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ATIKSU ARITMA CAMURLARINDAN B iYOHIDROJEN ELDE EDIiLME
POTANSIYEL iNiN DEGERLENDIRILMESI

OZET

Kentsel atiksu aritma tesislerinde Uretilen aritige@murunun, aritimi ve
bertarafi 6Gnemli bir cevresel problemdir. Kullanddan dgarj edilen bu biyokutle
kalintilar potansiyel bir enerji kaypalir. Ancak iyi bir yonetim olmag icin
onemli cevresel problemler yaratir. Son zamanlamaaerobik fermantasyonla
hidrojen tretmek icin camur kullanimina odakli bealismalar yapilmgtir.

Bu calsmada atiksu aritma tesislerinden ¢ikan dnemli bk @ir( olan atik
aktif camurdan, karanlk fermantasyonla hidrojemigaetimi aratirilmistir. Kesikli
sistem anaerobik fermantasyonda, pH ve sicakli@arpatreleri icin optimumsietme
kosullari belirlenmgtir. 45£1°C’de ve pH 5'de en iyi verimin alingigoralmstar.

Atik camur yapisinda bulunan g mikroorganizmalarla optimum kollarin
belirlenmesinin ardindan, atik camura yapilacak essi@k gilamanin etkisi
arastinimistir. Ancak anaerobik kultir icinde bulunan mikroangzmalar, yiksek
miktarda metan dretimine neden ofme hidrojen dretiminin inhibe olmasina yol
acmstir. 24 saat sonunda atik aktif camurdan elde edilim 92894 mL/miken,
asilama sonrasi verim Set 2'de 1803 mBendismistir. Metanojenlerin etkisini
ortadan kaldirmak icin anaerobik kiltire isil §lem uygulandiinda (Set 3), 24 saat
sonunda elde edilen ;Hverimi ise 61533 mL/Mdir. Bu nedenle karanlik
fermantasyon deneyleringiama yapiimadan devam edikfir.

En son gamada atik aktif camurdan elde edilecek biyohidrojgetimini
gelistirmek ve atik camurun c¢6zinebilirfiini artirmak icin atik camura alti farkh
(asidik, bazik, 1sil glem, sterilizasyon, dondurma-¢6zme ve metanojenikbitor
ilavesi) 6n glem metodu uygulanmtir. Uygulanan tim ogiemler, camurun
yapisinda bulunan protein, karbonhidrat vell@ ¢ozunurligini artirmgtir. En iyi
cozunarluk (%) dgerleri, bazik 6nglem, 1sil 6n glem ve sterilizasyon uygulanan
atik aktif camur orneklerinde gorulgtiir. Sadece asidik ve bazik 0Oglem
uygulanan reaktorlerde, kontrol reaktoriine kiyadddna ylksek konsantrasyonda
hidrojen gazi cilgt oldugu gozlemlenmitir. Bir giiniin sonundalem gérmenmy atik
camurda okunan Hezeri 53256 mL/m iken, asidik dnglem uygulamasindan sonra
64806 mL/m, bazik 6n §lemde ise 77495 mL/frolmustur.

Anahtar  Kelimeler:  Arntma  Camuru;  Biyohidrojen Uretimi;  Karanlik
Fermantasyon; Oilem.
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EVALUATION OF BIOHYDROGEN PRODUCTION POTENTIAL FROM
SEWAGE SLUDGE

ABSTRACT

The treatment and disposal of sewage sludge gedenaturban wastewater
treatment plants are important environmental pmbleUnused, discarded biomass
residues are a potential energy resource, whighesent are not well managed and
thus pose significant environmental problems. Riédggeaome studies are focusing
on using the sludge to produce hydrogen by anaefebrnentation.

In this study, hydrogen gas production by dark fammation from waste
activated sludge, a major waste type resulting freastewater treatment plants, was
investigated. In batch system anaerobic fermemtatexperiments, optimum
operating conditions were determined for pH andpemture parameters. The
optimum conditions were determined to be 45+1°C@ifdb.

After determining optimum conditions with naturaicnoorganism found in
the structures of waste sewage sludge, the imgaanhaerobic seeding that will be
applied to the waste sewage sludge was investighlegever, the microorganisms
present in the anaerobic culture caused the primfuof large amounts of methane
and hydrogen production has led to inhibition. Wtithe yield obtained from waste
activated sludge was 92894 ml¥at the end of 24 hours, yield after seeding in the
Set 2 fell to 1803 mL/th When heat pretreatment was applied to the an@erob
culture (Set 3) to eliminate the effect of methaeg B yield obtained after 24
hours became 61533 mLimTherefore, dark fermentation experiments were
continued without addition of seed culture.

In the final stage, six different pretreatments hods (acidic, basic, heat
treatment, sterilization, freeze-thaw and, methenay inhibitor addition) were
applied to improve biohydrogen production to beaol#d from waste activated
sludge and to increase solubilization of waste gdudAll pretreatment methods
increased solubilization of proteins, carbohydraa@sl COD in the structure of
sludge. The best solubilization (%) values wereeoked in the waste activated
sludge samples which underwent basic pretreatmbagt pretreatment and
sterilization. Only in the reactors, which underwvecidic and basic pretreatment
methods, the concentration of hydrogen gas wasehititan control reactor. While
the H value read in waste sludge was 53256 nildmthe end of the day, it was
64806 mL/n after acidic pretreatment application and 77495miLiA, after basic
pretreatment application.

