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Oz: Bu calismada, grafen kapl nikel-titanyum (NiTi) alasim iiretilerek mikrobiyal yakit hiicresinde (MYH) anot elektrotu
olarak kullanilmigtir. Calismada ¢ift bélmeli bir MYH reaktorii siirekli modda isletilmis ve elektrik liretim performansi detayli
bir sekilde aragtirilmistir. MYH reaktdriiniin iirettigi maksimum gii¢ yogunlugu 2043 mW/m? olarak elde edilmistir. Sistemin
toplam i¢ direnci 437.7 Q olarak &lgiilmiistiir. Isletme siiresi sonunda anot elektrotu yiizeyinden alman SEM gériintiilerinde
biyofilm yapisinda genellikle yuvarlak sekilli mikroorganizmalarin mevcut oldugu tespit edilmistir. Biyofilm numunesine
uygulanan PCR-DGGE analizleri elektrot yiizeyinde Shewanella oneidensis ve Pseudomonas aeruginosa gibi elektrik
iiretiminde etkin mikrobiyal tiirlerin mevcut oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Mikrobiyal yakit hiicresi (MYH), Anot elektrotu, Nikel-titanyum (NiTi) alasimi, Grafen kaplama, Giig
yogunlugu

The Usage of Graphene Coated Nickel-titanium (NiTi) Alloy in Microbial Fuel Cell as Anode
Electrode

Abstract: In this study, graphene coated nickel-titanium (NiTi) alloy was produced and used as an anode material in microbial
fuel cell (MFC). A double chamber MFC operated in a continuous mode, and electricity generation performance was
investigated in detail. The max power density of MFC was 2043 mW/m?2. The total internal resistance of MFC was measured
to be 437.7 Q. The SEM images showed that a round shaped bacteria present in the biofilm structure. PCR-DGGE analysis
demonstrated that Shewanella oneidensis and Pseudomonas aeruginosa, which are called electrogen bacteria, were present in
the biofilm.

Key words: Microbal fuel cell (MFC), Anode electrode, Nickel-titanium (NiTi) alloy, Graphene coating, Power density.

1. Giris

MYH’ler organik atiklardan elektrik enerjisinin iiretilebildigi biyoreaktorlerdir. Klasik bir MYH reaktorii
anot ve katot bdlmesinden olusmakta ve bu iki bolmeyi birbirinden fiziksel olarak ayiran proton degisim membrani
(PDM) bulunmaktadir [1] . Bir MYH reaktoriinde iiretilen elektrik miktarini etkileyen en 6nemli faktorlerden biri
sistemde kullanilan anot malzemesidir. Iyi bir anot malzemesi yiiksek elektriksel iletkenlige, mikroorganizmalar
ile biyolojik uyumluluga ve yiiksek spesifik ylizey alanina sahip olmalidir [2]. Su ana kadar yapilan MYH
caligmalarinda genellikle karbon tabanli malzemeler anot elektrotu olarak kullamilmustir [3]. Fakat bu malzemeler
distik elektriksel iletkenlige sahip oldugundan dolay1 birgok yeni malzeme MYH’lerde anot elektrotu olarak
kullanilmaya baslanmustir.

