ve bir elektrik akimi tireten W.R. Grove tarafindan gelistirilmistir
(Grove, 1839). M.C Potter, bir elektrik akimi iiretebilen bakterilerin oldugu
thtimalini gostererek, mikrobiyal topluluklardan diisiik elektrik miktarlarinin elde
edilebildigini gozlemlediginde, bir hiicresel yap1 ile mikroorganizmalar arasindaki
iligki 1911°e kadar fark edilmis degildi (Potter,1911; Bullen ve ark., 2006). Bu kesif;
mikroorganizmalar tarafindan katalizlenen anodik ve/yada katodik reaksiyonlarda

meydana gelen biyoelektrokimyasal sistemi aciklamay1 saglamistir. Eger ki elektrik;
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bir biyoelektrokimyasal sistem (BES) vasitasiyla iiretiliyorsa o zaman mikrobiyal

yakit hiicre terimini kullanmak dogru olacaktir (Rabaey ve ark., 2003).

1.6. MYH Sistemlerinde Elektronlarin Bakteriden Elektrota Tasinma

Mekanizmalari

1.6.1. Dogrudan Elektron Transferi

Dogrudan elektron transferi, mikroorganizmalarin hiicre membranlar1 ya da pili
yapilariyla, anot elektrot yiizeyi ile yapmis olduklar1 fiziksel temas araciligiyla
yapilan elektron tasinimidir. Hiicre membrani ile taginim sitokrom-c proteinleri
araciligl ile olurken, pili araciligi ile yapilan tasmim nanowire’lar araciligiyla
olmaktadir. Nanowirelar bazi bakterilerin olusturdugu, elektrokimyasal olarak aktif
oldugu kanitlanan spesifik bir pilidir (Gezginci M ve ark., 2011).

Dogrudan elektron transferinin gergeklesmesi i¢in membran bagimli elektron
tasima proteinlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu proteinler bakterinin icerisinde yer
alan elektronlarin, hiicre disi membranda yer alan ve dis ortamda bulunan kati
elektron aliciya (metal oksit ya da MYH anotu gibi) iletilmesini saglayan bir redoks
proteinine iletirler. Bu sistem hiicre membrani ile taginim yapan organizmalarda Mtr
solunum yoludur. Bu yolda 5 ana protein bileseni (OmcA, MtrC, MtrA, MtrB, ve
CymA) tanimlanmustir (Sekil 1.7.).
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Fe{ll)

Fe(lll)

Sekil 1.7. Mtr Yolu (Fredrickson JK ve ark., 2008)

Shewanella spp. tirleri, hiicre membrani ile dogrudan elektron transferi
yaparlarken, Geobacter spp. tirleri pilileri aracilig1 ile dogrudan elektron transferi
yapmaktadir. Enterobacter’lerde ise nitrat nitrit tizerinden nitrit rediiktaz yardimiyla
amonyuma kadar indirgenir; rediiksiyon sirasinda ara iirlin olusmamakta ve 6
elektron taginmaktadir. Boylece oksijen olmadigi zaman nitrat, hidrojen alici

terminali gibi islev géormektedir (Lengeler JW ve ark., 2005).

NADH Q B 0,
) LGP ¢
NAD* QH, 0 H,0

Sekil 1.8. Enterobakteriyel elektron transfer zincirinin sematik tasarmmi.

NADH/NAD'; sitoplazmada indirgenmis es degerli molekiilleri transfer eden
metabolik ara triinlerdir; QH,/Q; membranda indirgenmis es degerli molekiilleri
transfer eder;, bc; ise; periplazmik sitokromu igeren komplekstir (Debabov VG,
2007).

Pili aracilig1 ile yapilan elektron tasima sistemi hiicre membrani ile yapilan
taginima benzer sekilde olmaktadir. Pili ile yapilan taginimda yer alan proteinler,

diger tasinimda yer alan proteinlerden farklhidirlar. Pili araciligi ile yapilan elektron
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taginiminda rol alan proteinler OmcS ve OmcE’dir (Sekil 1.9.). Bu iki proteinin
gorevi, hiicre igerisinde agiga ¢ikan elektronlar1 nanowire adi verilen 6zel pilusa

iletmeleridir.

Felll)/Mn(lI1, V)

Sekil 1.9. Pili aracilig ile elektron taginim mekanizmasi (Liang S ve ark., 2007)

Shewanella spp. ve Geobacter spp. tirlerinin dogrudan elektron tasmnimi
arasindaki en dnemli fark, hiicre membrani ile yapilan elektron taginiminda bu tiirler
anot elektrotla ylizeysel temas icinde olmak zorunda iken, pili aracilig ile yapilan
elektron tasmmiminda bakterilerin anot elektrota direkt olarak temaslar1
gerekmektedir. Ciinkli pili yapis1 uzundur, pilinin ucunun anot elektrotla temas
etmesi yeterlidir. Pili aracilig1 ile elektronunu ileten bakterilerin daha ¢ok elektrik
enerjisi Uiretmelerinin nedeni, ayni anot elektrot ylizey alanina membranlar1 araciligi
ile tasinim yapan bakterilerden daha fazla bakterinin elektronlarmi iletebilmeleridir.
Yani pili araciligi ile elektronlarini ileten bakteriler, anot yiizeyinde daha kalin bir

biyofilm tabakas1 olusturmaktadirlar (Sekil 1.10.).
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Sekil 1.10. Pili aracilig1 ile (B) ve Hiicre membrani ile (A) anot yilizeyine elektron
tastyan bakterilerin anot ylizeyinde olusturduklar1 biyofilm yapilar1 (Lovley DR ve
K.P. Nevin., 2008).

1.6.2. Medyatorler Araciig ile Elektron Transferi

MYH sistemlerinde mikrobiyal tiirlerin ¢ogunlugunun dis yiizeyi, iletken
olmayan bir lipit membrana, ve peptidoglikan tabakaya sahiptir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 bu bakteriler, elektronlarini anot elektrota direkt olarak aktaramazlar. Bu
engeli agsmak i¢in indirgenme ve yiikseltgenme gibi 6zelliklere sahip medyatorlere
ihtiya¢ duyarlar. Medyatdorler, hiicre i¢ine kolayca girebilen ve burada elektron
tagima sistemlerinde gorev alan elektron tasiyicilardan elektronlar: alarak indirgenen
tastyicilardir. Hiicre icine giren medyatorler herhangi bir kimyasal tepkimeye
girmeden hiicreden c¢ikarlar ve aldiklar1 bu elektronlar1 anot elektrota vererek
yiikseltgenirler. Bu asamalarda mikroorganizmaya ve anot elektrota herhangi bir
zarar vermezler (leropoulos IA ve ark., 2005). Escherichia coli, Pseudomonas,
Proteus, ve Bacillus cinslerine ait tiirler metabolizma sonucu olusan elektronlar1
hiicre disina vermede sorun yasadiklar1 i¢in, medyatorler bunlar i¢in ¢ok onemlidir.
Baz1 bakteri tiirleri kendi medyatdrlerini kendilerini sentezleyebilirken (biyolojik
medyatdrler), bazi tiirler i¢in medyatorlerin disaridan kimyasal seklinde (kimyasal
medyatorler) verilmesi gerekmektedir (Nathan W ve ark., 2010; Samrot AV ve ark.,
2010).
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1.6.2.1. Kimyasal Medyatorler Aracihg ile Anota Elektron Transferi

Kimyasal medyatorlerin hiicre duvar1 ve elektrot arasinda elektron transferini
tesvik ettigi ve MYH performansmi arttrdigi rapor edilmistir. Yaygin olarak
kullanilan kimyasal medyatorler; neutral red (NR), methylene blue (MB), thionine,
meldola’s blue (MelB), 2-hydroxy-1,4-naphthoquinone (HNQ), anthraquinone-2,6-
disulfonate (AQDS) ve Fe(Il[)EDTA gibi metalloorganikleri ve boyalar1
icermektedir (Gezginci M ve ark., 2011). Bu medyatorler; daha hizli hareket etme
yetenegine sahip olmalar1 ve elektron transferinin yapilacagi ortamlara daha kolay

bir sekilde sizmalar1 nedeniyle daha c¢ok tercih edilmektedirler.

1.6.2.2. Biyolojik Medyatorler Aracihig ile Anota Elektron Transferi

Kimyasal medyatorlerin aksine biyolojik medyatorler, toksik olmamalari, stabil
olmalar1 ve kimyasal olmadiklarindan ekstra maliyet gerektirmedikleri icin MYH
sistemlerinde kullanimlar1 kimyasal medyatorlere gore daha ¢ok tercih edilmektedir
(Ieropoulos IA ve ark., 2005). Shewanella algae BrY susu tarafindan iiretilen melanin
(Turick CE ve ark., 2002), Geothrix fermentans’in irettigi quinon bileseni (K.P.
Nevin ve ark., 2002), Shewanella oneidensis MR Itarafindan iiretilen menaquinon
(Newman DK ve Kolter R, 2000), Pseudomonas aeruginosa KRPI’in iirettigi
pyocyanin (Rabaey K ve ark., 2005) ve Shewanella tirlerinin irettikleri riboflavin,
flavin mononucleotit (FMN) ve flavin adenin dinukleotit (FAD) ( Velasquez-Orta S
ve ark., 2009; Von Canstein H ve ark., 2008) bilesikleri biyolojik medyatorlere 6rnek

olarak verilebilir.

1.7. MYH’de Katod Boliimiindeki Medyatorler

Bu boliimdeki; aracilar esas olarak, ferrisiyanid (K3;Fe(CN)g), bilirubin/ lakkaz
ve permanganat (KMnQOy)’dir. Potasyum ferrisiyanid; MYH i¢in miikemmel bir
katodik elektron alicisidir ve bu sistem ile diisilk maliyetli yliksek miktarda elektrik
akimi tretilebilir (Liling Wei ve ark., 2012). Katod boliimiindeki ferrisiyanid
ferrosiyanide indirgenir.

MYH kullanarak, potasyum ferrisiyanidin farkli konsantrasyonlarinin voltaj

iretimindeki etkisi ¢alisilmistir. Bu calismalar en uygun potasyum ferrisiyanid
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konsantrasyonunun; 0.1 M oldugunu gostermistir. Bu yiizden, pratik uygulamalarda,
atik indirgemesi yapmak ve yiiksek miktarda elektrik akimi iiretmek i¢in uygun bir

potasyum ferrisiyanid konsantrasyonu se¢mek gerekir (Liling Wei ve ark., 2012).

1.8. MYH’de Kullanilan Substratlar

Teorik olarak karbonhidratlar, yaglar ve proteinler bakimindan zengin herhangi
bir organik madde fermentatif biyohidrojen iiretimi icin olas1 bir substrat olarak
degerlendirilebilir. Bununla birlikte yapilan ¢aligmalarin gosterdigi gibi fermentatif
islem sirasinda hidrojenin ana kaynagi karbonhidratlardir, bu ylizden sekerler
ve/veya karmasik karbonhidratlarca zengin biyokiitle ve atiklarin, biyohidrojen

iiretimi i¢in en uygun substrat oldugu anlasilmistir (Li ve Fang, 2007).

1.9. Elektrot Secimi

Elektrot se¢cimi konusunda dikkat edilmesi gereken 6zellikler: oldukca 6zel bir
ylizey alanmma sahip olmasi, asindirict olmamasi, iletkenliginin yiiksek olmasi,
Olgeklendirilebilir olmasi, iretiminin kolay, maliyetinin diisiik olmasi ve kir
tutmamasidir (Logan, 2008). Ek olarak, iy1 bir elektriksel baglant1 saglamak i¢in
bakterilerin, bu elektrotlarin yiizeyine baglanabilmeleri gerekir. Karbon ve grafit
elektrotlar; bu 6zelliklerin ¢oguna sahiptir. Bu materyaller bakteriyel biiylime i¢in
uygun olmalarinin yaninda mikrobiyal elektroliz sistemleri i¢cin onlar1 miitkemmel
adaylar yapan, diisilk maliyetli olma ve yiiksek iletkenlige sahip olma 6zelliklerini de
tasirlar. Sonug olarak, literatiir aragtirmalarinda 6zellikle anotta, deneylerin ¢ogunda
karbon ve grafit elektrotlarin kullanildig: tespit edilmistir (Liu ve ark., 2005; Cheng
ve Logan, 2007; Rozendal ve ark., 2007; Call ve Logan, 2008; Hu ve ark., 2008).

1.10. Membran Secimi
Membranlar; anot ve katot boliimleri arasindaki iyonik akis1 diizenlemek igin
kullanilirlar, bunlarin goérevi anot ve katot boliimlerini birbirinden aywrmaktir.

Ayiricilar, genellikle Nafion ya da ultrex gibi katyon degisim zar1 veya tuz kopriisii

seklindedir. Bu tasarimlarda 6nemli nokta; zarlarin protonlarin gegisine izin verirken,

23



besinin veya katot bolmesindeki elektron alicisinin gegmesine izin vermemesidir
(Kilig A ve ark., 2011).

Nafion TM; yiiksek iyonik iletkenlik saglayan olarak, en yogun sekilde
calisilan yakit hiicre membranidir (107 S cm™). Nafion TM; yiiksek maliyeti ($780/
m?), (Reimers ve ark., 2001), siirl sicaklik araliginda ¢ahisma 6zelligi (100 'C’den
daha az), (Basura ve ark., 1998) ve oksijen gecirgenligi (9.3x10™" mol cm™ s™),

(Basura ve ark., 1998). nedeniyle kisith bir ¢alisma alanina sahiptir.

1.11. MYH’ lerinin Avantajlar

MYH’ler; organik maddeden enerji iiretiminde kullanilan mevcut
teknolojilerden daha fazla islemsel ve fonksiyonel avantajlara sahiptirler. Bu

avantajlar (Rabaey K ve Verstracte W, 2005):

1. Substrat enerjisinin direkt elektrige doniisiimii, yiiksek doniisiim etkinligini

saglar.

2. MYH’ler, onlar1 mevcut tiim biyo-enerji islemlerinden ayiran, ortamsal ve

hatta diisiik sicakliklarda bile islem goriirler.

3. Bir MYH; gaz islemine ihtiya¢c duymaz, ¢iinkii MYH’lerin gazsiz olanlari
karbondioksitle zenginlestirilmistir ve normalde yararli enerji doniisiimiine

sahip degillerdir.