Key Words: Biohydrogen Production; Dark Fermentation; Pretresait; Sewage
Sludge.
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1. GIRIS

Endustri devriminin ardindan, teknik yeniliklere rakel olarak dinya genelinde
ekonominin gelimesi pg pese bag ayri dalgalanmayi beraberinde getigtini 1750-
1825 yillar1 arasindaki birinci dalgalanmaningllza enerji kayng kdmurdir. 1825-
1860 arasindaki ikinci dalgalanmada, ekonomiye ikamandiran elektrik olngtur.
1860-1910 yillan arasindaki G¢tinct dalgalanmalkirek etkisini strdirmiiancak
yeni enerji kayngu petrol olmytur. 1910-1970 arasindaki dordiinct dalgalanmada,
ekonomiyi biyiten yeni enerji kay®a nikleer enerjidir. Insanglu, simdi
1970’lerde bglayan 21. yuzyilin neresinde bitgtehenliz bilinmeyen yeni bir
dalgalanma icine girmgir. Bu yeni dalgalanmayi etkileyen enerji tirt ise
hidrojendir.

Hidrojen gazi, geleg@n temiz enerji tayicisi olma yolunda onemli bir
adaydir. Hidrojen, kullanim verimi yuksek bir ydlat cevre dostudur. Oksijen ile
birlestiginde, yuksek enerji geri ile yanip suya donir. Cok hafiftir ve kolaylikla
hava ile kawgabilir. Yalnizca bu 6zellikleri bile hidrojeni, getesin yakiti olarak
aday gostermeye yeterlidir.

Fosil yakitlarin yanmasi sonucunda kiresel i1sinmasit ygmurlarina sebep
olan CQ, SO, NO ve dier kirleticiler gibi 6nemli sera gazlari ve toksgazlar
acga ciktgl icin, fosil yakitlari tek enerji kayrga olarak gérmek ciddi cevresel
problemlere ve enerji krizlerine yol acacaktip, Hisiik emisyona sahip olgundan
stratejik agidan 6nemli, cevresel acidan yaradnadtemiz ve daha surdurulebilir bir
enerji kayngidir.

Batin birincil enerji kaynaklari, hidrojen Uretinrgseslerinde kullanilabilir.
Henlz dger enerji kaynaklarina gore Uretimi bir miktar pahaimakla birlikte,
cevreye sgladigl katkilar da g6z 6nune alirinda, yakin bir gelecekte insatdi
olan toplam maliyetinin daha da @itesi ongorilmektedir. D@sik senaryolara
gore, 2025 yilinda dinya genel enerji tiketiminihG#4 hidrojenden karlanacaktir.
Hidrojen, dinya icin oldgu kadar Turkiye icin de olduk¢ca 6nemli bir konudur.

Cunku Tarkiye bugin, enerjisinin %75’ini ithal etkbedir. Her yil petrol, dgalgaz



ve komur ithali igin, 40-50 milyar dolar harcanmakie bu harcamalar giderek daha
da artmaktadir. Bu nedenle Turkiye, alternatif gné&aynaklarina yonelerek
kullanim oranlarini artirirken, hidrojen dretimi rkgsunda yapilan camalari ve
destekleri geftirmelidir.

Ancak hidrojen icin temel problem, fosil yakitlaribg kolaylikla elde
edilememesidir. Gunumuzde hidrojen Uretimiggolukla, kompleks caima ve
yogun enerji gerektiren kimyasal teknolojilere dayamu yizden, yeni maliyetce
etkili ve cevreye dost teknolojiler gsirilmelidir. Hidrojen Uretim yontemleri
arasinda yer alan biyolojik hidrojen tretimi, fadaerji gerektirmeyen daha uygun
sartlar altinda ¢cagma imkani sundgu icin alternatif ve yenilenebilir enerji kaygia
olarak oldukca biyuk 6nemsta Atik minimizasyon sorunlari ve surdurulebilir
gelisime uygun olarak yenilenebilir kaynaklardan biyabjén tretimi, son yillarda
oldukca ilgi gérmektedir ve yé teknoloji olarak bilinir. Biyolojik hidrojen tGremi
amaciyla cgtli biyokttle kaynaklari, enerji elde etmek icirulkanilabilmektedir.
Ancak bu tur atiklardan biyolojik hidrojen Uretimgirasinda buylk reaktor
hacimlerine ihtiya¢ duyuldiu icin, hidrojen Uretimi kimyasal teknolojilere lasla
daha dguktdr.

Biyokutle, en bol bulunan yenilenebilir kaynaklandairisidir ve yuzyillardir
kullaniimaktadir. Halen daha biyokiitle, getiekte olan bircok Ulkede enerji
kaynainin %40-50’sine katkida bulunurken dinya enerjyriginin yaklagik
%12’si biyokutleden gdanmaktadir. Biyokutle konusunda yapilan saranalar,
olasi atik enerji uygulamalarindan dolay! son zdarda oldukca ilgi gérmektedir.
Bu yilzden yenilenebilir biyokutleden, 6zellikle géksek miktarda karbonhidrat
iceren organik atik ve atiksulardan, biyohidrojeretiini biyoenerji olgumunda
onemli bir rol oynamaktadir.