NiTi alagimlar1 biyouyumlulugundan dolay1 saglik sektériinde ve daha birgok alanda oldukga genis bir
kullanim alanina sahiptir [4]. Damar tikanikligini agici stenler, ortodontide dis telleri, ortopedik implantlar, gozlik
gergeveleri vb. tedavilerde kullanilmaktadir [5]. Bu malzemelerin canli dokular ve mikroorganizmalar ile
biyouyumlulugu olduk¢a yiiksektir. Bu nedenle MYH’lerde anot elektrotu olarak kullanim igin ciddi bir
potansiyele sahiptir. Ancak bu malzemelerin ylizeyinin diiz yapida olmasi mikoorganizmalarin tutunmasin
giiclestirmekte ve biyofilm olusumunu kisitlamaktadir. Bu nedenle, NiTi malzemelerin MYH’de kullanim
potansiyelini arttirmak igin ylizey modifikasyonu gerekmektedir. Literatiirde anot malzemeleri i¢in kullanilan en
iyi yiizey modifikasyonu grafen kullanilarak yapilmaktadir. Grafenin yiiksek elektriksel iletkenligi, mekanik
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dayanimi, mikroorganizmalar ile biyolojik uyumu ve uygun yiizey yapisina sahip olmasindan dolay1 grafen, MYH
caligmalarinda elektrot modifikasyonu igin kullanilmistir. Hou ve dig., (2015) paslanmaz gelik elyaf kegeyi grafen
ile modifiye etmis ve MYH’de anot elektrotu olarak kullanmislardir; ¢aligma sonucunda yapilan modifikasyonun
modifiye edilmemis anotlardaki elektrokimyasal kinetikleri iyilestirilerek MYH'nin i¢ direncini 6nemli derecede
azaltildigi rapor edilmistir. Bir diger ¢alismada Hsu ve dig., (2017) paslanmaz gelik elektrotu grafen ile modifiye
ederek gii¢ iiretiminde 1.5-4.5 kat artig saglamis ve MYH i¢ direncini diiglirdiigiinii rapor etmislerdir. Xiao ve dig.,
(2012) tarafindan yapilmis bir ¢aligmada gevrek grafen ve rulo kagit tarzi grafen MYH’lerde karbon kumasg
elektrotu modifiye etmek igin kullanilmis ve maksimum gii¢ yogunlugu sirasiyla 2.5 ve 3.3 W/m3 olarak elde
edilmistir. Buna karsin, modifiye edilmis elektrotun kullanilmadig1 durumda iiretilen giic miktarinin 0.3 W/m?3
oldugu rapor edilmistir. Zhang ve dig., (2011) grafen ile modifiye edilmis diiz paslanmaz ¢elik tel anotlarin, grafen
ile modifiye edilmemis anotlar ile kiyaslandiginda maksimum gii¢ yogunlugunun 18 kat daha fazla
iyilestirebilecegini belirtmistir. Anot elektrotu yiizeyinde elektrokimyasal olarak aktif biyofilmin olusumu ile
organik maddelerden iiretilen elektronlarin anot yiizeyine daha verimli bir sekilde aktarilmasi saglanmaktadir.
Literatiir verileri, grafen kullanilarak yapilan modifikasyon isleminin anot yiizeyinin iyilestirilmesi igin
kullanilabilecegini gdstermistir.

Bu ¢alismada, yeni iiretilen NiTi alasimi grafen ile kaplanarak MYH’de anot elektrotu olarak kullanilmstir.
Grafen ile kaplanan NiTi alasiminin elektrik {iretim performansi polarizasyon analizi ve nyquist analizleri ile
belirlenmistir. Isletme siiresi sonunda elektrot yiizeyinde olusan biyofilm yapis1 SEM analizi ile goriintiilenmistir.
Ayrica biyofilm yapisindaki mikrobiyal komunite PCR-DGGE analizi ile detayli bir sekilde arastirilmigtir.

2. Materyal ve Metot
2.1. NiTi alasiminin iiretimi ve modifikasyonu

NiTi alagimi, Ni/Ti atomikge oran1 %50.5 ve %49.5 olacak sekilde, caplart 3-25 mm aras1 degisen ve % 99.95
safliktaki nikel toplar1 ve % 99.99 safliktaki graniil seklindeki titanyum pargalarinin ark eritme cihazi ile argon
gaz1 altinda iiretilmistir. Uretimi yapilan NiTi alasiminin grafen ile kaplanmasi isleminde toz grafit (~325 mesh)
kullanilarak grafen oksit (GO) sentezlenmistir. 120 ml siilfiirik asit (H2SO.) ile karistirilan 3 g toz halindeki grafit
iyice 1slanmast igin 30 dk boyunca 5 °C sicaklikta ve 600 rpm’de karigtirilmistir. Ardindan karisim hizli bir sekilde
kanistirilirken sicaklik 10°C’yi gegmeyecek sekilde yavas yavas potasyum permanganat (KMnQOg) eklenmistir.
Elde edilen karigim 35 °C’de 3,5 sa karigtirildiktan sonra sicakligi 100 °C’yi gegmeyecek sekilde saf su ilave
edilmistir. Son olarak da 25 ml %30 safliktaki hidrojen peroksit (H20) yavas yavas eklenmistir. 6 dk ve 8500
rpm’e ayarlanmig santrifiij yardimiyla c¢oktiiriilen numenin 2 kez saf su ve 2 kez %20’lik HCI ¢ozeltisiyle
yikanmasindan sonra 1 kez daha su ile yikanarak islem tamamlanmustir.