4. MYH’leri; pasif sekilde havalandirilan katoda hava saglamak icin enerji

girdisine ihtiya¢ duymazlar.

5. MYH’leri, hem enerji ihtiyaglarimizi gidermek ic¢in kullandigimiz yakitlarin
cesitliligini gelistirmede hem de eksik altyapili elektriksel bolgelerde yaygin

kullanim giiciine sahiptirler.

Mikrobiyal yakit hiicrelerinin bircok kullanim alani vardwr. Bu kullanim
alanlarinin en temeli elektrik tiretimidir. Hemen hemen her organik madde yakit
hiicresini beslemek icin kullanilabilir. Dolayisiyla medyatorlii yakit hiicreleri su

aritma tesislerinde kullanilabilir. Bakteriler sudaki atik materyalleri tiiketerek tesis
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icin yeterli miktarda elektrik iiretebilir. Su aritma tesislerinin yani sira mikrobiyal
yakit hiicreleri dogrudan ekinlerden elektrik elde edilmesi i¢in de kullanilabilirler. Bu
durum su yosunu veya genis capli su bitkilerinin bulundugu platformlarda da
kullanilabilmesine imkan vermektedir. Ayrica bu mikrobiyal yakit hiicresi
teknolojisinin en iyi kullanim alanlarindan bir tanesi de yenilenebilir enerji santralleri
ile kombine edilerek kullanilabilmesidir. Medyatorlii yakit hiicrelerinin kullanilmasi
ile hem temiz hem de efektif bir sekilde elektrik liretimi saglanabilir. Ayrica temiz
enerji kaynaklar1 da diisliniildiiglinde son arastirmalar yeni mikrobiyal yakit
hiicrelerinin kullanim1 geleneksel hidrojen iiretim teknolojilerinden sekiz kat fazla
hidrojen iiretebilmekte oldugunu géstermistir (Logan BE, 2008).

Bu calismada; modellemesini 6zel olarak yaptirdigimiz mikrobiyal yakit
hiicresi ve Enterobacter aerogenes ile onun [pUC8] ve [pUCS8:15] suslarmi
kullanarak belli bir diizeyde elektrik akimi tretimi hedeflenmistir. Enterobacter
aerogenes’in 1yi bir hidrojen lreticisi olmas1 dolayisiyla alternatif enerji iiretiminde
onemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Bu bilgiden yola c¢ikarak FEnterobacter
aerogenes ve suslarmi cesitli besiyerlerinde lireterek en yiliksek diizeyde elektrik
akimi elde etmek amaclanmaktadir. Elektrik iiretiminin yan1 sira ¢alismamizda ¢esitli
atiklar1 da kullanarak hem ekonomik enerji eldesi saglamak hem de atik kullanimi

hedeflenmektedir.

Calismamizda bakterilerin belirli saatler sonunda iirettikleri voltaj degerlerine
bakilarak en iyi hangi saatlerde elektrik trettiklerini saptamak hedeflenmektedir.
Cesitli elektrotlardan faydalanilarak tek bir elektrota baghh kalmadan elektrot
potansiyelinin akim {retimi lizerine etkisi arastirilmaktadir. Belirli sicaklik ve pH
degerlerinin MYH performans1 ve buna bagli olarak voltaj iiretimi ilizerine etkisi
arastirilmakta, en yiliksek elektrik tiretiminin gerceklestigi sicaklik ve pH degerinin
bulunmasina ¢aligilmaktadir.

Her ne kadar mikrobiyal yakit hiicreleri heniiz genis yelpazede kullanilmaya
baslanmamis olsa da sadece 7 um kalinlikta ve 2 cm uzunlukta olabilirler. Normal
kullandigimiz pillere karsi olan basaris1 ise standart bir pilde gerektigi gibi yeniden
sarj edilme ihtiyacinin olmamasidir. Bunun yani sira hafif uygulama gerektiren

yerlerde 20 ile 40 derece arasinda ve pH 7’ye sahip ortamlarda ¢alisabilirler.

MYH etkin bir elektrik tiretim teknolojisi olarak gelecegin muhtemel elektrik

iretim kaynaklarindan biri olarak goriilmektedir. Bu teknolojinin geligmesi ve
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kullanim alanlarinin yaygimlasmasi ile ger¢ek anlamda “yesil enerji {iretimi”

saglanmis olacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Mikrobiyal Yakit Hiicreleri, akim iliretmek amaciyla organik ve inorganik
maddeleri oksitleyen bakterileri katalizor olarak kullanan diizeneklerdir. Bu
maddelerden bakteriler vasitasiyla iiretilen elektronlar, anot boliimiinden (negatif
kutup) rezistans igeren iletken bir materyalle baglanmis katot (pozitif kutup)
boliimiine dogru iletilir. Bu sistem sayesinde, elektronlardan gelen akim, pozitiften
negatif kutba dogru akar. Sistem, devamli ya da aralikli olarak doldurulan anot
bolimiinde okside bir substrata sahip olmalidir. Bagska bir ifade ile sistem bir
biyobatarya gibi diisiiniilmektedir.

Mikrobiyal yakit hiicreleriyle organik maddeden elektrik liretimi, neredeyse
gecmisi 100 yila yakin olan kavramdir. Bakterilerin elektrik akimu iiretebildikleri ilk
kez Potter tarafindan rapor edilmistir. Potter; mikroorganizmalar tarafindan organik
bilesenlerin par¢alanmasi esnasinda elektriksel enerji tiretildigini gostermistir (Potter,
1911).

Mikrobiyal yakit hiicre potansiyeli kapsamli olarak ¢alisilmistir. Medyatorler
ve farkli substratlarla g¢esitli mikrobiyal sistemler arastirilmistir. Literatiir kayitlari,
mikrobiyal bir yakit hiicresinin performansimin, biiyiik 6lciide, kullanilan medyator
ve mikroorganizma tipine bagli oldugunu gosteriyor. Potter’in ¢alismasinda, maya
kullanarak mikrobiyal bir yakit hiicresi gelistirilip onun g¢esitli sartlar altinda
performansi test edilmistir (Potter, 1911).

1931°de, B. Cohen; bakteriyel biiylime boyunca kimyasal reaksiyonlarin tim
potansiyometrik yogunluklarini inceleyerek, ilk kez bakterilerle - elektrot arasindaki
etkilesim c¢aligmalarini aragtirmistir (Cohen, 1931; Berk ve Canfield, 1964). O,
bakteriyel kiiltiirlerin bu isi yapabilecek elektriksel hiicreler oldugunu gostermistir.
Yapay elektron medyatorlerinin (potasyum ferrisiyanid ve benzokinon) iiretimiyle,
Cohen; alt1 hiicreyi seri olarak bagladiginda, 35 V’luk bir gerilim treterek, ilk
bakteriyel bataryayr iiretmistir. 1950’lerin sonu ve 1960’lar boyunca, organik
materyalin elektriksel enerji yiizeyine doniisiimiiyle ilgilenilmistir. ABD’nin uzay
programi tarafindan baslatilan, uzay gorevleri siiresince MYH’ler, gii¢ liretebilen
potansiyel atik tasarruf liniteleri olarak goriilmiistiir (Shukla ve ark., 2004; Bullen ve
ark., 2006). Potansiyel olarak yeni uygulamalari yapilmasiyla mikroorganizmalar ve

elektrotlar arasindaki elektriksel baglantinin daha iyi anlagilmasina ragmen,
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elektriksel enerjiye uygun bir kaynak olmak i¢in yeteri kadar biiyiik miktarlarda ya
da uygun bir oranda elektrik akimu iiretilemeyecegi belirlenmistir (Cohen, 1931;
Lewis, 1966; Shukla ve ark., 2004; He ve Angenent, 2006; Lovley ve Nevin, 2008).

Organik bilesiklerin tam sekilde CO,’e okside olmasiyla tiim mevcut
elektronlarm akima doniistiigii ilk defa Bond ve ark. tarafindan gdézlemlenmistir
(Bond ve ark., 2002).

Elektronlar, bakteriler vasitasiyla elde edilen nanoteller veya direkt olarak
membran ve elektron medyatorleri araciligi ile anota iletilir. Bir ¢galismada; sisteme;
elektrotu kullanamayan bakterilerden elektrik iiretimi saglayacak, antrakinon-2,6-
disiilfonat (AQDS) ve notral kirmizist gibi kimyasal medyatorler eklenerek elektrik
iretimi gergeklestirilmistir. Bu calismada, karisik kiiltiirler kullanilarak calistirilan
MYH’leri, saf kiiltiirler kullanilarak ¢alistirilan hiicrelere gore daha yiiksek miktarda
elektrik akimi iretimini gergeklestirmislerdir (Logan BE ve ark., 2006).

MYH’lerinde kullanilabilecek mikroorganizmalara dair c¢alismalar devam
etmektedir. Yapilan calismalarda elde edilen yeni bilgilere ve mevcut bilgilere dayali
olarak, anodofilik elektron (bir anoda elektron iletimi) ve hatta tiirler arasi elektron
iletebilen (herhangi formda bakteriler arasinda iletilen elektronlar) cogu yeni bakteri
tiirleri kestedilebilecegini diisiindiirmiistiir (Logan BE ve ark., 2006).

Mikrobiyal yakit hiicreleri (MYH’ler), biyolojik olarak ayrisabilir,
indirgenmis bilesenlerden, siirdiiriilebilir enerji liretmek i¢in yeni firsatlar sunar.
MYH’leri, karbonhidratlara ek olarak atik sulardaki kompleks substratlarda da
fonksiyon gosterirler. Elektron alicis1 olarak anotu kullanan bakterilerin, dogas1 ve
enerji metabolizmas1 hakkinda c¢ok az sey bilinmektedir; birka¢ arastirici bu
bakterilere dair elektron transfer mekanizmasi 6nermislerdir. MYH’leri vasitasiyla
enerji Uiretimini gelistirmek ve optimize etmek i¢in daha fazla bilgiye ihtiyac vardir.
MYH’nin islemsel parametrelerine bagli olarak, bakteriler tarafindan farkl
metabolik yollar kullanilir. Bir c¢aligmada, bakterilerin meydana getirdikleri
elektriksel verimin biiytlikliigliniin ne oldugu ve elektron alicis1 olarak bir anodu nasil
kullandiklar1 arastrilmistir. MYH teknolojisi, mevcut alternatiflerle ilgili olarak
degerlendirilmistir (Rabaey K ve Verstraete W, 2005).

Baska bir calismada ise sitokrom ya da ubikinon vasitasiyla direkt sekilde
elektron transferi yapabilen (ekzo-elektrojenik organizma) mikroorganizmalar i¢inde
en etkili oldugu saptanmis Enterobacter cloacae SU-1 ‘i arastirilmistir. Bu elektron

tastyicilari, hiicrelere toksik olmayan ve biyolojik olarak indirgenmemis, sabit
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tersinir redoks ciftleridir. Bu bakterilerde elektron transfer zinciri ile elektronlarin,
trikarboksilik asit dongiisii ile ise; protonlarin agiga ¢ikarilmasiyla elektrik iiretiminin
gerceklestigi gosterilmistir (Samrot AV ve ark., 2010).

Diger bir ¢alismada MYH’de, mikroorganizmalarm; bir elektrik dongiisii
boyunca aliman ya da verilen elektronlar1 kullanan elektrotlarla etkilesim halinde
olduklar1 gosterilmistir (Rabaey ve ark., 2007). MYH’ler, mikroorganizmalarin
metabolik aktiviteleri vasitasiyla biyokiitleyi kendiliginden elektrige doniistiiren
biyoelektrokimyasal sistemlerin ana tipidirler. MYH’lerinin substratlar olarak
atiksular1 kullanmalar1 ile elektrik iiretimine es zamanlh olarak atiksu aritimini
yapabilen, artan enerji ihtiyaclarmni karsilayabilecek bir teknoloji olduklari
disiiniilmiis, bu sebeple atiksu aritim tesislerinin isletme maliyetlerini telafi
edilebilecekleri ileri siiriilmiistiir (Lu ve ark., 2009).

MYH’lerini beslemek icin, daha onceki caligmalarda asetat, glukoz ya da
laktat gibi saf substratlar kullanilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda ise 2000 kadar
atiksu ve baska maddeler igeren diger kompleks karisimli organik substratlar test
edilmistir. MYH ile atikk aritimmin yapilabilmesi; bu teknolojiye olan ilgiyi
arttrmistir. Deneme amagh atiksu aritimi i¢in ilk MYH Avustralya’nin Brisbane
eyaletinde bir bira fabrikasinda kurulmus ve bu MYH ile atik aritimma es zamanli
olarak enerji iiretimi de gergeklestirilmistir (Guerrero AL ve ark., 2010).

Sicaklik, anaerobik ciiriik¢iil bakteriler ve ona siki sekilde bagli olan metan
iretiminde onemli bir parametredir. Cogu anaerobik ciiriik¢iil bakteriler, mezofilik
aralikta calisirlar ve bu islemin Ozellikleri olduk¢a iy1 calisilip kaydedilmistir.
Calismalar sonucu MYH’ lerinin sicakliktan yogun sekilde etkilendigi sonucuna
ulagilmistir. Bakterilerin en 1yi tireme gosterdikleri sicaklik araliklarinda en yiiksek
elektrik iiretim veriminin elde edildigi, bu sicaklik degerlerinin iistiindeki sicaklik
degerlerinde iireme azalmasina bagl olarak elektrik liretim veriminin de distiigi
kaydedilmistir (Guerrero AL ve ark., 2010).

MYH’lerinde katot boliimii, aerobik mikroorganizmalarin bulunup
bulunmamasma  goére  kategorize  edilir.  Katot  boélimiinde  aerobik
mikroorganizmalarin bulunmasinin MYH ni nasil etkiledigini saptamak i¢in yapilan
calismada, deniz suyunda, pH 8.2 ve 28°C’de calistirilan MYH’de katotta, karisik
mikroorganizma kiiltlirii kullanilmistir (Bergel, 2005). Bir bagka arastirmaci ise
yaptig1 calismada katot bolimiinde Shewanella oneidensis DSP10 kullanmistir
(Biffinger, 2007) diger bir arastirmaci ise yapay atik su ile yaptigi ¢alismada katotta
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Thiobacillus ferrooxidans tiirii mikroorganizma kullanmistir (Prasad, 2006). Yapilan
bu ii¢ ¢alismada ortak olarak katot boliimiinde mikroorganizma varligmim daha
diisiik elektrik iiretimine yol agtig1 tespit edilmistir. Mikroorganizmalarin
bulunmadig: katot boliimiiniin kullanilmasi1 durumunda ise kimyasal katalizoriin
elektronlarm yiiksek oranda transferini saglayarak elektrik liretiminde daha fazla
verim sagladig1 kaydedilmistir. Bu calismada kullanilan medyatorler; ferrisiyaniir
(K5Fe(CN)g), bilirubin/ lakkaz ve permanganat (KMnQO4)’dir (Sung Taek Oh, 2009).