Tudm bunlar dgerlendirildiginde enerji verimlilgi, kaynak ceitlili gi ve
cevreye etkisi acisindan hidrojen enerjisinin fosiherji kaynaklarina kiyasla
Ustinligl acikca ortadadir. Bu durumda Uretim maliyetiniigtdilerek hidrojen
enerjisinin kullaniminin arttirlimasi ve yaygistiaalmasinin, dinyamizin gelege

acisindan birincil derecede dnemli bir konu @adgodzden kagiriimamalidir.



1.1Tezin Hedefi ve Ciktilari

Bu calsmada amag, gelegm en onemli enerji tayicisi olarak kabul edilen
hidrojenin karanlik fermantasyonla biyolojik yoldafde edilmesinde atiksu aritma
tesislerinden cikan bir atik olan aritma camurukubanilabilirlili gini ve aritma
camurlarindan daha yuksek verimde hidrojen Uresgilanmasi icin gerekli en
uygun calgma kagullarini argtirmaktir. Bu cagmada ham madde kayhiaolarak
secilen atiksu aritma camuru, 6nemli bir yenilelel@nerji kayn&idir. Diger
yenilenebilir atiklarin aksine, uygun bigekilde bertaraf edilmezse ya da
yararlanilmazsa cevreye cok fazla zararli olabiftiksek besi maddesi icgrj
Ozellikle fermantetif hidrojen tretimi igin atik gauru ideal bir substrat haline getirir
ve kurutulmamy atiksu ¢camuru, tim didnyada hidrojen gazi Uretmggken yaygin
ham maddelerden biri olarak gkrlendirilebilir. Calsmanin dger hedefleri gagida
verilmistir:

- Kesikli karanlik fermantasyonla biyohidrojen gazetim verimi tzerine, pH
ve sicaklik gibi cagma parametrelerinin etkisini gtamak, en iyi verimin alingi
kosullari belirlemek,

- Atiksu aritma camurunun, anaerobik camur if@aamasi sonucunda elde
edilecek hidrojen gazi tretimini gtamak,

- Atiksu aritma camurundan, biyohidrojen dretim verige atik camurun
¢c6zunurligh Gzerine yapilacak oglemlerin etkisini argtirmak,

- Cevre icin 6nemli bir problem ¢kil eden aritma ¢camurlarini,,Hiretimi icin
kullanip hem kirlilik bertarafi hem de temiz ve weli enerji Gretimi sglamak,

- Bu calsmada elde edilen sonuclarg@ualtusunda, bundan sonra yapilacak olan

calismalara ik tutacak dgerlendirmeler yapmak ve 6nerilerde bulunmaktir.

Ayrica calgmanin tasarim, sietim ve dgerlendirme agisindan konu ile
ilgilenen (akademisyenler, belediyeler, atiksunaaittesisi gletmecileri ve enerji
konusunda cajan kurulglar ve 6zelsahislar) kgiler icin de yol gdsterici olaga

dUstndlmektedir.






2. GENEL BILGILER

Hidrojen, 1500'1U yillarda kgedilmis, 1700'10 yillarda yanabilme 6zdinin farkina
varilmis, evrenin en basit ve en c¢ok bulunan elementi ohgmksiz, kokusuz,
havadan 14,4 kez daha hafif ve tamamen zehirsizgardir. Ging ve diger
yildizlarin termonukleer tepkimeyle vermbldugu isinin yakiti hidrojen olup,
evrenin temel enerji kaygadir. -253°C' de sivi hale getirilebilir. Sivi hajenin
hacmi, gaz halindeki hacminin sadece 1/700'0 kadaktldrojen d@ada serbest
halde bulunmaz, bijgkler halinde bulunur. En ¢ok bilinen bgigi ise sudur (URL-
1). Hidrojen, hemen hemen tim maddelerin ¥’UnUstahan evrendeki en bol
elementlerden biridir. Atmosferde % 0,07, dinyaeyiizde ise % 0,14 oraninda H
bulunur. Bilinen en hafif elementtir. 1 L hidrojgh09 g, 1 L hava ise 1,2 g'dir.
Suyun son Urlin olarak ¢igtlyanma reaksiyonunda, hidrojenin en yuksek 1sibde
3042 kalori/nfdiir (Das ve Vezirglu, 2001).

Sivi hidrojenin, birim kitlesinin Ust isil geri 141,9 MJ/kg, alt i1sil deri ise
120,7 MJ/kg olup, 1sil deeri petrolden 3,2 kat daha fazladir. Sivi hidrapetdirim
hacminin isil dgeri ise 10,2 MJ/ritir ve petroliin % 28' kadardir. Gaz hidrojenin,
birim kitlesinin 1sil dgeri sivi hidrojenle ayni olup, @al gazin 2,8 kati kadarken,
birim hacminin 1sil dgeri 0,013 MJ/M ile dozal gazin % 32,5'i olmaktadir. Metal
hidridlerin kutlesel enerji icegi, 2-10 MJ/kg ile sivi hidrojene gore cok kucukken,
hidridlerin hacimsel enerji icefi, 12,6-14,3 MJ/mi ile gaz ve sivi hidrojenden
buyudktar. Bir yakitin motor yakiti olma 6zelij yalnizca 1sil dgerine b&h degildir.
Ayrica devindirme-tahrik etme (motivity) faktori @mli olup, bu faktor, yakitin
kutlesi ve buna karik olan hacmine h#i bicimde, en yiksek isil gerli yakitla
analitik kasgllastirma sonucu hesaplanir. Hidrojenle birliktgitiemotor yakitlarinin

Ozellikleri Cizelge 2.1'de gosterilrtir.