2.2.  MYH reaktoriiniin kurulumu ve isletimi
Calismada cift bolmeli (H tipi) bir MYH reaktorii kullanilmistir (Sekil 1). Reaktoriiniin her bir bélmesinin

efektif ¢alisma hacmi 300 ml’dir. MYH nin anot ve katot b6lmesi PDM membrani (Ultrex CMI 7000) ile fiziksel
olarak birbirinden ayrilmistir.

Sekil 1. Calismada kullanilan MYH reaktorii. 1: Anot elektrotu, 2: Katot elektrotu, 3: Referans elektrot (Ag-
AgCl), 4: Hava tas1, 5: Proton degisim membran1 (Ultrex CMI 7000), 6: Besleme, 7: Cikis
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PDM membrani kullanilmadan &nce %4’liikk NaCl ¢ozeltisinde 24 saat bekletilmistir. Anot ve katot
elektrotlar1 10 Q diren¢ kullanilarak sabitlenmistir. Anot bolmesini asilamak amaciyla anaerobik ¢iiriitiicii ve
sediment ortamindan alinan as1 ¢amurlari esit olarak karistirilmus ve anot hacminin 1/10 oraninda olacak sekilde
ilave edilmistir. Daha sonra anot bolmesi sentetik olarak hazirlanmus atiksu ile doldurulmus ve 10 dk siireyle azot
gaz1 verilerek anaerobik sartlar olusturulmustur. Katot bolmesi 50 mM fosfat tamponu ile doldurulmus ve hava
tast kullanilarak akvaryum pompasi ile siirekli olarak havalandirilmistir. Anot bélmesine hidrolik bekletme siiresi
(HBS) 2 giin olacak sekilde reaktor beslemesi yapilmistir. Sentetik atiksu bilesimi Zheng ve dig., (2015)
belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Substrat kaynagi olarak asetat (400 mg/L KOI) kullanilmistir.

2.3.  Analizler
2.3.1. Elektrokimyasal analizler

MYH reaktdriinde iiretilen voltaji 6lgmek amacryla ¢cok kanalli Agilent 34410A Data Acqusition/Switch Unit
multimetre kullanilmistir. MYH reaktorlerinde iiretilen voltaj degerleri, Agilent Benchlink Data Logger 3 V4.3
yazilim kullanilarak 1 dk araliklarla on-line olarak bilgisayara aktarilarak kaydedilmistir. Elektrokimyasal
empedans analizi, Gamry Interface 1000 potansiyostat kullanilarak 5 mV genlikli sinyal ile 0,1 Hz ile 100 kHz
frekans araliginda gergeklestirilmistir. MYH reaktorlerinin farkli bilesenlerine ait direng degerleri Gamry Echem
Analyst V6.25 yazilimu ile model olusturularak belirlenmistir. Lineer sweep voltametri analizi (LCV), 0,25 mV/s
tarama hizinda Ag/AgCl referans elektrotu kullanilarak gergeklestirilmistir. MYH’de tretilen voltaj (V) ve gii¢
(P) denklem 1 ve denklem 2 kullanilarak hesaplanmistir.

V=IL.R (D)
P=LV=I2R 2
Formiilde;

V: Potansiyel, volt (V), I: Akim, amper (A), R: Direng, ohm, P: Giig, watt. ifade etmektedir.
2.3.2. Mikrobiyal analizler