Son zamanlarda, modifiye yakit hiicre yapisi ve materyalleri sayesinde,
mikrobiyal yakit hiicrelerinin akim yogunluklarinda 6nemli gelismelere varilmaistir.
Mikrobiyal yakit hiicreleri miihendisliginin yeni strateji gelistirme caligsmalarinda
cevap aranan Onemli sorular sunlardir: 1) Mikroorganizmalarin elektrot yilizeyleriyle
etkilesimini saglayan nedir? 2) Bu mikroorgnizmalarin biiyiime ve metabolizmasini
etkileyen faktorler nedir? 3) Elektrotlar ile mikroorganizmalar arasindaki elektronik
haberlesme mekanizmalar1 nedir? Bu sorulara yanit bulunmasiyla MYH performansi
yiikselecek ve MYH’ler daha yaygin kullanim sahasi bulabilecektir (Lovley DR,
2008).

Cok az arastrmaci, mikrobiyal yakit hiicrelerini kullanarak elektrik akimi
iretimini arastirmistir. Yapilan bir ¢alismada, elektrik liretimi i¢in substrat olarak
iiniversitenin atik su aritma tesisinden atik su alinmig seri bagl hiicrelerin etkinligi
arastirilmistir (Daniel DK ve ark., 2009). Substrat olarak atik su ve Pseudomonas
sp.” m kullamildig1 tek bolmeli bir MYH sisteminde metilen mavisi ve notral
kirmizisinin medyatdr olarak etkinlikleri arastirilmustir. Olgiimler metilen mavisi
kullanan tek bolmelir MYH’deki ac¢ik devre potansiyelinin, ndtral kirmizisi
kullanildiginda iiretilenin neredeyse iki kati oldugunu gostermistir (Daniel DK ve
ark., 2009).

Mohan Y ve ark., tarafindan, Enterobacter cloacae IIT-BT 08 ve iki bolmeli
MYH ile ilgili olarak yapilan farkl bir calismada, MYH’ lerinde gii¢ liretiminde anot
ve katot boliimleriyle baglanti kuran tuz kopriisiiniin yiizey alaninin, ortamin iyonik
giliciiniin, medyatorlerin  konsantrasyonunun etkileri kaydedilmistir. Elektron
medyatorii olarak metil moru kullanilmast durumunda, voltaj tiretimi 0.4 V olarak
belirtilmis ancak akim belirlenmemistir. Medyator olarak metilen mavisinin farkl
konsantrasyonlar1 da c¢alisilmistir. 0.03 mM metilen mavisi olmast halinde
maksimum voltaj 0.34 V, 0.05 mM metilen mavisi’nde ise maksimum voltaj 0.37 V

olarak gozlemlenmistir. Elektron medyatorii olarak metil moru kullanilmasi
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durumunda, 0.1 mM’ lik bir konsantrasyonda gozlenen maksimum bir gerilim 0.4
V’dur. Metil morunun 0.05 mM ve 0.5 mM’lik farkli konsantrasyonlarda
kullanilmas1 halinde ise maksimum gerilimin degismedigi gozlemlenmistir.
Medyator olarak metilen mavisinin farkli konsantrasyonlar1 kullanildiginda, elde
edilen en yiiksek gerilim 0.37 V’dur (Mohan Y ve ark., 2008).

Elektrik iiretmek i¢in bakterilerin kullanilmas1 yenilenebilir bir enerji kaynagi
oldugu icin biyoenerji tiiretimi konusunda elverisli bir alan olusturmaktadir.
Bakteriyel reaksiyonlar; psikrofillerin biiyiiyebildigi diisiik sicakliklara (<15 °C) hem
oda sicaklig1 seviyesine (15-35 'C), hem de termofiller tarafindan tolere edilen
yiiksek sicakliklara (50-60 °C) kadar uzanan genis bir sicaklik araliinda
gerceklestirilebilir. MYH’de, ugucu asitler, karbonhidratlar, proteinler, alkoller ve
hatta seliiloz gibi zor ayrisabilir materyalleri igeren herhangi bir biyolojik organik
madde kullanilabilir. Potter tarafindan 1911°de yapilan calismada; Saccharomyces
cerevisae mayasmm ve Bacillus coli (daha sonra FEscherichia coli olarak
adlandirilmistir) gibi bakterilerin elektrik iiretebilecek kadar bir gerilim meydana
getirdikleri gosterilmistir. Baska bir calismanin sonuglarinda ise; E.coli ve
medyatoriin etki mekanizmasmin bilinmedigi belirtilerek, mayalarin  medyator
yoklugunda elektrik iiretmedigi gozlenmistir (Sharma V ve Kundu P, 2010). Bu
calismada ayrica; tiretilen elektrik i¢in direng olarak kullanilan rezistansl bir sistem
kullanilmis; bir veri kazanim sistemine baglt multimetre kullanarak rezistansa karsi
gerilim diislistiniin Ol¢iilmesine dayali arastirma yapilmistir ve dirence karsi voltajin
distiigii belirlenmistir (Sharma V ve Kundu PP, 2010).

Bu zamana kadar arastirmalarm biiyiik bir boliimii, E.aerogenes’in iiretme
sartlarin1 optimize ederek temelde hidrojen iiretimini artirmaya bagl olarak elektrik
iretim etkinligini artirmaya dayali E.aerogenes’in yabanil suslar1 iizerine
odaklanmistir (Tanisho ve ark., 1998; Kurokawa ve Tanisho, 2005; Yokoi ve ark.,
1995, 1997; Rachman ve ark., 1997, 1998; Jayasinghearachchi ve ark., 2009; Palazzi
ve ark., 2000; Converti ve Perego, 2002; Fabiano ve Perego, 2002; Palazzi ve ark.,
2002; Converti ve ark., 2003; Jo ve ark., 2008). Bizim ¢alismamizda ise;
Enterobacter aerogenes ve onun [pUCS], [pUCS8:15] rekombinantlar1 kullanilarak,
MYH’de sicaklik, pH, saat, elektrod gibi parametrelerin degisiminde elde edilen
voltaj degerlerinin Olgiilmesi ve rekombinant sistemlerin siirece uyumlarinin
incelenmesi hedeflenmistir. Parametre degisimi ile dncelikle en yiiksek voltaj degeri

veren bakteri tiirii ve susunun tespit edilmesi hedeflenmis ve sonrasinda da bu
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organizmalarin yiiksek voltaj degeri verdigi sicaklik, pH, elektrot ve zamanin

belirlenmesi planlanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Arastirmada Kullanilan Kimyasallar

Bu calismada besiyeri hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar; NaCl, agar,
pepton, yeast ekstrati, tripton, KH,PO4, K,HPO4, HCI, NaOH analitik saflik

derecesinde olup Sigma sirketinden temin edilmistir.

3.2. Arastirmada Kullanilan Bakteriler ve Saklanma Kosullar

Calismada laboratuarimizda bulunan Enterobacter aerogenes ve bu bakterinin
vgb™ ve vgbh" rekombinantlar1 olan Enterobacter aerogenes (pUCS) ve Enterobacter
aerogenes (pUCS:15) kullanilmistir.

E.aerogenes’in vgb~ ve vgb' suslar1 kendi laboratuarimizda elde edilen
rekombinantlardir, bunlar sirasiyla  Ea[pUCS], Ea[pUCS8:15] olarak
adlandirilmaktadir. Ea[pUCS:15] susu 665 baz ¢iftine sahip olup pUCS8 plazmidinin
multi klonlama bolgesindeki Hind III restriksiyon bolgesine yaklagik 2.3- Kb’lik
promotoru ile beraber vgb geni tasiyan Vitreoscilla genomik fragmani klonlamasi ile
olusturulmus bir rekombinant bakteri susudur. [pUC8:15] plazmidinin biiyiikligi
yaklagsik olarak 5- Kb’dir (Erenler S, 2007).

Bu bakterilerin canliligmi saglamak i¢in E. aerogenes ve E. aerogenes
[pUCR)], E. aerogenes [pUCS:15] -20 °C’de gliserollii stokta saklanmustir.
Arastirmalarimizda kullandigimiz E.aerogenes ve rekombinant suslart her 30 giinde
bir LB plaklarina 6ze yardimiyla pasaj yapilarak gece boyu iiremeleri saglanmis ve
ertesi giin parafilmle plaklarin etrafi sarilarak 4 °C’de saklanmistir. Deneyler

siresince bu stoklar kullanilmistir.
3.2.1. Arastirmada Kullanilan Besiyerleri

Bu ¢alismada zengin besi yeri olarak LB, TB, peynir alt1 suyu ve melas besi
ortamlar1 kullanildi (Cizelgeler 3.1-3.3). Bu besi ortamlarinin igerigi ileriki
sayfalarda tablo halinde verilmistir. Besi ortamlarinin pH’lar1 ¢alisma adimlarma
gore 6.0, 7.0 ve 8.0 olacak sekilde ayarlanmis ve 125 mL kapasiteli erlenlerde 20 mL
besi ortami1 olacak sekilde 25 dakika stiresince otoklavda 120 °C’de 1 atm basingta

otoklav edilmistir.
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Cizelge 3.1. Kullanilan besi ortamlar ve icerikleri (g L™)

Lauria Broth (pH 7.5)

Pepton 10
NaCl 10
Maya oziitii 5
Terrific Broth (pH 7.5)

Tripton 12
Maya oziitii 24
K2HPO4 2
KH2PO4 9.4
Gliserol 4 ml

Cizelge 3.2. Melasin icerigi (g L™)

(NH4)2SO4
Na2804
KH,PO4
CaCIz
MgSO4.7H20
FGSO4.H20
MI’ISO4.H20
ZI’ISO4.H20
CUSO4.5H20
Pepton
H;BO;
Pantotenik asit
Inosit
Pridoksin
Biotin

5

4.13
25.993
2.8

0.7
0.040
0.017
0.021
0.00152
2.67
0.01
0.0010
0.125
0.006
0.00025
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Cizelge 3.3. Peynir alti suyunun icerigi (g L™)

Kuru madde (%) 3.695
Su (%) 96.30
Yag (%) 0.1
Yagsiz Kuru madde (%) 3.595
Asitlik (%) 0.334
pH (%) 5.10
Protein (%) 0.880
Kiil (%) 0.469
Laktoz (%) 3.60
N (%) 0.137
P (ppm) 36.30
Fe (ppm) 0.820
Zn (ppm) 4316
Mn (ppm) 0.70
Mg (ppm) 41.75
K (ppm) 948.5
Ca (ppm) 280.4
Na (ppm) 233.8

3.2.2. Arastirmada kullanilan ¢ozeltiler

Asagida deneyler siiresince kullanilan c¢ozeltiler ve igerikleri verilmistir

(Cizelge 3.4- 3.6).

Cizelge 3.4. 0.2 M Fosfat Tamponu (pH 7.0)

Na,HPO, 3.561 g - 100 mL
Na H,PO, 3.121g - 100 mL

Dibazik karisimdan 38 mL, monobazik karisimdan 12 mL alinip 50 mL’lik
tampon elde edildi.

Cizelge 3.5. 0.02 M Potasyum Ferrisiyanid Cozeltisi

Potasyum ferrisiyanid 0.65 g/100 mL

Cizelge 3.6. Metilen Mavisi
Metilen mavisi 0.375 g/ 25 mL
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3.3. Hiicre Kiitlesinin (ODggo) Belirlenmesi

125 mL’lik erlenlere 20’ser mL olacak sekilde LB, TB, peynir alt1 suyu ve
melas besiyerleri konuldu. Besiyerlerinin otoklavda steril edilmesinden sonra,
Enterobacter aerogenes ve bunun [pUCS] ile [pUCS:15] suslar1 bu besiyerlerine
ekildi. 37 °C’de 200 rpm calkalamal: etiivde gece boyunca liremeleri saglandi. Ertesi
giin lireme gbzlenen bu besiyerlerinden 200 pl pipetle c¢ekilip yeni besiyerlerine
inokiile edildi ve 37 °C’de 200 rpm calkalamali etiive konuldu. 8. saat sonunda bu
besiyerleri ¢ikarilip spektrofotometre kiivetlerine ekim yapilmayan besiyerlerinden
900 pl, bakteri kiiltiirlerinden de 100 pl koyulup spektrofotometrede ODgoo’de

absorbanslar1 okunup kayit edildi.

3.4. Kiiltiirlerin Asit Uretimi

"JENWAY 3010 pH meter" marka pH olcer ile kiiltiirlerin asit tiretimi pH
degeri olarak kaydedildi. Bunun i¢in kiiltiir ortamlarmin baslangic pH degerinin

kiiltiir siiresi sonunda nasil degistigi belirlendi.

3.5. Kullanilan Yakit Pili

Calismada modellemesi 6zel olarak yaptirilan, yaklasik anot + katot boliimii
toplami 10 mL olan yakit hiicresi kullanilmistir. Sekil 3.1.°de yakit hiicresi

gosterilmistir.
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Sekil 3.1. Deneyler siiresince kullanilan yakit pili. Sar1 renk: katot boliimiini,

mavi renk: anot bolimiinii gostermektedir.
3.5.1. Kullanilan Elektrotlar ve Membran

Calismada bakir, karbon ve kompozit elektrotlar ve membran olarak;

"NAFION 211 MEMBRANE 30%30 cm" kullanilmustir.
3.5.2. Yakit Pilinin Doldurulmasi

Anot Boliimii;

- Potasyum fosfat tamponu (yaklasik 1.2 mL)
- Metilen mavisi (yaklasik 1.2 mL)
- Bakteri (s1v1 besiyeri ortamindan yaklasik 2.3 mL)

Katot Boliimii;

- Potasyum ferrisiyanid ¢ozeltisi (yaklasik 4.5 mL) eklenerek toplam hacim
yaklagik 10 mL olacak sekilde doldurulmustur. Sekil 3.2.’de yakit pilinin

doldurulmus hali gosterilmektedir.
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Sekil 3.2. Kullandigimiz MY H’nin anot ve katot boliimleri.