Buginin enerji kaynaklari, ¢cevre tzerinde dnemlietkiye sahiptir. Hidrojen
enerjisi gelecek vaad eden alternatif bir ¢cozUmdRiinkii temizdir ve cevresel

acidan guvenlidir. Nukleer enerji ve yenilenebémerji gibi, bitmez tikenmez bir



enerji kayngidir. Hidrojen, kolaylikla kullanilabilir formda emjiyi tasimak,
depolamak ve datmak icin kullanilan ikincil bir enerji kayrga, yani bir enerji
tastyicisidir. Sekil 2.1'de goruldgu gibi diger kaynaklardan Uretilen enerjiyi
taslyarak, enerji tuketim sektorlerinin ihtiyacini kdar. YiUksek yanma isisina
sahiptir ve yakit hicrelerinde direk yakit olaraldl&nilabilir. Metan, metanol ve
etanol de ayni amagla kullanilabilmesingman yuksek reaktivite ve yiksek eneriji
yogunlugundan dolayi hidrojersu anda c¢ok sik kullanilan bir yakittir (Bartacek ve
dig., 2007).

Cizelge 2.1Hidrojenin dger yakitlarla kagilastiriimasi Senakta, 2005).

Yakit Birim kitle Birim hacim Motivity
enerjisi (MJ/kg)  enerjisi (MJ/m?) faktori
Sivi yakitlar
Sivi hidrojen 141,9 10,20 1,00
Fuel-oil 45,5 38,65 0,78
Benzin 47,4 34,85 0,76
Jet yakiti 46,5 35,30 0,75
Sivilagtiriimis petrol gazi 48,8 24,40 0,62
(LPG)
Sivi dgzal gaz (LNG) 50,0 23,00 0,61
Metanol 22,3 18,10 0,23
Etanol 29,9 23,60 0,37
Gaz yakitlar
Gaz hidrojen 1419 0,013 1,00
Dogal gaz 50,0 0,04 0,75

Hidrojen, karbon icermegi icin yandgl zaman a@a ¢ikan tek triin sudur.
CO,, CO, BHSQ,, duman-is, yanmamiidrokarbonlar aga ¢cikmaz. H, oksijen ile
yandgl zaman kicguk miktarda NQuretilir. Fakat yakit pilleri icinde kullanilg
zaman hicbir zararli emisyon glaz. Bu yiizden hidrojen, sadece son kullanim
uygulamalarini gesi bir cssitlilikte saglayabilme potansiyeline sahip giklir.
Yanma sonucunda sera gazi emisyonlari, asgmyau ve ozon tabakasinin

delinmesine yol acan gazlar ggicikmadgi icin ayni zamanda temiz bir yakittir.
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Eleletrik Uretimi

Terlegim Yen Ticann  Endiistriyel

Birincil Enerji
Kaynaklan Enerji

Tastyicist Enerji Toketim Sektorlen

Sekil 2.1. Hidrojen enerji sisteminigematik gosterimi (Bartacek vegdj 2007).

Hidrojenin ekonomik olarak dretiimesindeki teknikgellerin gillmasi icin
hidrojen Uretim, daitim, depolama, dégum ve son kullanim uygulamalarinin
maliyetinin digurdlmesi gerekir. Hidrojen, evrendeki en bol elem@&tmasina
ragmen c¢gunlukla fosil yakitlar, biyokutle, hidrokarbon paierler ya da su gibi
hidrojen iceren dier bilesiklerden Uretilebilir (Kotay ve Das, 2008). Hidrajegaz ya
da sivi formda depolanabilir. Fakat hidrojeni, Isgtirmak icin cok dguk sicakliklar
gerektginden sivi formda hidrojenin depolanmasi daha zordu

Hidrojenin sahip oldgu 6zellikler, icten yanmali motorlar icin ideal lyiakit
olmasini sglar. Hidrojen, IsI kayna ve tgima amaci icin temiz enerji gigicisi
olarak avantajli bigekilde kullanilabilir. Fakat hidrojen yakiti ve Inajenli araclarin
cok yuksek maliyeti, cevresel avantajlarina goger dasmakta ve kullanimini
sinirlandirmaktadir. Hidrojen, yakit hucreleriyleirett olarak elektgie de
donisturilebildiginden gelecekte merkezi kullanim icin en umut Jeyakitlardan

biri olarak digunulmektedir.

Dunyada Uretilen hidrojenin, go dgsal gazdan, sonrasinda ise metanol,
dimetil eter, etanol, dizel, propan ve petrolderetiimektedir. Ancak hidrojen,
biyokutle, hidroelektrik enerji, solar termal enedirek dénigim icin fotovoltaik
yontemin kullanildgi gine enerjisi ve rlzgar enerjisi gibi, yenilenebilir egjn
kaynaklarindan da uretilebilir. Hidrojen, su ve ¥emebilir enerji kaynaklarindan
kolaylikla Uretilebildgi icin enerji kayngl olarak buyik bir potansiyele sahiptir
(Demirbg, 2009).