MYH reaktoriiniin isletme siiresi sonunda anot elektrotu yiizeyinden biyofilm numunesi alinarak
mikroorganizmalara ait genomik DNA, UltraClean Soil DNA izolasyon kiti kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bakterilere ait 16S rRNA genlerinin ¢ogaltilmasi i¢gin TECHNE/TC-512 marka PCR cihazi kullamlmigtir. PCR
isleminden sonra analizin basarisin1 kontrol etmek amaciyla PCR iiriinleri %1°lik (w/v) agaroz jel i¢erisinde 100
V’da 20 dk siire ile yiiriitiilmistiir. PCR isleminde kullanilan forward ve reverse primerlerin baz dizilimleri Tablo
1’de verilmistir. Cogaltilan hedef genler denatiire gradyan jel elektroforez (DGGE) islemine tabi tutulmustur.
DGGE islemi, INGENY phor L-2 cihaz1 kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz i¢in hazirlanan jel, %35-60
arasinda degisen bir gradyanta (%100’liik denatiirant, 7 M iire, %40 Akrilamid bis (v/v) ve formamit) sahip olup,
1XTAE tampon ¢ozeltisi igerisinde %8 poliakrilamid jel igermektedir. DGGE analizinin ardindan saf tiirlere ait
dizi analizi gergeklestirilmis ve baskin olan tiirler belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Elektrot performansi

Calismada MYH reaktoriinde tiretilen giic miktarlarini tespit etmek amaciyla LCV analizi yapilmis ve elde
edilen veriler kullanilarak polarizasyon ve gii¢ egrileri olusturulmustur. Calismada kullanilan MYH reaktoriine ait
V-A ve P-A egrileri, Sekil 2A ve Sekil 2B’de goriilmektedir. Sistemde 4.16 A/m?’lik akim yogunlugunda 2043
mW/m? gii¢ yogunlugu elde edilmistir. Grafen ile modifiye edilmis NiTi elektrot ile iiretilen gii¢ miktarinn
literatiirle kiyaslandiginda, son yillarda yenilikgi elektrot malzemeleri ile yapilan birgok ¢alismadan daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Literatiirdeki mevcut ¢aligmalarda Yamashita ve Yokoyama (2018) molibden bir elektrot
kullanilarak 1296 mW/m? gii¢ iiretimi elde etmislerdir. Zeng ve dig., (2018) makro gdzenekli karbonize
polidopamin modifiye pamuklu tekstil ile 931+ 61 mW/m? gii¢ yogunlugu elde ettiklerini rapor etmislerdir. Diger
bir calismada ise Rikame ve dig., (2018) indirgenmis grafen oksit/polipirol kullanarak modifiye ettikleri grafit
elektrotu kullanarak 835.21+1.40 mW/m? gii¢c yogunluguna ulasmislardir. Grafen kapli NiTi elektrot kullanilarak
elde edilen gii¢ miktar1 (2043 mW/m?) giincel literatiirdeki degerler ile kiyaslandiginda oldukca yiiksek oldugu
gorlilmektedir.
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Sekil 2. MYH’de iiretilen gii¢ yogunlugu (A) ve polarizasyon egrisi (B)

MYH performansini gosteren diger bir 6nemli parametre ise i¢ direng degeridir. MYH sisteminin i¢ direnci
gii¢ Uretimini etkileyen en énemli faktdrdiir. Bu amagla kullanilan MYH reaktoriinde nyquist analizi yapilmis ve
elde edilen sonuglara model uygulanarak i¢ direng degeri detayli bir sekilde tespit edilmistir. Nyquist sonucu ve
sonuglara uygulanan model Sekil 3°de goriilmektedir. Buna gore NiTi elektrota ait anot yiik transfer direnci, katot
elektrotuna ait yik transfer direnci ve sistemin soliisyon direnci sirasi ile 371.7, 2.9 ve 63.1Q dur. MYH
reaktoriinde olusan toplam i¢ direng degeri 437.7 Q dur. Taskan ve Hasar (2015) tarafindan yapilan bir ¢aligmada
kalay kapli bakir mesh elektrotun kullanildig: ¢ift bélmeli bir MYH’de 477 Q’luk bir i¢ direng elde edilmistir.
Karbon kumag elektrotun kullanildig1 bir ¢aligmada toplam i¢ direng degeri 366 Q olarak rapor edilmistir [14].
Diger bir ¢alismada, biyolojik olarak indirgenmis grafen oksit film elektrot ile modifiye edilmemis elektrotlarin
kullamldigit MYH reaktorleri i¢in i¢ direng degerleri sirasi ile 299.11 Q ve 375.21 Q olarak belirlenmistir [15].
Yousefi ve dig., (2016) tarafindan yapilan bir diger ¢calismada grafit graniil yatakli anotun kullanildig {i¢ farkli
MYH’de elde edilen i¢ diren¢ degerlerinin 614.71-1711.59 Q araliginda oldugu rapor edilmistir. Grafen ile
kaplanmis NiTi elektrot i¢in elde edilen i¢ direng degeri literatiir degerleri ile kiyaslandiginda nispeten diisiik bir
i¢ direng degerinin meydana geldigini ve bu degerin literatiir degerleri ile kiyaslanabilecegi goriilmektedir. NiTi
alasiminin yiiksek elektriksel iletkenligi ve grafen kullanilarak yapilan yilizey modifikasyonu, anot yiizeyine olan
elektron transferini kolaylastirarak MYH’de meydana gelen i¢ direnci diislirmiistiir.
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Sekil 3. Anot elektrotuna ait Nyquist diyagrami
3.2.  Mikrobiyal kommunite analizi