3.6. Elektrot Optimizasyonu

125 mL’lik erlenlere 20 mL’ser olacak sekilde LB (pH 7) besi yerine konulup,
120 °C’de 1 atm basingta 25 dakika siiresince otoklav edildi. Daha sonra bu besi
ortamlarina 4 °C’de petri kablarinda muhafaza edilen stok bakteri kiiltiirlerinden
ekim yapildi. Ancak rekombinant suslar igin besi ortamlarma 100ug/mL olacak
sekilde stok antibiyotik soliisyonundan (100mg/mL) eklendi. Bunlarin 37 °C’de 200
rpm c¢alkalamali etiivde gece boyunca iiremeleri saglandi. Ertesi giin ireme gozlenen
bu besi yerlerinden pipetle 200 pl ¢ekilerek yeni besi ortamlarma ekim yapilip
etivde Ulremeleri saglandi. Bakteri kiiltiirleri 8. saatlerinde mikrobiyal yakit
hiicresine aktarilip, bakir, kompozit ve karbon elektrotlar kullanilarak her bir bakteri
icin tiger tekrarli olmak tizere 24 saat boyunca elde edilen elektrik akimi "PICOTEST
M3500A 61/2" markas1 ve modelinde olan bir multimetre vasitasiyla olgiiliip yine

ayn1t multimetre firmasina ait yazilimla veriler bilgisayara aktarilmistir.

3.7. Zaman Optimizasyonu

125 mL’lik erlenlere 20 mL’ser olacak sekilde LB (pH 7) besiyerine konulup,
120°C’de 1 atm basingta 25 dakika siiresince otoklav edildi. Daha sonra bu besi

ortamlarina 4 °C’de petri kablarinda muhafaza edilen stok bakteri kiiltiirlerinden
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ekim yapildi. Ancak rekombinant suslar i¢in besi ortamlarina 100 pg/mL olacak
sekilde stok antibiyotik soliisyonundan (100 mg/mL) eklendi. Bunlarin 37 °C’de 200
rpm calkalamali etiivde gece boyunca tiremeleri saglandi. Ertesi giin ireme gozlenen
bu besi yerlerinden pipetle 200 pl ¢ekilerek yeni besi ortamlarma ekim yapilip
etiivde iiremeleri saglandi. Bakteri kiiltiirler1 6. 8. 10. 12. ve 14. saatlerinde
mikrobiyal yakit hiicresine aktarilip, karbon elektrot kullanilarak her bir bakteri i¢cin
iicer tekrarli olmak lizere 24 saat boyunca elde edilen elektrik akimi multimetre

aracilig ile Olc¢iiliip veriler bilgisayara aktarilmastir.

3.8. Besiyeri Optimizasyonu

125 mL’lik erlenlere 20 mL’ser olacak sekilde LB (pH 7), TB (pH 7), peynir
alt1 suyu (pH 7) ve melas (pH 7) besi yerlerine konulup, 120°C’de 1 atm basingta 25
dakika stiresince otoklav edildi. Daha sonra bu besi ortamlarma 4 °C’de petri
kaplarinda muhafaza edilen stok bakteri kiiltiirlerinden ekim yapildi. Bunlarin 37
°C’de 200 rpm calkalamali etiivde gece boyunca iiremeleri saglandi. Ertesi giin
iireme gozlenen bu besi yerlerinden pipetle 200 pul ¢ekilerek yeni besi ortamlarina
ekim yapilip etiivde iiremeleri saglandi. Bakteri kiiltiirleri 8. saatlerinde mikrobiyal
yakit hiicresine aktarilip, karbon elektrot kullanilarak her bir bakteri i¢in tiger tekrarli
olmak tiizere 24 saat boyunca elde edilen elektrik akimi multimetre vasitasiyla

Olciiliip, veriler bilgisayara aktarilmistir.

3.9. Sicakhik Optimizasyonu

125 mL’lik erlenlere 20 mL’ser olacak sekilde melas (pH 7) besi yerlerine
konulup, 120°C’de 1 atm basingta 25 dakika siiresince otoklav edildi. Daha sonra bu
besi ortamlarma 4 °C’de petri kablarinda muhafaza edilen stok bakteri kiiltiirlerinden
ekim yapildi. Bunlari 30 °C, 37 °C ve 40 °C ’de 200 rpm calkalamali etiivde gece
boyunca tiremeleri saglandi. Ertesi giin lireme gozlenen bu besi yerlerinden pipetle
200 pl gekilerek yeni besi ortamlarina ekim yapilip etiivde gece boyunca iiredikleri
aynit sicaklik degerinde iiremeleri saglandi. Bakteri kiiltiirleri 8. saatlerinde
mikrobiyal yakit hiicresine aktarilip, karbon elektrot kullanilarak her bir bakteri i¢cin
icer tekrarli olmak iizere 24 saat boyunca elde edilen elektrik akimi multimetre ile

Olciiliip veriler bilgisayara aktarilmistir.
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3.10. pH Optimizasyonu

125 mL’lik erlenlere 20 mL’ser olacak sekilde melas (pH 6), melas (pH 7) ve
melas (pH 8) besi yerlerine konulup, 120°C’de 1 atm basingta 25 dakika siiresince
otoklav edildi. Daha sonra bu besi ortamlarina 4 °C’de petri kablarinda muhafaza
edilen stok bakteri kiiltiirlerinden ekim yapildi. Bunlarin 37 °C’de 200 rpm
calkalamali etiivde gece boyunca tiremeleri saglandi. Ertesi giin iireme gozlenen bu
besi yerlerinden pipetle 200 pl cekilerek yeni besi ortamlarina ekim yapilip etiivde
gece boyunca tiredikleri ayn1 sicaklik degerinde tiremeleri saglandi. Bakteri kiiltiirleri
8. saatlerinde mikrobiyal yakit hiicresine aktarilip, karbon elektrot kullanilarak her
bir bakteri icin tlicer tekrarli olmak iizere 24 saat boyunca elde edilen elektrik akimi

multimetre ile Sl¢iiliip veriler bilgisayara aktarilmistir.
3.11. Elde Edilen Voltaj Uretiminin Okunmasi

MYH’de elde edilen elektrik akimmi Olgmek igin veri toplama sistemi
(PICOTEST M3500A 61/2 Digit Multimeter) kullanilmis ve 24 saat boyunca
ortalama voltaj degerleri kaydedilmis ve bu veriler "PICOTEST" firmasina ait bir
yazilimla bilgisayara aktarilmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Multimetre Sistemi.

3.12. Dirence Kars1 Voltaj Degerinin Okunmasi

125 mL’lik erlenlere 20 mL’ser olacak sekilde melas (pH 7) besiyerlerine
konulup, 120°C’de 1 atm basingta 25 dakika siiresince otoklav edildi. Daha sonra bu
besi ortamlarma 4 °C’de petri kablarinda muhafaza edilen stok bakteri kiiltiirlerinden
ekim yapildi. Bunlarin 30 °C, 37 °C ve 40 °C ’de 200 rpm calkalamali etiivde gece
boyunca tiremeleri saglandi. Ertesi gilin lireme gozlenen bu besi yerlerinden pipetle
200 pl ¢ekilerek yeni besi ortamlarina ekim yapilip etiivde gece boyunca iiredikleri
ayni1 sicaklik degerinde tiremeleri saglandi.

Mevcut sisteme ilave olarak bir "Direng Olger" bagland1 (Sekil 3.4.). Bakteri
kiiltiirleri 8. saatlerinde mikrobiyal yakit hiicresine aktarilip, karbon elektrot
kullanilarak her bir bakteri igin 1000-10000 Q dirence karsilik gelen voltaj degeri
okunup kaydedildi.
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Sekil 3.4. Multimetre ve Direng Olger.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Elektrot Optimizasyonu

Mikrobiyal yakit pillerinde kullanilan elektrot tipi; hem mikrobiyal yakat
pilinin performansinit hem de bu yakit pilinden elde edilecek voltaj miktarmi 6nemli
Olctide etkilemektedir. Calismamizin bu adiminda, bize en iyi mikrobiyal yakit pili
performansmi verecek olan elektrotu saptamak ic¢in ii¢ ¢esit elektrot kullanilarak
deneme yapilmistir. Bu denemelerden elde edilen sonuglar, grafik olarak asagida
sunulmustur (Sekil 4.1.-4.3 ).

Deneyler esnasinda aymi tiir elektrotlar sirasi ile Enterobacter aerogenes ve
rekombinant susu kiiltiirlerinin bulundugu mikrobiyal yakit piline daldirilmis, en
fazla voltaj iiretimi LB besi ortaminda 37 °C’de c¢ogaltilan Ea [pUCS8:15]
rekombinant susunda gozlemlenmistir. Bu yilizden elektrot arastirmasi; bu

rekombinant susta siirdiiriilmiistiir.
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Sekil 4.1. Ea [pUCS8:15]’de bakir elektrotla yapilan deneysel veri grafigi
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Sekil 4.2. Ea [pUCS8:15]’de, kompozit elektrotla yapilan deneysel veri grafigi
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Sekil 4.3. Ea [pUCS8:15]’de, karbon elextrouia yapilan deneysel veri grafigi.

Yapilan ¢alisma sonucu; bakir elektrotla yapilan denemede en yiiksek voltaj
degeri 0,23 V, kompozit elektrotda 0,38 V, karbon elektrotta ise 0,52 V olarak
okunmustur. En yliksek voltaj miktarmi veren elektrotun karbon elektrot oldugu
saptanip, bundan sonraki ¢aligmalara bu elektrotla devam edilmistir (Deneyler {i¢
tekrarl yapilmis olup, ii¢ denemeden en yliksek degere sahip olani en yiiksek deger

olarak yazilmistir).
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4.2. Zaman Optimizasyonu

Kullandigimiz bakterilerin en fazla voltaj miktarmi verdikleri zaman araligi
bilinmemektedir. Bunu saptamak i¢in, ¢esitli zaman dilimleri kullanilarak mikrobiyal
yakit pilinin en i1yi performansi gésterdigi zaman saptanmaya ¢aligilmistir.

Bu agamada; bir 6nceki ¢alismada karbon elektrotla en yiiksek voltaj verimini
veren LB besi ortaminda 37 °C’de ¢ogaltilan Ea [pUCS8:15]’in 6. 8. 10. 12. ve 14.
saatlerdeki kiiltiiri kullanilarak en yiiksek voltaj degeri belirlenmistir. Deneysel

veriler asagida grafiklestirilmistir (Sekil 4.4.).

0.50 -
0.40 -
0.35 -
§ 030 1 6.saat
= 7] 8.saat
g 0.25 —— 10.saat
§ i 12.saat
0.20 —— 14 .saat
0.15 -
0.10 -
0.05 -
0-00 l L) l L) l L) l L) l L) l
0 20000 40000 60000 80000 100000

Z:aman (sn)
Sekil 4.4. Ea [pUCS8:15]’in 6. 8. 10. 12. ve 14. saatlerdeki kiiltiirii kullanilarak

gergeklestirilen saat optimizasyonu deneysel veri grafigi.

Yapilan dl¢iimlerde Ea [pUCS:15]’in 6. saatte verdigi en yliksek voltaj degeri
0,480 V, 8. saatte verdigi deger 0,494 V, 10. saatte verdigi deger 0,490 V, 12.saatte
verdigi deger 0,453 V, 14. saatte verdigi deger ise 0,476 V olarak okunmustur
(Deneyler tii¢ tekrarl yapilmis olup, lic denemeden en yiiksek degere sahip olani en
yiiksek deger olarak yazilmistir).

Bu verilerden ve grafikten yola ¢ikarak Ea [pUCS8:15]’in 6. 8. 10. 12. ve 14.
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saattlerdeki en yiiksek voltaj veriminin 8. saatte oldugu saptanip, arastirmanin

bundan sonraki adimlarina bu saatte ¢alisilmaya devam edilmistir.
4.3. Besiyeri Optimizasyonu

Kullandigimiz bakterilerin hangi besi ortamlarinda en yiiksek voltaj miktarmi
verdiklerini saptamak icin 4 ayr1 besi ortaminda c¢ogalmalar1 saglanip, bu besi
ortamlarinda verdikleri voltaj degerleri 6l¢iilmiistiir. En 1yi ve en uygun besiyerini
saptamada, elde edilen voltaj miktarinin yani sira, segilecek besi ortamimin ekonomik
olmasina da dikkat edilmistir.

Enterobacter aerogenes ve onun [pUCS8], [pUCS:15] rekombinant suslarinin
her biri i¢in 37 °C’de Melas, TB, PAS ve LB besi ortamlarinda yapilan deneylerden
elde edilen veriler, asagida grafik olarak sunulmustur (Sekil 4.5.—4.7).
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Sekil 4.5. Enterobacter aerogenes’in 4 ayr1 besi ortaminda gergeklestirilen deneysel

voltaj degerleri grafigi.

Yapilan calismada; Ea i¢in, Melas’ta yapilan Olglimlerde en yiiksek voltaj
degeri 0,438 V, PAS’da yapilan dlgiimlerde 0,436 V, TB’de yapilan denemelerde
0,508 V ve LB’de yapilan denemelerde ise bu deger en yiiksek 0,476 V olarak
okunmustur (Deneyler ii¢ tekrarli yapilmis olup, ii¢ denemeden en yiiksek degere
sahip olan1 en yiiksek deger olarak yazilmistir). Ea icin en yliksek voltaj degerini
veren besi ortaminin TB oldugu gézlenmis olup, en diisiik voltaj degeri ise PAS’da

okunmustur.
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Sekil 4.6. Ea [pUCS8]’in 4 ayr1 besi ortaminda gercgeklestirilen deneysel voltaj
degerleri grafigi

Yapilan calismada; Ea [pUCS] icin, Melas’ta yapilan dlgiimlerde en yiiksek
voltaj degeri 0,437 V, PAS’da yapilan Ol¢iimlerde 0,435 V, TB’de yapilan
denemelerde 0,487 V ve LB’de yapilan denemelerde ise bu deger en yiiksek 0,462 V
olarak okunmustur (Deneyler ii¢ tekrarli yapilmis olup, ii¢ denemeden en yiiksek
degere sahip olani en yiiksek deger olarak yazilmistir). Ea [pUCS] i¢in, en yiiksek
voltaj degerini veren besi ortam1 TB ve LB olarak belirlenirken, en diisiik deger

PAS’da gézlemlenmistir.
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Sekil 4.7. Ea [pUCS8:15]’in 4 ayr1 besi ortaminda gergeklestirilen deneysel voltaj

degerleri grafigi.