2.1 Hidrojen Uretim Teknolojileri

Bugiin dunyada var olan belirsizlik, 6zellikle det®bDqgsu’da ve gelmekte olan
Ulkelerdeki talep argi, petrol fiyatlarinin son birka¢ yilda strekli cd& artmasina
sebep olmgtur. Ekonomik acidan goirdusu sikintilara ek olarak petrol kullanimi,
beraberinde cevresel sorunlari da gegtmiSon analizler Amerikalilarin % 50’sinin
yasadgl alanlarda kirleticilerin, cevreyi ya da halk gegini etkileyecek kadar
yuksek oldgunu gostermektedir. Amerika’da Uretilen karbon mia@itove azot oksit
(NOy) emisyonlarinin buyidk @unlugundan ve ucucu organik bgie (UOB)
emisyonlari ile C@in 6nemli miktarindan, ukam araclari sorumludur. Bu sorunla
basa cikabilmek icgin, daha temiz yakitlar bulmak veelbkle tasima sektori icin
enerji kaynaklarini gétlendirmek gerekmektedir. Fakat alternatif yakitla
konusundaki tercih, her yerde aynigdéir. Bir bélge etanolu tercih ederken,géri
biodizel, benzin ya da metani tercih eder. Bu VYakri ¢gsu, farkl teknolojiler
gerektirir. Fakat hidrojen bu ham maddelerin hegesmuiretilebildgi icin, bu 6zellgi
evrensel bir kaynak olmasini @ar. Son zamanlarda hem enerji ve ekonomik
glvenligi artirmak hem degu anki korkulara potansiyel bir c6zim sunmak amagiy
yeni hidrojen Uretim teknolojilerinin gglmi konusuna olan ilgi artmaktadir.
Hidrojene duyulan ihtiyag, enerji kaygiaolarak kullanim ile sinirli dgldir.
Hidrojen gazi, kimyasallarin Gretimi icin ham madularak, gida endustrisinde kati
ve sivi yalarin hidrojenasyonu, elektronik aygitlarin dretingielik imalatinda,
rafinerilerde petrolin yeniden formilasyonu ve di@sizasyon icin kullanilir.
Yaklasitk % 10 buydme hizi ile yilda 50 milyon ton hidnoje, dinya capinda
satildgl bilinmektedir. Amerika (US)’'nin ulusal hidrojerralim programina gore,
toplam enerji piyasasina hidrojenin katkisi 202&ear % 8-10 olacaktir. US enerji
departmani (US-DOE) tarafindan rapor edilen vezilgbre, H gici ve tama
sistemleri 2040 yilina kadar Amerika’nin butin ledginde olacaktir. Hidrojen
enerjisi ihtiyacinin artmasindan dolayr maliyet ingii ginin gelisimi ve verimli
hidrojen dretim teknolojileri, son vyillarda oldukghlyi goérmektedir (Kapdan ve
Kargi, 2006).Sekil 2.2’de 2005 yili itibari ile 45 milyon ton alayillik dinya
hidrojen Uretiminin, hangi yontemlerle gercekieldigi grafiksel olarak
sunulmytur. Hidrojen ekonomisine gecilmesi halinde, sorrede dgik olan
bugiinki hidrojen Uretim miktarlari mertebeler segipnde artacak ve muhtemelen

hidrojen Uretim yontemlerinde de énemliggigmler olacaktir (Ozgener, 2009).



Petrol/nafte
Metan-buhar reformasyont
reformasyonu 30%
48%

Komdar
gazlgtirma
18%
Diger 0,10% Elektroliz

3,90%

Sekil 2.2. Dunya hidrojen Uretiminde kullanilan glgik yontemlerin paylari (Ewa
ve Allen, 2005;

Hidrojen uretimind, ¢ssitli kaynak ve teknolojilerkullaniimaktadi; dogal
gaz, kémudr, benzin, rtanol veya biyokitleden isiyla; bakteriler ve atdkn
fotosentele; elektrik veya glnge 1s1g1 etkisiyle suyun hidroliziyle hidrojen
dretilebilir. Bugun hidrojen Uretiminin @o, fosil ham madderden yapilmaktac.
Dunya hidrojen uretiminin %48'i d@l gazdan (%90 dan fazlasi metandir), %2
rafineri Urtnlerinden, %18’i komirden ve kalan %4l@ suyun elektroliziyle eld
edilmektedir. Bunlarin ginda gelgtiriimis ve gelitiriimekte olan yeni hidrojel
Uretim prosesleri de var. Hidrojen uretim metotlarham maddye, elde edilmek
istenen hidrojen miktarina ve saflik derecesinegi#@isir. Yeni gelstiriimekte olan
yontemler de dikkate alinginda hidrojen Uretim teknolojile, ¢ grup altinda
toplanabilir Sekil 2.3);

* Fosil ham madderden: Kémurin gazgairiimasi, buhar reformasyonu, ototerr
reformasyon, termal agma.

* Yenilenebilir enerji kaynaklarindan: Suyun elekizi, fotoelektroliz, suyun terme
parcalanmasi, biyokutle gaghasi

* Atik gaz akimlarindan hidrojen kazar: Rafineriler (buhar veya metan
reformasyon fabrikalari proses gaz) ve kimyasal madde fabrikalnda (amonyak
veya metanol sentezi) hidrojence zengin atik gdakirhidrojenin ayrilmasi (Uk-
2).