MYH reaktoriiniin isletme siiresi sonunda anot yiizeyinden alinan biyofilm numunesinde aktif bakterilere ait
genomik DNA izole edilmistir. Daha sonra izole edilen DNA numunesine PCR ve DGGE islemleri uygulanarak
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bakteri tiirlerinin tanimlanmasi saglanmistir. DGGE analiz sonucuna gore elde edilen jel goriintiisiinde anot
yiizeyindeki biyofilm yapisinda mikrobiyal g¢esitliligin mevcut oldugu ve Comamonas sp. (KX225269),
Uncultured Geobacter sp. (JF817816), Shewanella oneidensis (AB447987), Uncultured Pseudomonas sp.
(GQ329590), Pseudomonas aeruginosa (JQ912281) gibi tiirlerin varligi belirlenmistir (Sekil 4). Shewanella tiirleri
c-tipi sitokromlara sahip olup anot elektrotuna kolay bir sekilde tutunabilir ve irettikleri elektronlari sahip
olduklar1 nanowire’lar sayesinde anota rahat bir sekilde transfer edebilirler [17]. Pseudomonas tiirleri ise fenazin
tabanl kimyasallar1 iiretme yetenegine sahip olup bu kimyasallar MYH’de medyator gorevi gormektedir [18].
Diger taraftan Geobacter tiirlerinin elektron transferinden sorumlu c-tipi sitokrom genine sahip oldugu literatiir
caligmalarinda rapor edilmistir [19]. Bu tiirler yiiksek elektrik liretme yetenegine sahip olan elektrojen tiirler olarak
bilinmektedir. Commault ve dig., (2013) grafit elektrotun kullanildigi bir MYH’de Geobacter tiiriiniin baskin
oldugu bir biyofilm ile 270 mW/m? giig iiretimi saglamistir. Narayanasamy ve Jayaprakash (2018) tarafindan
yapilan bir calismada grafit/polyester kompozit elektrot kullanilan bir MYH’de Pseudomonas aeruginosa
biyofilmi kullanilarak azo boyasi degredasyonu ile 1575 + 223.26 uW/m? giig iiretilebildigi rapor edilmistir.

+ Comamonas sp.

* Uncultured Geobacter sp.
Shewanella oneidensis <+

» Dechlorosoma sp.

Hydrogenophaga sp. « » Acinetobacter sp

Uncultured Pseudomonas sn. +—[SRSll— Pseudomonas aeruginosa
Uncultured beta proteobacterium «—{guuul
> Uncultured bacterium

Sekil 4. A: Anot elektrotu yiizeyinden alinan biyofilm numunesine ait DGGE jel goriintiisii, B: Baskin tiir
smiflart

Molekiiler ¢aliyma sonucunda grafen kapli NiTi elektrot yilizeyinde tespit edilen mikroorganizma tiirlerinin
b-proteobacteria (%40), d-proteobacteria (%10), g-protecbacteria (%40) ve Environmental bacteria (%10)
gruplarina ait oldugu belirlenmistir (Sekil 4B). Bu bakteri gruplarinin daha 6nceki ¢alismalarda anot biyofilminde
farkli oranlarda mevcut oldugu rapor edilmistir [21, 22] . Deltaproteobacteria grubuna ait bakterilerin anot
yiizeyinde kolonize olduklar1 ve irettikleri elektronlari anot yiizeyine kolay bir sekilde aktarabildikleri
bilinmektedir [23-26]. Molekiiler analiz sonuglari, grafen kapli NiTi elektrotun elektroaktif tiirlerin varligini
destekledigi ve biyofilm yapisinda tiir ¢esitliliginin mevcut oldugunu gostermistir.