Yapilan ¢alismada; Ea [pUCS8:15] icin, Melas’ta yapilan 6l¢iimlerde en yiiksek
voltaj degeri 0,437 V, PAS’da yapilan Ol¢iimlerde 0,436 V, TB’de yapilan
denemelerde 0,502 V ve LB’de yapilan denemelerde ise bu deger en yiiksek 0,480 V
olarak okunmustur (Deneyler ii¢ tekrarli yapilmis olup, li¢ denemeden en yiiksek
degere sahip olan1 en yiiksek deger olarak yazilmistir). Ea [pUCS8:15] i¢in, en yliksek
voltaj degerini veren besi ortami TB olarak belirlenirken, en diisiik deger PAS’da
gozlemlenmistir.

Calisma bulgular1 tiimiiyle incelendiginde; her li¢ bakteri i¢cin en yiiksek
voltaj degeri TB’de, en diisiik voltaj degeri ise PAS’da gozlemlenmistir. TB;
ekonomik yonden maliyetli olmas1 acisindan TB’den sonra yiiksek voltaj degerleri
veren LB ve Melas degerlendirilmis olup, hem atik degerlendirimi hem de ekonomik
yonden uygunlugu ve ulasilabilirliginin kolay olmasi acisindan bundan sonraki

calismalar i¢in en uygun besiyeri olarak Melas belirlenmistir.
4.4. pH Optimizasyonu

Bakterilerin voltaj tiretimine pH etkisi 3 ayr1 pH’da ¢alisilmistir (pH 6.0 — 8.0).
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Kiiltiir ortam1 olarak, bir Onceki calismada en uygun besi ortami olarak
saptanan Melas kullanilmis ve her bakteri 37 °C’de Melas’ta bu 3 ayr1 pH ortaminda
cogaltilip elde edilen voltaj degerleri grafige dokiilmiistiir (Sekil 4.8. — 4.10).
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Sekil 4.8. Ea i¢in Melas’ta 3 ayr1 pH ortamindan elde edilen voltaj degerleri grafigi.

Yapilan caligma sonucu; Ea i¢cin, Melas’ta 3 ayr1 pH ile yapilan 6lgtimlerde pH
6.0 ’da en yiiksek voltaj degeri 0,472 V, pH 7.0’da yapilan 6l¢iimlerde 0,476 V, pH
8.0’da yapilan denemelerde 0,438 V olarak Olgiilmistiir (Deneyler ¢ tekrarh
yapilmis olup, ii¢ denemeden en yiiksek degere sahip olani en yiliksek deger olarak
yazilmistir). Ea i¢in, en ylksek voltaj miktarmi veren pH degerinin pH 7.0 oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.9. Ea [pUCS] icin Melas’ta 3 ayr1 pH ortamindan elde edilen voltaj degerleri

grafigi.

Yapilan calisma sonucu; Ea [pUCSE] icin, Melas’ta 3 ayr1 pH ile yapilan
Olciimlerde pH 6.0 ’da en yiliksek voltaj degeri 0,467 V, pH 7.0°’da yapilan
Olciimlerde 0,467 V, pH 8.0’da yapilan denemelerde 0,437 V olarak olgiilmiistiir
(Deneyler ii¢ tekrarl yapilmis olup, lic denemeden en yiiksek degere sahip olan1 en
yiiksek deger olarak yazilmistir). Ea [pUCS]’in,; pH 7.0 ile pH 6.0 da yiiksek volta;j

verdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.10. Ea [pUCS8:15] icin Melas’ta 3 ayr1 pH ortamindan elde edilen voltaj

degerleri grafigi.

Yapilan calisma sonucu; Ea [pUCS:15] i¢in, Melas’ta 3 ayr1 pH ile yapilan
Olciimlerde pH 6.0 ’da en yiliksek voltaj degeri 0,465 V, pH 7.0°da yapilan
Olciimlerde 0,480 V, pH 8.0’da yapilan denemelerde 0,437 V olarak oOlgiilmiistiir
(Deneyler ti¢ tekrarl yapilmis olup, lic denemeden en yiiksek degere sahip olani en
yiiksek deger olarak yazilmistir). Ea [pUCS:15] i¢in, en yliksek voltaj miktarini
veren pH degerinin; pH 7.0 oldugu belirlenmistir.

Calismalar tiimiiyle incelenip her ii¢ bakteri i¢in en yliksek voltaj miktarini
veren pH degeri 7.0 olarak belirlenmistir. Bundan sonraki caligmalara pH 7.0°de

devam edilmistir.
4.5. Sicakhik Optimizasyonu

Bakterilerin istenen olciilerde ¢ogalip belli miktarda voltaj tiretmeleri i¢in besin
kaynaklar1 ve ortam pH’nin yaninda ortam sicakligi da 6nemli bir dis etkendir.
Degisik bakteriler degisik sicakliklarda cogalma egilimi gosterirler; buna bagl olarak
da iirettikleri voltaj da farkli olmaktadir. Bu nedenle E. aerogenes ve rekombinant
suslarinm 30 °C, 37 °C ve 40 °C’de c¢ogalma karakteristiklerine bagli olarak

verdikleri voltaj degerleri calisilmistir. Besi ortami olarak yine Melas kullanilmistir.
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Sekil 4.11. Ea i¢in 3 ayr1 sicaklikta gerceklestirilen deneysel voltaj degeri grafigi.

Yapilan calisma sonucu; Ea icin, Melas’ da 3 ayr1 sicaklikta yapilan
Olciimlerde 37 °C’de en yiiksek voltaj degeri 0,447 V, 30 °C’de yapilan dlgiimlerde
0,438 V, 40 °C’de yapilan denemelerde ise 0,437 V olarak dl¢iilmiistiir (Deneyler
ii¢ tekrarl yapilmis olup, lic denemeden en yiiksek degere sahip olani en yiiksek
deger olarak yazilmistir). Ea icin, en yliksek voltaj miktarin1 veren sicaklik

degerinin; 37 °C oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.12. Ea [pUCS] i¢in 3 ayr1 sicaklikta gerceklestirilen deneysel voltaj degeri
grafigi.

Yapilan calisma sonucu; Ea [pUCS] i¢in, Melas’ta 3 ayr1 sicaklikta yapilan
Olciimlerde 37 °C’de en yiiksek voltaj degeri 0,447 V, 30 °C’de yapilan dlgiimlerde
0,446 V, 40 °C’de yapilan denemelerde ise 0,437 V olarak 6l¢iilmiistiir (Deneyler
i¢ tekrarl yapilmis olup, lic denemeden en yiiksek degere sahip olani en yiiksek
deger olarak yazilmistir). Ea [pUCS] i¢in, en yiiksek voltaj miktarmi veren sicaklik

degerinin; 37 °C oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Ea [pUCS:15] i¢in 3 ayr1 sicaklikta gerceklestirilen deneysel voltaj

degeri grafigi.

Yapilan ¢alisma sonucu; Ea [pUCS:15] i¢in, Melas’ta 3 ayr1 sicaklikta yapilan
Olciimlerde 37 °C’de en yiiksek voltaj degeri 0,446 V, 30 °C’de yapilan dlgiimlerde
0,444 V, 40 °C’de yapilan denemelerde ise 0,437 V olarak dl¢iilmiistiir (Deneyler ii¢
tekrarl yapilmis olup, iic denemeden en yliksek degere sahip olani en yiiksek deger
olarak yazilmistir). Ea [pUCS:15] i¢in, en yiiksek voltaj miktarmi veren sicaklik
degerinin; 37 °C oldugu belirlenmistir.

Calismalar tiimiiyle incelendiginde, Melas’ta ¢ogaltilip mikrobiyal yakit
pilinde {irettikleri voltaj miktar1 okunan her {li¢ bakteri i¢in de en uygun sicaklik 37

°C olarak belirlenmistir.

4.6. Melas Ortaminda E. aerogenes Ve Rekombinant Suslarimin pH ve

Spektrofotometrik Degerlerinin Analizi

Melas ortaminda bakterilerin asit tretimi kiiltiir pH’smin Olciilmesi ile
belirlenmistir. Bunun i¢in, Melas ortaminda biiylitillen E.aerogenes ve rekombinant
kiiltlirlerin 8. Saatte pH degerleri Olciiliip tablo olarak asagida verilmistir (Cizelge
4.1.). Aym1 zamanda 600 nm dalga boyundaki absorbanslari da olciiliip tablo

devaminda verilmistir. Mikroorganizmalarin bulunduklar1 ortamlardaki pH degerleri
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ozellikle enzimatik etkinlikler i¢cin 6nem tasir. Ortamin pH derecesi, bakterileri
metabolitleri iizerinde etkili olur ve bu durum proton ve elektron miktarmi

etkileyeceginden voltaj liretimi i¢in dnemi biiyiiktiir.

Cizelge 4.1. E.aerogenes ve rekombinant suslarinin Melas kiiltir ortaminda pH
degisimi ve biyokiitle olusumu. Her bir veri {i¢ bagimsiz tekrarin ortalamasidir.

Standart sapmalar (o,.1) =+ degerler olarak belirtilmistir.

pH 6.0 pH 7.0 pH 8.0

E.aerogenes 6.46+0.07 6.68+0.13 6.80+£0.01
Ea pUCS 6.1+£0.09 6.15+0.10 6.95+0.33
Ea pUCS8:15 6.6+£0.28 6.81+0.04 6.81+0.45
Agoo Degerleri

E.aerogenes 0.197+0.1 0.146+0.3 0.158+0.2
Ea pUCS 0.205+0.2 0.173 £0.2 0.158+0.2
Ea pUCS8:15 0.185+0.1 0.140+0.3 0.161+0.3

Ug farkli pH degeri ile baslanan Melas kiiltiir ortamlarinda 24 saatlik
inkiibasyon periyodunun sonunda; pH 6.0 baslangic pH’l1 kiiltlirlerde genel bir artis
varken, pH 7.0 ve 8.0 ‘da genel bir azalis vardir. En fazla pH degisiminin oldugu pH
degeri 8.0 olan ortamda (yaklasik 1 {initelik pH azalis1) goriiniirken, en az pH
degisimi ise baslangi¢c pH degeri 6.0 olan ortamda (yaklasik 0.5 iinitelik pH artis1)
kaydedilmistir. En yiiksek biyokiitle olusumu ise pH 7.0 ortaminda gozlenmis, bunu
pH 6.0 ortam izlemistir.
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Cizelge 4.2. E. aerogenes ve rekombinant suslarinin pH 7.0°da, 8. saat sonunda, LB,
TB, PAS ve Melas ortaminda pH degisimleri ve biyokiitle olusumu. Her bir veri {i¢

bagimsiz tekrarm ortalamasidir. Standart sapmalar (c,) + degerler olarak

belirtilmistir.
pH 7.0

LB TB PAS MELAS
E.aerogenes 7.95+0.13 6.85+0.22 4.67+0.45 6.68+0.13
Ea pUCS8 7.88+0.22 6.80+£0.07 4.64+0.72 6.15+0.10
Ea pUCS:15 7.93+0.05 6.89+£0.16 4.93+0.86 6.81+0.04
Agoo Degerleri
E.aerogenes 0.629+0.2 0.660+0.2 0.544+0.1 0.205+0.3
Ea pUCS8 0.574+0.2 0.510+0.1 0.518+0.1 0.185+0.2
Ea pUCS:15 0.548+0.3 0.747+0.3 0.465+0.2 0.197+0.3

Baslangic pH’s1 7.0 olan LB ortaminda, kiiltiir sonras1 pH’larda genel bir artis
varken, TB, PAS ve Melas ortamlarinda pH degerlerinde genel bir azalis vardir. En
fazla degisim PAS ortaminda goriiniirken (yaklasik olarak 2,5 tinitelik pH azalig1), en
az degisim LB ve TB ortamlarinda kaydedilmistir (yaklasik olarak 0,2 iinitelik pH
degisimi). En yiiksek biyokiitle olusumu TB ortaminda gozlenirken, bunu LB, PAS

ve Melas ortamlar1 izlemektedir.
4.7. Direnc- Voltaj Iliskisi

Bir elektrik devresinde iki nokta arasindaki iletken ilizerinden gegen akim,
potansiyel farkla (6rn. voltaj veya gerilim diisiimii) dogru; iki nokta arasindaki
direngle ters orantilidir.

l'
I=—
R

Burada, / akim amper, V referans alinan iki nokta arasindaki potansiyel fark

volt ve R ohm olarak 0Olciilir ve diren¢ olarak adlandirilan devre degiskeni

(volt/amper)’dir. Bu kanun basit elektriksel devrelerdeki telden gecen akim ve
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gerilim miktarmi agiklar. Gerilim kaynaginin + veya pozitif ucu direnci
onemsenmeyen bir iletkenle diren¢ uglarinin birine baglanmistir. Bu iletkenden
gecen akim I ve ok isareti akimm yoniinii gosterir. Direncin ikinci ucu bagka bir
iletkenle voltaj kaynaginin - ucuna baglanir. Bu form kapali devredir. Clinkii gerilim
kaynagmin bir ucundan ¢ikan akim diger ucuna donmiistiir. Gerilim negatif ytiklii
elektronlarm iletken boyunca hareket ettigi bir elektriksel kuvvettir. Akim elektron
akisma ters yonde akar ve diren¢ akima kars1 gosterilen zorluktur. Ohm Kanununda
bahsedilen 'iletken' iizerinde gerilimin 6lgildiigli bir devre elemanidir. Direngler,
iizerinden elektrik sarjinin yavasca aktigi iletkenlerdir.

Sistemimizde voltu 6l¢en multimetreye bir direng Olger baglanarak, Melas’ta
cesitli sicaklik ve pH araliklarinda dirence karsi gosterilen gerilim kaydedilmistir.
Direng artigina voltajin gosterdigi tepki arastirilmistir. MYH sistemine bir dis direng
uygulanmasmin voltaj dislisiine neden oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler
grafige dokiildiigiinde direncle voltaj arasinda liner bir iligski oldugu gozlemlenmistir
(Sekil 4.15.-4.20). Sistemde diren¢ Olcer multimetreye paralel olarak baglanmistir
(Sekil 4.14.).