Hampetrol > Dongturacl |——
Kémur » | Dongturict |——
Dogalgaz > Dongtiraca |——»
Nukleer Gug uretim fab.| ———

Gunsg Jenerator _

H|f:iro Jenerato"r - Elektrolit = Hidrojen
Ruzgar Jenerator _—

Dalga Jenerator E—

Jeotermal Gug¢ uretim fab|——

Odun > Dongtarict | ——»
Organik atiklar > Dongtdract| ——
Biyokutle » | Donigtaracta| ——»

Sekil 2.3. Hidrojen uretim kaynaklari ve prosesler (URL-2).

Fakatsu anda, en cok gstirilen ve en ¢ok kullanilan teknoloji, hidrokarbon
yakitlarin reformasyonudur. Fosil yakitlara olargibailigi azaltmak icin biyokutle
ve su gibi yenilenebilir kaynaklardan, hidrojen tiire teknolojilerinde de 6nemli
artislar olmustur. Cizelge 2.2'de, kullanilan ham madde ve te@jge basl olarak
elde edilen hidrojen verimleri kalastirilmistir. Yenilenebilir enerji ile birlgen
elektroliz, yakin doénemdeki dik emisyonlu bir teknolojidir. Uzun doénemli
teknolojiler biyohidrojen, termokimyasal su aymma ve fotoelektrolizdir. Bu
alternatif hidrojen Uretim proseslerinin gghinde 6nemli ilerlemeler olmasina
ragmen, su anki geleneksel buyuk olcekli teknolojiler ilekedet edebilmeleri igin
daha fazla teknik ilerleme ve maliyette azalma kjerd-akat daha kicuk 6lcekte
hidrojen Uretimine imkan veren teknolojiler, 6zl de elektroliz, maliyet olarak
digerleri ile rekabet edebilecek durumdadir. Hidrojéiemen hemen her yerde
bulunabilen c¢ok farkh besin atiklarindan da Gseddilir. Cevresel etkileri minimum
hale getirmek icin gelmekte olan bircok proses vardir. Bu teknolojilegelisimi,
fosil yakitlara diinyanin Igali gini azaltabilir. Ayni zamanda hidrojen kullanmak ve
uretmek ile, para vesigiucu udlkemizde tutulmuolur. Kurum ici hidrojen Uretimi,

ulusal enerji ve ekonomik guvegiiartirabilir (Holladay ve di., 2009).
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Cizelge 2.2. Farkli teknolojiler sonucunda elde edilen hidrojeerimlerinin
karsilastiriimasi (Holladay ve @i, 2009).

Teknoloji Ham madde Verimlilik  Teknolojinin
gelisimi

Buhar reformasyonu Hidrokarbonlar 70-85% Ticari amagcl

Kismi oksidasyon Hidrokarbonlar 60-75% Ticari amacl
Ototermal reformasyon Hidrokarbonlar 60-75% Yakin donem
Plazma reformasyonu Hidrokarbonlar 9-85% Uzun vadede

Sucul safha reformasyonu Karbonhidratlar 35-85% Orta donem

Amonyak reformasyonu Amonyak NA Yakin donem

Biyokutle gazifikasyonu Biyokautle 35-50% Ticari amagli
Fotoliz Guneg Isigi+su 0,5% Uzun vadede

Karanlik fermantasyon Biyokdtle 60-80% Uzun vadede
Foto fermantasyon Biyokdtle + giine 0,196 Uzun vadede

ISIZI

Mikrobiyal elektroliz hiicreler ~ Biyokitle + elektrik ~ 78% Uzun vadede
Alkali elektroliz HO + elektrik 50-60%  Ticari amagli

PEM elektroliz HO + elektrik 55-70%  Yakin donem

Kati oksit elektroliz hiicreler 30 + elektrik + 1sI 40-60%  Orta dénem
Termokimyasal su aymasi HO + IsI NA Uzun vadede
Fotoelektrokimyasal su H.O + glng 118l 12,4% Uzun vadede

ayrismasi

NA Bilgi elde edilemiyor.

a Yuksek 1sil dgerlere bgli termal verimlilik

b Hidrojen saflgtirma dahil edilmenstir.

c Su aygmasi aracifilyla donigim ve hidrojen safkdirma dahil edilmengtir.

d Teorik olarak maksimum 4 mol,Hnol glikoz verim elde edilir.

e Organik materyaller Uzerinden g&nesiginin hidrojene doniiimi ve hidrojen
saflastirma dahil edilmenstir.

f Substrat icindeki enerji ve uygulanan voltaji rige tim enerji verimlili. Hidrojen
saflastirma dahil edilmenstir.

g Uretilen hidrojenin diik 1sil degeri, elektrik enerjisiyle elektroliz hiicresine dyri

h Yiksek sicaklikta elektroliz verimidi, termal enerji kayn&anin verimliligi ve elektroliz

calisma sicakigina balhdir.
i Su ayrgmasi ile guingisigl hidrojene dongiir ve hidrojen safigirma dahil edilmenstir.