3.3.  SEM sonugclari

Sekil 5°de NiTi alagiminin yiizeyinden alinan SEM goériintiileri verilmistir. Mevcut NiTi alasimi diiz bir
yiizey yapisina sahiptir. Diiz yapi, bakteriyel tutunma igin uygun bir ortam olusturmamaktadir.
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Sekil 5. Anot elektrotunun isletmeden 6nce yiizeyine ait SEM goriintiileri; (A) grafen kaplamasiz, (B) grafen
kaplt

Literatiirde yapilan ¢alismalarda piiriizlii ylizey morfolojisinin bakteriyel tutunmayi arttirdigi rapor edilmistir
[27-29]. Cheng ve dig., (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, grafit firga elektrot grafen nanokompozit kullanilarak
kaplanmistir. Uygulanan yiizey modifikasyonu ile iiretilen giic miktarinin 3,2 kat arttigini belirtmislerdir. Bu
calismada diiz bir yiizey yapisina sahip olan NiTi elektrotun yilizey 6zelliklerinin iyilestirilmesi i¢in grafen ile
modifikasyon (kaplama) islemi yapilmistir. Grafen kullanilarak yapilan kaplama islemi mikroorganizmalar igin
tutunma alanint arttirmasinin  yaninda yiizey piriizliliigi ve biyolojik uyumlulugu arttirmistir. Bu yapi
mikroorganizmalar i¢in uygun bir tutunma alani ve iyi bir elektron transfer yilizeyi saglamaktadir (Sekil 5B). MYH
reaktoriiniin isletme siiresinin sonunda elektrot yiizeyinden alinan SEM goriintiileri Sekil 6’da goriilmektedir. Anot
yiizeyinden farkli noktalardan alinan SEM goériintiilerinde elektrot yiizeyindeki biyofilm yapisi ve bakteriyel
morfoloji  goriilmektedir. SEM  goriintiilerinde  bioyofilm yapisinda genellikle yuvarlak  sekilli
mikroorganizmalarin varlig1 tespit edilirken nadir olarak ¢gubuksu mikroorganizmalarin da varligi gozlenmistir.
Biyofilm yapisindaki bakterilerin boyutlarinin yaklasik olarak 1pum oldugu goériilmektedir. SEM goriintiileri yeni
gelistirilen elektrot malzemesinin bakterilerin tutunmasi igin uygun bir ortam olusturdugunu gostermektedir.

» — -~ - . ’
EHT =1500kV ‘Signal A = SE1 Date 24 Feb 2017 — EHT = 1500 kV Signal A = SE1 Date 24 Feb 2017
WD = 95mm Mag= 500KX Time 12:54:18 WD = 10.0 mm Mag= 500KX Time 1302417

EHT = 1500V Signal A = SE1 Date 24 Feb 2017 ZE153| Dute 24 Feb 2017 ZE1SS|
| WO = 95mm Mag= 10.00 KX Time 125703 WO = 10.0 mm Mag= 10.00K X Time 13,0401

Sekil 6. Isletmeden sonra anot elektrot yiizeyinden alinan SEM gériintiisii
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4. Sonuglar

Bu c¢alismada grafen kapli NiTi alasimi MYH’de elektrot malzemesi olarak ilk defa kullanilmistir. MYH
reaktoriiniin iirettigi maksimum gii¢ miktar1 2043 mW/m? olarak elde edilmistir. Anot biyofilmine uygulanan
molekiiler analizler ve SEM sonuglar1 elektrot yiizeyinde iyi bir biyofilm tabakasinin mevcut oldugunu ve
elektroaktif tiirlerin varligin1 géstermistir. Bu sonuglar yeni gelistirilen elektrot malzemesinin mikroorganizmalar
ile biyouyumlulugunun yiiksek oldugunu ifade etmektedir. Sonug olarak yeni gelistirilen elektrot malzemesinin
elektrik iiretim performansi literatiir ¢aligmalarina kiyasla nispeten yiiksek olup ileriki g¢aligmalara 11k
tutabilecektir.
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