Sekil 4.14. Sisteme direng-6lger baglanmasinin sematik gésterimi.
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Sekil 4.15. Ea ile 3 farkli sicaklik derecesinde gerceklestirilen, 1000-10000

arasindaki dirence kars1 voltaj grafigi.

Ea ile 3 farkh sicaklik derecesinde gergeklestirilen ¢alismada; direngle voltaj
arasinda var olan dogrusal iligski gézlenebilmistir. 30°C’ de okunan en yiiksek voltaj
degeri 0.01695 V iken, 37°C’ de ve 40°C’ de okunan en yliksek voltaj degerleri
sirasiyla 0.0543 ve 0.00188 V’dur.
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Sekil 4.16. Ea [pUCS] ile 3 farkl sicaklik derecesinde gerceklestirilen, 1000-10000

Q) arasindaki dirence kars1 voltaj grafigi.

Ea [pUCS] ile 3 farkl sicaklik derecesinde gerceklestirilen ¢alismada; sicaklik
artisginin direng —voltaj arasindaki dogrusal iligskiyi destekledigi gézlenmistir. 10000
’da 30°C’de okunan voltaj degeri 0,0012 V iken, ayn1 ohm’da 37°C’de ve 40°C’de
okunan voltaj degerleri sirasiyla 0,0148 ve 0,0190 V’dir. Direncin artmasiyla voltaj

degerinin de arttig1 gézlenmistir. En yiiksek voltaj degeri ise 40°C’de okunmustur.
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Sekil 4.19. Ea [pUCS:15] ile 3 farkli sicaklik derecesinde gercgeklestirilen, 1000-

10000 Q arasindaki dirence kars1 voltaj grafigi.

Ea [pUCS:15] ile 3 farkli sicaklik derecesinde gerceklestirilen c¢alismada;
dirence kars1 en yliksek voltaj degeri 30°C’ de 0,02441 V iken, 37°C’ de ve 40°C’ de
okunan en yiiksek voltaj degerleri sirasiyla 0,0150 ve 0,0464 V’dir. Dolayisiyla en
yiiksek voltaj degeri 40°C’ de okunmustur.

Tiim bulgular bir arada degerlendirildiginde MYH sistemimize bir dis direng
uygulanmasi; tiim sicakliklarda baslangic voltaj degerini 6nemli 6l¢iide diistirmiistiir.
Baslangic degeri yaklasik olarak 0.430 V iken diren¢ uygulanmasiyla bu deger
0.00188 V’lara kadar diismiistiir.
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Sekil 4.20. Ea ile 3 ayr1 pH’da gergeklestirilen, 1000-10000 € arasindaki dirence
kars1 voltaj grafigi.

Ea ile 3 aynn pH’ da gergeklestirilen deneyde; direncle voltaj arasindaki
dogrusal iligski ile uyumlu degerler tespit edilmis ve en yiiksek voltaj degeri, pH
7.0’da 0.0543 V olarak olciilmistiir. pH 6.0 ve pH 8.0°daki en yiiksek voltaj
degerleri ise swrasiyla; 0.00223 ve 0.01068 V’dir. Boylece dirence karst en yliksek

voltaj degerini veren pH’1n 7.0 oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.21. Ea [pUCS] ile 3 ayr1 pH’da gergeklestirilen, 1000-10000 Q arasindaki

dirence kars1 voltaj grafigi.

Ea [pUCS] ile 3 ayr1 pH’da gergeklestirilen deneyde; direngle voltaj arasindaki
dogrusal iligki ile uyumlu degerler tespit edilmis olup, en yiiksek voltaj degeri, pH
7.0’da 0.0148 V olarak olciilmistiir. pH 6.0 ve pH 8.0°daki en yiiksek voltaj
degerleri ise swrasiyla; 0.00175 ve 0.00445 V’dir. Boylece dirence karst en yliksek

voltaj degerini veren pH’1n 7.0 oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.22. Ea [pUCS8:15] ile 3 ayr1 pH’da gergeklestirilen, 1000-10000 Q arasindaki

dirence kars1 voltaj grafigi.

Ea [pUCS:15] ile 3 ayr1 pH’da gergeklestirilen deneyde; sonuglarin direng —
voltaj arasindaki dogrusal iliskiyi destekledigi gozlenmis olup, en yliksek voltaj
degeri, pH 7.0’da 0.015 V olarak 6lgtilmistiir. pH 6.0 ve pH 8.0’daki en yiiksek
voltaj degerleri ise sirasiyla; 0.0059 ve 0.0042 V’dir. Boylece dirence karsi en
yiiksek voltaj degerini veren pH’1n 7.0 oldugu bulunmustur.

Tim bulgular bir arada degerlendirildiginde, 3 pH’da da sisteme bir dis
diren¢ uygulanmasi baglangi¢ voltaj degerini 6nemli dl¢iide diistirmiistiir. Baslangic

voltaj degeri yaklasik olarak 0.450 V’dan 0.0042 V’lara kadar diigsmiistiir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapilan caligmalarla, MYH sistemleri ile elektrik iiretiminde bakterilerin
avantajli sistemler oldugu gosterilmistir. Cesitli ¢alismalarda Geobacter (Richter ve
ark., 2008), Enterobacter (Rezaei ve ark., 2009), Shewanella (Watson ve Logan,
2010) ve Bacillus (Nimje ve ark., 2009) tiirii bakterilerin MYH’deki maksimum gii¢
cikiglar1 ve elektrik enerjisi iretimleriyle 1ilgili deneyler yapilmistr. MYH
calismalarinda saf kiiltiirlerden ¢ok karisik kiiltiirler tercih edilmektedir. Karisik
kiiltiirlerin strese kars1 daha direngli olmalar1 ve besinsel adaptasyonlariin yiiksek
olmas1 kararli olmalarim1 saglamaktadir. Ancak saf kiiltiir caligmalarinin da hem
mekanistik hem de fizyolojik detaylar1 dogrudan gozlemlemeye izin verme gibi bir
avantaji vardir (Lanthier ve ark., 2008). Kiely ve ark.(2010) tarafindan olusturulan
calismada da Shewanella (MR-1)’in karisik bir kiiltiirden daha fazla gii¢ yogunlugu
irettigi gosterilmistir. Calismamizda rekombinant sistemlerin elektrik iiretimine
etkisinin gézlenmesi hedeflendigi i¢in saf kiiltlir uygulamasi tercih edilmistir.

E. aerogenes; fermentatif hidrojen iliretiminde en yaygin ¢alisilan tiirlerden
biridir (Tanisho ve ark., 1983). Tanisho ve ekibi, E.aerogenes’in iyi bir hidrojen
ireticisi oldugunu kesfetmislerdir ve 1980 ile 1990’ lar boyunca hidrojen iiretiminde
E.aerogenes’in temel fermentasyon ozelliklerini g¢alismislardir (Tanisho, 2000;
Tanisho ve ark., 1987). E. aerogenes MYH sisteminde, substrat olarak kullanilan
glukozun 1 moliine karsilik 10 mol hidrojen agiga ¢ikarmaktadir. Bu nedenle enerji
calismalarinda tercih edilen bir bakteri tiiriidir (Zhang C ve ark., 2011). Tez
calismamizda; Enterobacter aerogenes ile onun rekombinant suslart (Ea puc8, Ea
puc8:15) kullanilmistir. Rekombinant suslardan Ea [pUCS:15] susu, 665 baz ciftine
sahip pUCS8 plazmidinin multi klonlama bdlgesindeki Hind III restriksiyon bdlgesine
yaklagik 2.3- Kb’lik promotoru ile beraber vgb geni tasiyan Vitreoscilla genomik
fragmani klonlamas1 ile olusturulmus bir rekombinant bakteri susudur. EFa [pUC 8]
susu ise sadece pUCS8 plazmidini tasimaktadir. Vitreoscilla Hemoglobin Geni (vgb)
promotor- operator bdlge ve hemoglobini kodlayan bdlge ile toplam 648
niikleotidden olusmaktadir. Genin promotoru oksijene duyarl bir promotor olup ayni
zamanda katabolit baskilanma gosterir. Promotorun oksijene duyarli olmasini
iizerinde tasidigt FNR ve ArcAB proteinlerine 6zgii dizilerden saglar. Katabolit

baskilanmay1 ise promotor iizerinde bulunan cAMP-CRP baglanma bolgesi saglar
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(Erenler S, 2007).

VHb sentezinin oksijene duyarli vgbh promotoru nedeniyle, dogal
konakciklarinda ve klonlandig1 organizmalarda diisiik oksijenli ortamlarda yiiksek
oranda gerceklestiZi ve VHb senteziyle beraber organizmalarin biiyiime ve
gelisimlerinin arttig1 kaydedilmistir. ilave olarak, iiretimleri belli seviyede oksijen
gerektiren ¢esitli metabolitler ve rekombinant proteinler de VHb/vgb sistemi tasiyan
organizmalarda onemli artiglar gostermistir (Gould JL, 1999; Zhang Y ve ark.,
2002). Dolayisiyla endiistriyel kullanimda bu proteinin 6zellikle bazi mikroaerobik
fermentasyonlar icin etkili bir ajan olarak kullanilabilece§i ortaya atilmustir.

Genel olarak, MYH’lerin ¢ift bolmeli ve katot elektrotun dogrudan hava ile
temas ettigi tek bolmeli iki tasarimi1 mevcuttur. Calismamizda kullandigimiz MYH’si
cift bolimli MYH tasarmmidir. Boyle MYH’leri genellikle bir proton degisim
membrantyla ayrilmis aerobik bir katot boliimiinden ve anaerobik bir anot
boliimiinden olusurlar. Deneylerimizde bakterileri anot boliimiine enjekte ettik ve bu
boliimde substratin bakteriler tarafindan okside olup elektronlarm MYH sistemi
sayesinde yakalanip voltaj olarak okunmas1 gézlemlendi. Yapilan bir calismada; anot
bolimiinde elektron ve protonlar1 meydana getiren bakteriler tarafindan substratin
okside oldugu rapor edilmistir (Li ve ark., 2010). Yapilan bir baska calismada; ¢ift
bolmeli MYH’si ve atik su aritma tesisinden alman ¢amur kullanilarak elektrik
iretimi gergeklestirilmistir, bu ¢alismada maksimum voltaj 250 mV olarak elde
edilmistir (Cavdar P ve ark., 2011). Bir diger baska caligmada ise sentetik atiksu
kullanilmis, laboratuar olgekli ve iki bolmeli kiibik-MYH (KMYH) reaktoriinde
organik madde giderimi ile birlikte, elektrik enerjisi iiretme ¢alismalar1 yapilmustir.
Glikozun elektron verici olarak kullanildigi calismada, KMYH reaktorde iiretilen
voltaj degerleri belirlenmistir. Bu ¢alismada maksimum voltaj 26 mV’a ulagsmistir
(Kilic A ve ark., 2011). Grzebyk ve Po’zniak; benzer MYH reaktorii kullanarak
yaptiklar1 caligmada, diisiik yogunluklu polimerden firetilen interpolimer katyon
degistirici membranin elektrik iiretimine etkisini aragtirmiglardir. Glikozun elektron
verici olarak kullanildig1 bu calismada farkli yogunlukta membranlar kullanilmistir.
% 1’lik DVB membran ile voltaj max. 50 mV olurken, % 20’lik DVB membran
kullanildiginda max. voltaj 70 mV’a yukselmistir. Bu ¢aligma ile MYH’de kullanilan
membran yapisinin 6nemli oldugu vurgulanmistir (Grzebyk ve Po’zniak, 2005).
Bizim ¢alismamizda kullanilan daha ucuz bir membran olan Nafion membran ile bu

calismada elde edilen degerlere yakin degerde elektrik iiretilebildigi ortaya
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konmustur. Dolayistyla, iki bolmeli MYH reaktorlerde kullanilan membran tiirii de
onemli bir etkendir. Membranlar; MYH sisteminde anot ve katot boliimleri
arasindaki iyonik akis1 diizenlemek i¢in kullanilirlar, bunlarin gérevi anot ve katot
boliimlerini birbirinden ayirmaktir. Membranlar genellikle Nafion ya da Ultrex gibi
katyon degisim zar1 veya tuz kopriisii seklindedir (Kilic A ve ark., 2011). Nafion
TM; yiiksek 1yonik iletkenlik saglayan olarak, en yogun sekilde calisilan yakit hiicre
membranidir (10'2 S cm'l). Nafion TM; sinirli sicaklik araliginda hassas calisma
6zelligi (100 'C’den daha az; Basura ve ark., 1998) ve oksijen gecirgenligi (9.3x10™2
mol cm™ s7'; Basura ve ark., 1998) nedeniyle kisith bir ¢alisma alanina sahiptir.
Calismamizda sisteme sagladigi avantajlar nedeni ile Nafion membran kullanimi
tercih edilmistir.

MYH reaktorlerde kullanilan elektrot ve membran ylizey alanlar ile reaktor
hacmi arasindaki oranin onemli oldugu gorulmustur. KMYH reaktorii hacimce kiigiik
olmasina ragmen, elektrot ve membran yiizey alaninin esit olusunun elektrik tiretim
performansmi olumlu etkiledigi diisiiniilmektedir. Benzer reaktorler kullanilarak
yapilan ¢alismalarla kiyaslandiginda, elde edilen bulgularin literatiirdeki bilgileri
dogruladig1 goriilmiistiir. Ozellikle membran yapisi ve reaktér modeli modifiye
edilerek, uygun ucuz bir kimyasal mediyator ile enerji uretim veriminin artirilmasina
yonelik arastirmalarin siirdiirtilmesi Onerilmektedir. Calismamizda kullandigimiz
reaktoriin modellemesi MYH c¢alisma prensipleri dikkate almarak tarafimizdan
yapilmistir.