2.2 Biyolojik Yolla Hidrojen Uretimi

Biyolojik olarak yenilenebilir kaynaklardan mikr@aVve bakteriler tarafindan uretilen
biyohidrojen, surduartlebilir enerji kaype icin  Umit verici bir alternatiftir.
Yenilenebilir kaynaklar konusu 6zellikle de biyorogen, enerji giivengii, cevresel
ilgiler, doviz tasarrufu ve dunyadaki butin Ulkéhebdlgesel sektorleriyle ilgili
sosyoekonomik sorunlari igerir.

Biyokutle, gelecgin en ©Onemli yakiti olarak hidrojenin farkindahi
hizlandirma potansiyeline sahiptir. Fakat biyokdle hidrojen elde etmede, bircok
zorluk vardir. Biyokutleden hidrojen elde etme waridistuktir ve gunimuizde

teknolojik olarak kendini kanitlamkullansh bir biyohidrojen Gretim prosesi yoktur.
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Ancak biyohidrojen Uretim prosesleri, termokimyasal elektrokimyasal prosesler
ile kiyaslandginda, enerji ygunlugu daha az olmasinagmen cevresel agidan daha
dost bir teknolojidir.

Biyokimyasal ve biyolojik prosesler bircok avantdja sahiptir:
1) istenmeyen ve tehlikeli yan uriinler grioaz.

Biyokitle + @ —» CO + H+ CG;, + Enerji (2.1)

2) Ortam sicakfil ve basincinda meydana gelir.
3) Ozel ekipman gerektirmez.
4) Hepsi yenilenebilir enerji kaynaklarndir (Sim@aPandey, 2011).

Biyokutlenin mikrobiyal fermantasyonunda, farklikatmateryaller substrat
olarak kullanilabilir. Karbonhidrat gibi substratlbakteri konsorsiyumu tarafindan
fermante edildii zaman, yeni ve 6zgun bir proses g@limektedir (Demirba,
2009). Kimyasal ya da elektro kimyasal benzerleriaksine biyolojik prosesler,
ortam sicakiii ve basincinda, sucul ortamda, mikroorganizmalarafindan
katalizlenirler. Dahasi bu teknikler, stma maliyeti ve enerji harcamalarindan
kacinmak icin biyokitle ya da &tn elde edilebildii bolgelerdeki kicuk olcekli
tesislerde, merkezi enerji Uretimi i¢cin de uygurdur

Yenilenebilir enerji Uretimi amaciyla kullanilan e@nemli biyokitle
kaynaklari, tarimsal drtinler ve onlarin atik yadrierini, odun ve odun & gibi
lignoselilozik drunleri, gida Uretiminden c¢ikankédr, alg ve sucul bitkiler ve
insanlarin ygam alanlarinda uregii atiklari igerir. Tarimsal atiklar, giftlik
hayvanlarindan temin edilen hayvan gubresi ve arittamuru gibi su iceren
biyokutleden, cgunlukla mikrobiyal fermantasyonla enerji geri kagan Ener;ji
kayna olarak kullanilan biyokitle, aghan ya da ham madde formunda karakterize
edilir. Bu kaynaklar, uygun kallar altinda kullanilirsa, gelecekte enerjininslibza
kayna olacaktir.

Biyokutle, yenilenebilir hidrojen tretimi icin dndnbir kaynak potansiyeline
sahiptir. Ayrica, biyokutleden hidrojen Ureten mslgrin ¢@u, biyolojik materyal
Ureten proseslerle birbirini tamamlayici 6zelliksggrir. Bu ylizden buyik tarimsal
ekonomisi olan Ulkeler, biyoendustri ile biyoeneini birlestirilmesi neticesinde,
onemli seviyede ekonomik ggilin potansiyeline sahip olacaklardir. Yiyecekgati
gibi disuk deserli atik biyokutle kullanan yenilenebilir hidrojereknolojileri, diger

hidrojen Uretim teknolojileri ile maliyetce rekabetdebilir olmak icin blyuk
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potansiyele sahip iken, biyokitleden hidrojen Getgu anda d@al gazdan hidrojen
uretmekten daha pahalidir. Hidrojenin ekonomik aktaelde edilmesi icin,sgdmasi

gereken bircok lojistik ve pazar sorunu vardir @ove Das, 2008).

Hidrojen Gretimi icin kullanilan her metot, farkbir enerji kayngl (termal
(1s1), elektroliz (elektrik) ya da fotolitik {ik enerjisi) vs.) gerektirir. Fer bir deysle
yuksek enerji ihtiyaci vardir ve cevresel agidan Zeaman yararl dgldir. Dahasi,
21. yuzyilin ortalarina dwu, fosil yakit agiinin artmasi beklenmektedir. Bu acidan
bakildginda hidrojen Uretimi, 6zellikle de biyolojik hidem Uretimi, alternatif ve
yenilenebilir enerji kayna olarak olduk¢a 6nemli gbzikmektedir. Boylesineih
bir kaynaktan verimli birsekilde faydalanmak igin, biyolojik yolla hidrojen
uretimindeki bilimsel ve teknik engellerin ortadkaldiriimasi gerekir (Cizelge 2.3)
(Kotay ve Das, 2008).