Mikroorganizmalarin cogu elektrokimyasal olarak maktiftirler.
Mikroorganizmalardan elektrota elektron transferinin; tionin, metil moru, metil
mavisi, humik asit, noétral kirmizis1 vb. medyatdrler sayesinde kolaylastigi
gosterilmistir (Delaney ve ark., 2008). Bu tip MYH sistemleri; medyatorli- MYH
sistemi olarak adlandirilir. Sistemimizde medyator kullandigimiz i¢in bu ¢alismada
isletilen MYH’si de medyatorli-MYH dir. Mevcut medyatorlerin ¢ogu pahali ve
toksiktir. (Rabaey ve ark., 2003). Calismamizda MYH sistemimizle uyumlu oldugu
icin medyator olarak metilen mavisi tercih edilmistir. Metilen mavisinin
performansiin noétral kirmizisi ile kiyaslandigi bir ¢alismanmn sonucunda, metilen
mavisi kullanilan tekli bir MYH’ deki agik devre potansiyeli, medyator olarak notral
kirmizis1 kullanildiginda iretilenin neredeyse iki kat1 oldugu bildirilmistir (Daniel

David K. ve ark., 2009).
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MYH teknolojisinin pratik uygulamalarda kullanimindan O©nce, performansini
optimize etmeye dayali daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir. Bu nedenle bu
calismamizda MYH performansini etkileyen parametreler iizerinde calistik. MYH
performansin etkileyen ¢esitli faktorler arasinda; elektrot se¢imi olduk¢a onemlidir.
Mikrobiyal yakit pillerinde kullanilan elektrot tipi; hem mikrobiyal yakit pilinin
performansii hem de bu yakit pilinden elde edilecek voltaj miktarinit 6nemli dl¢iide
etkilemektedir. Kullanilan elektrotun sadece MYH performansini artirmasi 6zelligine
bakilmaz ayni zamanda elektrotun maliyet acisindan da uygun olmasi gerekir. Bu
amacgla son yillarda c¢esitli karbon ve metal materyaller gelistirilmistir.
Arastirmamizda bakir, grafit ve karbon elektrotlar1 kullanilmis olup voltaj degeri
karbon elektrotta Olciilmiistiir.. Karbon elektrotla yaptigimiz ¢aligmada maksimum
voltaj 0.5 V olarak tespit edilmistir. Yapilan ¢esitli calismalarda ise; platin elektrotla
yapilan ¢alismada 0.5 V (Sun ve ark., 2009), karbon elektrotla yapilan da 250 mV
(Liu ve ark., 2009), diiz karbon elektrotla yapilan ¢alismada 360 mV (Li ve ark.,
2010), platin elektrotla yapilan bir bagska calismada 0.4 V (Cao ve ark., 2010) ve
gozenekli karbon elektrotla yapilan diger bir ¢alismada 0.33- 0.57 V arasinda bir
deger elde edilmistir (Sun ve ark., 2011). Karbon elektrotla yaptigimiz ¢alismada
elde ettigimiz voltaj degeri, verimli diizeyde olup maliyeti yiliksek olan platin
elektrotlarla yapilan ¢aligmalarla (Sun ve ark., 2009; Cao ve ark., 2010) elde edilen
sonuca benzerdir. Ayrica karbon elektrotlarla yapilan diger calismalara (L1 ve ark.,
2010; Sun ve ark., 2011; Liu ve ark., 2009) gore de elde ettigimiz deger yiiksektir.
Bu durum; kullandigimiz bakterilerin yiliksek hidrojen tiretim etkinligine bagl olarak
MYH  sistemimizin  performansinin  yiikksek  oldugunu  gdstermektedir.

Kullandigimiz bakterilerin en fazla voltaj miktarmi verdikleri zaman araligi
bilinmemektedir. Bunu saptamak i¢in, ¢esitli zaman dilimleri kullanilarak mikrobiyal
yakit pilinin en iyi performansi gosterdigi zaman saptanmaya calisilmistir. Bu
asamada; bir 6nceki caliymada karbon elektrotla en yliksek voltaj verimini veren LB
besi ortaminda 37 °C’de cogaltilan Ea [pUCS8:15]’in 6. 8. 10. 12. ve 14. saatlerdeki
kiiltiirii kullanilarak en yiiksek voltaj degeri belirlenmistir. Yapilan Ol¢iimlerde FEa
[pUC8:15]’in 6. saatte verdigi en yiiksek voltaj degeri 0,480 V, 8. saatte verdigi
deger 0,494 V, 10. saatte verdigi deger 0,490 V, 12.saatte verdigi deger 0,453 V, 14.
saatte verdigi deger ise 0,476 V olarak okunmustur Bu verilerden ve grafikden yola
cikarak Ea [pUCS:15]’in 6. 8. 10. 12. ve 14. saatlerdeki en yiiksek voltaj veriminin 8.

saatte oldugu tespit edilmistir. Daha Onceki caligmalar bu bakteri grubu igin en
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elverisli iireme saatinin 8-10. saatler arasinda oldugunu gdstermektedir. Olgiim
sonuclarimiz bu anlamda literatiir ile paraleldir (Erenler S. 2000).

Bakterilerimizin en yliksek voltaj verdikleri besi ortamini belirlemek i¢in ayr1
besi ortaminda ¢ogalmalar1 saglanip, bu besi ortamlarinda verdikleri voltaj degerleri
Olciilmiistiir. Her ii¢ bakteri i¢cin en yiiksek voltaj degeri TB’de, en diisiik voltaj
degeri ise PAS’da gozlemlenmistir. TB besiyerinin hem zengin besinsel igerigi
hemde yapisinda bulunan tampon bilesikleri sayesinde ortam pH’sin1 dengede
tutabilme avantaji nedeni ile beklenen bir sonugtur. Yapilan farkli ¢aligmalarda da
E.aerogenes ve E.coli bakterilerinin her ikisinde de farkli zengin besi ortamlarina
gore TB de 4 kata varan yiiksek lireme ve enzim degerleri tespit edilmistir (Geckil
1995, Erenler 2007,). TB besiyerinde bulunan gliseroliin bir karbon ve enerji kaynagi
olarak, E.aerogenes tiirleri tarafindan membran igine kolaylastirilmis difiizyonla
almmasi, Melas gibi yliksek glikoz i¢ceren besi ortamlarinda bu maddenin taginimimnin
grup translokasyonu gibi daha yiiksek enerji sarfiyat1 gerektiren bir sekilde olduguda
g0z Oniine alindiginda daha yiiksek lireme ve buna bagh olarak da yiiksek voltaj
degerleride sasirtict degildir. Cizelge 4.2 incelendiginde bu etkiler agikca
goriilmektedir. TB besiyeri pH degisimine en fazla direng gosteren ve en yiiksek OD
degerlerinin ol¢iildiigii besi ortamidir. PAS tiim besiyerleri i¢inde en az voltaj veren
besi ortamudir Cizelge 4.2 incelendiginde PAS ortaminda bakterilerin yogun asidik
sartlar nedeniyle istenen OD degerlerine ulagsmamas1 bu sonuglar1 agiklamaktadir.
PAS igeriginde laktoz bulunduran bir atiktir. E.aerogenes ise laktozu metabolize
ederken asit ¢ikarmaktadir, ortamdaki pH diisiisii bununla agiklanabilir, diistik pH ise
diisiik OD yani biyokiitleye neden olacaktir. TB ve LB besi ortamlar1 mikrobiyolojik
calismalarda yaygmn olarak kullanilan icerigi zengin, maliyeti yiiksek sentetik
besiyerleridir. MYH c¢alismalarinda ekonomik ve g¢evresel onemi nedeni ile atik
kullanim1 tercih edildiginden, ¢alismamizin biyoteknolojik yararmna vurgu yapmak
adina hem atik degerlendirimi hem de ekonomik yonden uygunlugu ve
ulagilabilirliginin kolay olmasi acisindan tezin kalan kisimlarinda ¢alismak igin
besiyeri olarak Melas tercih edilmistir. Cizelge 3.2 de belitildigi gibi Melas yapisinda
yiiksek oranda glikoz iceren bir seker fabrikasi atigidir. Elde edildigi isletmeler
arasinda da fark gosteren bir metal yapisina ve yogun organik bir yiike sahiptir.
Caligmamizda atiklarin elementel analizi yapilmadigi i¢cin bu konuda kesin bir
yarglya varilamayacaktir. Cizelge 4.2 dikkatli bir sekilde incelendiginde Melas

ortaminda siddetli bir pH degisimi olmamasina karsin biyokiitle degerlerinde 6nemli
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bir sinirlama oldugu anlasilmaktadir. Fakat hiicresel bazda OD degerleri ile voltaj
degerleri birlikte ele alindiginda Melas ortaminda hiicre basma voltaj iiretiminin
diger ortamlara gore oldukca yiliksek oldugu anlasilmaktadir. Bu sonuglara gore,
bundan sonraki ¢aligmalarimizda Melasin elementel yapis1 dikkatli bir sekilde analiz
edilerek, ¢esitli iyilestirme sartlar1 uygulandiginda MYH sisteminde kullanimi ile
zengin sentetik besiyerlerinden cok daha yliksek voltaj degerleri saptanabilecegi
ongoriilmektedir. Bu noktada bundan sonraki ¢alismalarda daha ekonomik ve ¢evre
dostu substratlarin kullanimi i¢in daha elverisli ortamlar hazirlamada bu sonuglar yol
gosterici olacaktir.

Besiyerlerinde voltaj degeri, pH ve biyokiitle degerleri, suslar i¢cin ayr1 ayri
degerlendirildiginde dogal bakteri ile vgh' rekombinant sistemin birbirine yakin
degerler verdigi, vgb™ rekombinantin ise daha diisiik voltaj degerleri verdigi tespit
edilmistir. Bu kosullarda vgb™ rekombinantin diisiik aktivitesinin plazmid varligindan
kaynaklanan metabolizma ek yiikii ve buna bagh olarak diisiik biyokiitle degeri ile
aciklanabilecektir. Gliserol iceren TB ortaminda dogal sus ile vgh" susunun sirast ile
0,508 ve 0,502 V ile birbirine yakin degerler verdigi belirlenmistir. Bu kosullarda
vgb" susunda entegre rekombinant sistemin avantaji ile yiiksek biyokiitle olusumu
tespit edilmistir. Bu avantajin sisteme daha fazla kiiltiir ilavesi, ortamda
sirkiilasyonun saglanmasi veya medyatoriin farkli konsantrasyonlarinin denenmesi
ile daha fazla gozlenebilmesi miimkiin olabilecegi 6n goriilmektedir. vgh geninin
dahil oldugu bakterinin metabolizmasinda 6nemli degisiklikler yaptig1 bilinmektedir.
Daha onceki ¢alismalar Vitreoscilla hemoglobini tasiyan rekombinant bakterilerin
kontrol konakgilara gére on kata varan daha yiiksek oksijen alimi yaptiklari ve
hiicrelerin daha okside durumda olduklarini gostermistir (Tsai PS ve ark., 1996;
Zhang Y ve ark., 2002). VHD iceren hiicrelerin kontrollere gére daha okside durumda
olmalari, bu hiicrelerin daha etkin bir solunuma sahip olmasma ve TCA gibi
metabolik yollar1 ve solunum zincirini daha etkin kullanmasmna baglanmistir (Tsai PS
ve ark., 1996). Bu anlamda, VHb igeren bakterilerin kontrollerine gore daha yiiksek
bir ATP diizeyine sahip olduklar1 belirlenmistir. vgh’nin bakterilerde 6nemli bir
etkisi de metabolik yol agisindan olmustur. vgb tasiyan bakteriler pentoz fosfat
yolunu tercih etmektedirler ve yiiksek hiicre yogunlugu gostermektedirler (Erenler S,
2007). Bu avantajlar1 dikkate alindiginda vgh’nin MYH sistemine ¢ok daha biiyiik
avantajlar saglayabilecegi agiktir. Farkli MYH reaktorlerinde rekombinant sistem

icin ¢ok daha uyumlu bir yap1 olusturulabilecegi aciktir. Diisiik oksijen sartlarinda
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bakterinin etkin TCA kullanimin1 saglayarak kiiltiir siiresini uzatabilen bu sistem
tamamen oksijensiz kosullarin olusturdugu kullandigimiz MYH modelinde
muhtemelen bakterinin pentoz fosfat yolu ile enerji elde etmesini saglamaktadir Bu
yol da TCA’ya gore oldukga diisiik bir enerji verimine sahiptir. Voltaj olusumuna yol
acan elektron ve proton akisi da bu metabolik yolda TCA kadar yiiksek degildir.

Melas ortamindaki dogal sus ve vgb™ rekombinant ile hemen hemen ayni
voltaj degerini vermesi sistemin etkisiz oldugu izlenimi verse bile vgb promotorunun
glikoz varliginda baskilandig1 ve sistemin negatif yonde etkilendigi diistiniildiigiinde,
disik OD degerlerine ve asidik pH kosullarinda karsin bakteriye kazandirdigi
avantajlar anlasilabilmektedir. Atik besiyeri kullannomi MYH sistemlerinde diisiik
maliyeti ve biyoteknolojik ©Onemi acisindan degerlidir. Elektrik {iretiminin
organizmanin Urettigi H ile dogru orantili oldugu bilinmektedir. vgh sisteminin ise
organizmalarin TCA dongiisiinii daha etkin kullanmasmi saglayarak daha yiiksek
ATP sentezi sagladig1 bilinmektedir. Bu mekanizma tam olarak anlagilamamigsa da
NAD'/NADH oranlarinda 6nemli degisimler olusturarak bunu sagladig:
diisiiniilmektedir (Roos V ve ark., 2004). Bahsedilen bu ozellikleri ile vgh"
bakterilerin bu sisteme kazandirabilecegi avantajlar aciktir.

Calismamizda sonraki agsamada suslarimizin 37 °C’de Melas ortaminda 3 ayri
pH derecesinde iiremeleri saglanmistir. Calismalardan elde edilen bilimsel bulgular,
pH’in 6nemli bir parametre oldugunu ve anot boliimiinde glikozun indirgenmesi
sonucunda aciga ¢ikan H' iyonlarmm pH’m yiikselmesine neden oldugunu
gostermektedir. Deneyler sonucunda her ii¢ bakteri i¢in en yiiksek voltaj miktarini
veren pH degeri 7.0 olarak belirlenmistir. Bundan sonraki calismalara pH 7.0°de
devam edilmistir. Bakterilerin optimum biiyltimesi i¢in genellikle ndtre yakin pH
degerine ihtiyaclar1 vardir, bakteriler i¢ ve dis pH’ daki degisikliklere aktivitelerini
ayarlayarak cevap verirler (He Z ve ark., 2008; Puig S ve ark., 2010). Bakterilerin
biiylime sartlarma bagli olarak olusan pH degisiklikleri; biyofilm olusumu, proton-
hareket ettirici glic, membran potansiyeli, iyonlarm konsantrasyonu gibi cesitli
parametrelerde degisimlere neden olabilmektedir (Patil SA ve ark., 2011; Jung S ve
ark., 2011). Anodik pH ortami, substrat aktivitesini ve dolayisiyla elektron/proton
iretim mekanizmasini etkileyebilen oOnemli faktorlerden biridir. Asidik anot;
bakteriyel aktiviteyi azaltabilir (Behera M ve Ghangrekar M, 2009; Yuan Y ve ark.,
2011). Bu nedenle, anot boliimiindeki pH degeri, mikroorganizmalarin elektrik

dretimi ve gelisimi i¢cin ¢ok Onemli bir rol oynar. (Nimje VR ve ark., 2011). Bu
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calismalara paralel olarak bizim ¢aligmalarimizda da noétral pH da optimum voltaj
degerleri gbzlenmis, anodik pH da azalan voltaj etkinligi tespit edilmistir. Anottaki
bakteri aktivitesi; yalnizca anotun pH’ dan etkilenmez, ayni zamanda protonlarin
tikenmesi ya da saglanmasi yoluyla degisen elektrolit pH’ sindan da etkilenir.
Sonuglar gostermistir ki; anodik bakteriyel aktivite notral bir pH’da en 1y1 degerleri
verirken, katodik reaksiyon optimum aktivite i¢in daha yiiksek bir pH’ya ihtiyac
duymaktadir (Raghavulu ve ark., 2009). Melas ortaminda bakterilerin asit liretimi
kiiltir pH’s1min 6lciilmesi ile belirlenmistir. Bunun i¢in, Melas ortaminda biiyiitiilen
E.aerogenes ve rekombinant kiiltiirlerin 8. Saatte pH degerleri 6l¢iiliip tablo olarak
cizelgede verilmistir (Cizelge 4.1.). Ayn1 zamanda 600 nm dalga boyundaki
absorbanslar1 da Olciiliip tablo devaminda verilmistir. Mikroorganizmalarin
bulunduklar1 ortamlardaki pH degerleri 6zellikle enzimatik etkinlikler i¢in onem
tasir. Ortamin pH derecesi, bakterileri metabolitleri tizerinde etkili olur ve bu durum
proton ve elektron miktarmi etkileyeceginden voltaj iiretimi i¢in dnemi biiyiiktir.

MYH’nin elektrot, bakteri ve membranla etkilesimi ve kimyasal bilesimi
nedeniyle, tampon; MYH performansini etkiler. Ayrica, tampon; soliisyon pH’sinda
meydana gelen degisimleri azaltmaya yardim eder, ve buna bagl olarak
mikroorganizmalarin biiyiimesi icin pH’y1 dengede tutar. Ideal bir tampon; soliisyon
gecirgenligini artiran ve yiikksek glic yogunlugu elde etmek icin elektroda proton
transferini kolaylastiran mikrobiyal fizyolojiye ya da kimyasal reaksiyonlara
miidahale etmeden pH’y1 sabit tutabilmelidir (Qiang L ve ark., 2011). MYH’ lerinde
en yaygin kullanilan tamponlar; fosfat tamponlaridir (Cheng S ve Logan BE, 2007).
Belli oranlarda artan fosfat konsantrasyonuyla gii¢ ¢cikisinin da artacagi gosterilmistir
(Min B ve ark., 2008). Calismamiz da MYH’ de tampon olarak fosfat tamponu (pH:
7) kullanilmistir. Fosfat tamponu ideal bir tampon olup bir ¢ok uygulamada
kullanilmaktadir. Ancak aktif bir bilesen oldugu i¢in bir¢ok biyolojik reaksiyonlarda
inhibitor, metabolit, aktivator olarak etki etmesi olumsuzluk yaratir. Cok degerlikli
katyonlar1 baglar veya ¢oktiiriir.

Bakterilerin istenen Olciilerde cogalip belli miktarda voltaj iiretmeleri i¢in
besin kaynaklar1 ve ortam pH’nin yaninda ortam sicaklig1r da 6nemli bir dis etkendir.
Degisik bakteriler degisik sicakliklarda cogalma egilimi gdsterirler; buna bagl olarak
da iirettikleri voltaj da farkli olmaktadir. Bu nedenle E. aerogenes ve rekombinant
suslarinm 30 °C, 37 °C ve 40 °C’de cogalma karakteristiklerine bagli olarak

verdikleri voltaj degerleri ¢alisilmistir. Besi ortami olarak yine Melas kullanilmistir.
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Sonugta tiim suslarda en yiiksek voltaj miktarini veren sicaklik degerinin; 37 °C
oldugu belirlenmistir.

Sicakliktaki degisimler; sistem kinetiklerini, kiitle transferini( aktivasyon
enerjisi, kiitle transfer faktorii ve soliisyonun iletkenligi), termodinamigi (serbest
Gibbs enerjisi ve elektrot potansiyelleri) ve mikrobiyal toplulugun dagilimi ve
dogasm (farkl tiirler farkli optimum sicakliklara sahip olacaktir) etkileyebildigi icin
mikrobiyal yakit hiicreleri sicakliktan 6nemli sekilde etkilenirler (Tang Y ve ark.,
2012; Liu ZH ve ark., 2012). Bu alanda son yillarda artan arastrmalara ragmen,
mikrobiyal yakit hiicrelerinde sicaklik etkisine iliskin yeterli bilgi mevcut degildir.
Herhangi bir sicaklik etkisiyle COD (chemical oxygen demand) giderimi ve gii¢
eldesinde bir artis meydana geldiginden, hem COD giderimi ve elektrik tiretimi i¢in,
hem de MYH performansi i¢in sicakligin 6nemli bir faktor oldugu gozlemlenmistir
(Wang XL ve ark., 2011; Campo AG ve ark., 2012). Bir arastirmanin sonuglarina
gore sicaklik artistyla beraber giic yogunlugunun artisi; mikrobiyal metabolizmanin
artisl, membran gecirgenligi ve sivi soliisyonun oldukga yiiksek iletkenligi nedeniyle
ohm direncinin azalmasi ile iliskili olabilir (Guerrero AL ve ark., 2010).

Yiiksek sicakliklarin; MYH’nin hizli bir stirede ¢alismasina ve sonug¢ olarak
da daha yiiksek bir performansa neden oldugu gézlendigi calismayla (Michie IS ve
ark., 2011; Cheng S ve ark., 2011) iliskili baska bir arastirmada ise daha diisiik ve
daha yiiksek sicakliklarin ise; bakteriyel metabolik aktivitenin inaktivasyonuna yol
acan daha diisiik metabolik oranlara ve tek yonlii denatiirasyon islemlerine yol
acmasi nedeniyle MYH performansinda bir azalisa neden oldugu gosterilmistir (Patil
SA ve ark., 2010). Calismamizin sonuglarinda da literatiirle uyumlu olarak optimum
siirlarin disinda MY H performasinin azaldigi tespit edilmistir.

Farkli elektrojenik bakterileri farkli uygun sicaklik oranlarina 6zellestikleri ve
farkli sicakliklarda biiyiidiiklerinden dolayi, bakterilerin ilk biiylime fazi boyunca
sicaklik; mikrobiyal tiirlerin c¢oklugunu da belirler. (Liu L ve ark., 2012).
Calismamizin sonuglarina gore sicakligin bakterinin optimum {iireme sicakligi ile
paralel oldugu 37 C de voltaj degerinin maksimum olmasi, bakterinin dogal iireme
sicakligr ile uyumlu MYH sistemlerinin daha verimli olacagimi diisiindiirmektedir.
Yapilan baska calismalarda bakteri yasami ile uyumlu smirlarda sicaklik
derecelerinde ¢alisan MYH sistemlerinde daha yiiksek verim alindig1 konusundaki
tespitimizle paralel sonuclar rapor edilmistir (Wei L ve ark., 2013, Min ve ark., 2008,
Zhan ve ark., 2008, Liu ve ark., 2005).
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Bir elektrik devresinde iki nokta arasindaki iletken lizerinden gegen akim,
potansiyel farkla (6rn. voltaj veya gerilim diisiimii) dogru; iki nokta arasindaki
direncle ters orantilidir.  Direncgler, {izerinden elektrik sarjmin yavasca aktigi
iletkenlerdir. Sistemimizde voltu 6lgen multimetreye bir direng Olger baglanarak,
Melas’ta cesitli sicaklik ve pH araliklarinda dirence karst gosterilen gerilim
kaydedilmistir. Direng artigina voltajin gosterdigi tepki arastirilmistir. Elde edilen
veriler grafige dokiildiiglinde direncle voltaj arasinda lineer bir iliski oldugu
gozlemlenmistir Calismamizin son bolimiinde 3 farkli sicaklik ve 3 farkli pH
derecesinde hazirlanan melas ortaminda biiyliyen bakterilerin inokiile edildigi MYH
sistemlerinde gergeklestirilen caligmada; dirence karsi voltaj degerleri Olctilmiistiir.
Diren¢ uygulanarak, MYH'sinin buna ne tepki verdigi, voltaji ne derece sabit
tutabildigi saptanmaya calisilmistir. Ea i¢in yiiksek voltaj degeri 37°C’de okunurken,
Ea [pUCS] ve Ea [pUCS8:15]’de en yiiksek voltaj degeri ise 40°C’de okunmustur.
Tim suslarda 3 ayr1 pH’ da gerceklestirilen deneyde; direngle voltaj arasindaki
dogrusal iligki ile uyumlu degerler tespit edilmis ve Ea, Ea [pUC8] ve Ea [pUCS8:15]
icin dirence karsi en yiiksek voltaj degerini veren pH’m 7.0 oldugu bulunmustur.
Baska bir aragtirmanin sonuglarina gore ¢alisma pil voltaj1 sabitlendiginde 0.453 V
iken diren¢ uygulanan bir ¢alismadir. Fakat 1000-10000 ohm arasinda uygulanan
direngle MYH'de pil voltajinin 0.453'den 0.0543 V'a kadar diistiigii gozlemlenmistir.
Yani MYH;uygulanan dis dirence voltaj1 diisiirerek cevap vermistir bu da MY H'sinin
pil voltajmi1 sabit tutmada yetersiz oldugunu gostermistir bu alanda daha ¢ok
arastirilma yapilmasina ihtiya¢ vardiwr. Bir ¢alismada MYH'lerine bir dis direng
uygulanmasiyla voltaj degerinin olduk¢a diistiigii kaydedilmistir (Borole ve ark.,
2010).

Tim c¢alismamiz boyunca kullanmay1 tercih ettigimiz fakiiltatif anaerob
Enterobacter aerogenesler, zorunlu anaeroblara nazaran oksijensiz sartlar altinda Fe-
hidrojenaz aktivitesini yeniden kazanabilen ve hizli sekilde oksijeni tiiketebilen
(Zhao ve ark., 2009) etkili hidrojen treticileri olarak bilinirler (Jo JH ve ark., 2008).
Ayrica, E.aerogenes fermentasyonunda hidrojen olusum oraninin nispeten yiiksek
olmas1 nedeniyle bu organizma biiyiik Olcekli hidrojen iiretimi i¢in yiiksek bir
potansiyel gosterir buna bagli olarak da elektrik iiretim etkinligi fazladir (Zhao ve
ark., 2009). Arastrmamizda bu bakteriyi kullanarak elde ettigimiz pil voltaji
maksimum 0.5 V olmustur. Enterobacter aerogenes kullanilarak gergeklestirilen bir

calismada ise maksimum voltaj degeri 800 mV olarak dl¢iilmiistiir (Li Zhuang ve
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ark., 2011). Bu durum; MYH sistemimizin olduk¢a verimli oldugunu géstermektedir.

Elde edilen sonuclardan yola ¢ikarak, Enterobacter aerogenes ve vgb ve
vgb" rekombinant suslarmm MYH sisteminde etkin bir sekilde kullanilabilmesi i¢in
gerekli fiziksel kosullar tam olarak belirlenmistir. Bakteri suslarinin benzer ortam
kosullar1 istemleri belirlenmis fakat MYH sisteminde daha bireysel istemler dikkat
cekmistir. Yani ayni bakteri tliriiniin farkli suslarinda bile tamamen ayn1t MYH
sistemi uygulamasmin verimli olamayacagi, her sus icin ayrit ayri1 degerlendirme
yapmanin gerekli oldugu anlasilmistir. I¢inde bulundugumuz yiizyilin acil ¢agrili
calisma basliklarindan bir1 alternatif enerjidir. Hizli biliyiime ve ¢ogalma
karakteristikleri ile bakterilerin bu konuda saglayabilecegi avantajlar agiktir. MYH
sistemine uygun rekombinant organizmalarin gelistirilmesi mutlak gerekliliktir. Bu
cercevede Enterobacter aerogenes yiiksek voltaj aktivitesi ile bu konuda
calisilabilecek en avantajli tiirlerden biridir. vgb ise entegre oldugu sistemlere 6nemli
avantajlar saglayan bir gendir. Sistemimizde bu genin etkinliginin hiicre basma
aktivite gz oOniine alindiginda goriilebilmis olmasi bundan sonraki caligmalarimiz
icin umut verici olmustur. Sonuclar bize, optimizasyon c¢alismalarint MYH sistemi
icine yogunlastirdigimizda yani elektrot, membran, tampon ve farklh MYH
modellemeleri yapildiginda 6zellikle de sisteme eklenen kiiltiir hacminin arttirilmasi
durumunda ¢ok daha verimli bir voltaj aktivitesi gdzlenebilecegini diistindiirmiistiir.
Ayrica kullanilan atiklarin ¢esitlendirilmesi, elementel analizinin yapilmasi ve vgh
sisteminin katabolik represyonunu saglayan faktorlerin minimilize edilmeside vgb
sisteminin etkinligini mutlaka arttiracaktir. Sonraki ¢alismalarimizda NAD'/NADH
ve ATP oranlarminda voltaj Olglimleriyle paralel yiiriitiilmesi 1ile bakteri
metabolizmast ve voltaj arasindaki iliskinin daha 1iyi anlasilabilecegi {imit
edilmektedir. MYH sistemine bakteri entegrasyonu konusunda kat edilecek ¢ok yol
olmasma karsin bakterilerin yasamsal uyum ve yiiksek performanslarinin sisteme

saglayacagi katkilarda aciktr.
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