Temel enerji kayna olarak fosil yakitlara bgilik, ciddi enerji krizlerine ve
cevresel problemlere (fosil yakitlarin azalmasi uelilik emisyonlari) yol
acmaktadir. Dahasi fosil yakitin yanmasi sonucueddl 1Isinma ve asit gauruna
sebep olan sera gazi ve toksik gazlar,,C&3, NO; ve diger kirleticiler, dnemli
miktarda dretiimektedir (Ni ve @i, 2006). Bu problemlere kahk olarak,
surdarulebilir geBim icin yenilenebilir alternatifler tzerinde calmaktadir.
Biyokutle, yakin bir zamanda petroliin yerini almask muhtemel yenilenebilir bir
organiktir. Biyokutle, hayvan atiklari, kentsel katiklar, ekin kalintilari, kiiciikgac
kalintilari, tarimsal atiklar, tajagozlari, sucul bitkiler, kisa dénemli otsu turlatjk
kagit, tahillar ve daha bircok maddeden elde edilefiiblladay ve di., 2009).

BiyokUtleden mevcut enerji Uretim prosesleri, tekinoyasal ve biyolojik
prosesler olmak Uzere iki genel kategoriye ayrilalfLevin ve Chahine, 2010).
Piroliz, geleneksel gazifikasyon ve superkritik sgazifikasyonu, Uc¢ temel
termokimyasal prosestir (Kalinci ve gdi 2009). Direk biyofotoliz, dolayl
biyofotoliz, biyolojik yoldan suyun gaza ddégiimu, foto fermantasyon ve karanhk

fermantasyon ise, temel biyolojik proseslerdir.
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Cizelge 2.3.Biyohidrojen uretiminde bilimsel ve teknik engell@otay ve Das,

2008).
Kisitlama tar Kisitlamalar Kabul edilen ¢ézim
Temel Bilim
- H, Uretim oranlari, verimi ve devamfliicin
- Bakteri dgal olarak 4 mol kombine bir izleme ve daha fazla yeni
Organizma H,/mol glikozdan daha fazla mikroorganizmanin izole edilmesi

Uretemez. - Belirlenen bakterinin gengini degistirme

> (e P ) YA - Enzim kleyis ve diizeninin daha iyi

Enzim d?nog;due ;%:ﬁ': anlgllmasi
(hidrogenaz) - Geri inhigisyor%da " - Mutajenik calsmalar
A - Dusuik H, kismi basingl fermantasyon
Fermantatif

- Uygun ham maddenin

yuksek maliyeti (glikoz)
Ham madde - Yenilenebilir biyokutle

kullanarak dgtk verim

- Ham madde olarak yenilenebilir biyokiitle

- Verimi artirabilen mikrobiyal tirlerin
kullanimi ve parcalanmasi

- Uygun endustriyel turin

Tar eksikligi - Endustriyel olarak gecerli turlerin gghni
- Ticari olarak uygulanabilir - Hibrit sistem (Foto+Karanlik fermantasyon)
artin verimi
- Tamamlanmamgisubstrat - Fermantor ekonomik acidan uygun ikinci bir
kullanimi prosesle birlgtirilebilir.
Proses
- Uygun proses - Sirekli kultiir gibi fermantasyon araclarinin

kullanimi ve uygulanmasi

- Sterilizasyon - DUsuk maliyetli sterilizasyon teknolojisi
gelistirmek

Muhendislikte

- H, Uretimi icin kinetik olarak - Tanimlanan proses/tir icin uygun bir reaktor

uygun reaktér tasariminin gelistirmek amaciyla proses muhendisli
Reaktor eksikligi kavraminin dahil edilmesi
- Fotobiyoreaktdr olmasi - DUz panel ya da ici dilp reaktor
durumundasik yogunlugu kullanilabilir.

- Termodinamik engel

Termodinamik NAD(P)H - H, (+4,62 kJ/mol) - Zit elektron nakli yapilabilir.
Hidroien - H, saflatirma/ayirma - CO,/H,S’in secici absorpsiyonu
) - Depolama - H, depolama konusunda temel galalar
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2.2.1 Termokimyasal prosesler

2.2.1.1 Biyokutlenin pirolizinden hidrojen eldesi

Piroliz, oksijen yoklgunda 0,1-0,5 MPa’da 650-800 K sicaklikta biyokiitlen
Isitilarak sivi ya, kati organik kdmur ve gazli bgiélere dénigtaralmesidir. Piroliz,
distik piroliz ve hizl piroliz olarak siniflandirildbi Uriinler ¢gunlukla organik
komur oldgu icin, duk piroliz normalde hidrojen dretimi igin gliintilmemektedir.
Hizli piroliz, yuksek sicakliktaki bir prosestir.iy@kitle ham maddesi buhagtaa
icin proses icindeki havanin yolgunda hizli birsekilde isitilir ve daha sonra gaz

koyu renkli hareketli biyolojik siviya dogir (Jalan ve Srivastava, 1999).

Gaz halindeki Grunler sinda, y& halinde bulunan urunler, hidrojen tretimi
icin islenebilir. Piroliz ya& suda co6zinebilirlifine bah olarak iki fraksiyona
ayrilabilir. Yapskan madde icin suda c¢ozinemeyen fraksiyon formdidérieen,
suda ¢ozunebilir fraksiyon hidrojen Uretimi iginllamilabilir. Sistemin izledii yol,
Sekil 2.4'de 6zetlenmgtir (Ni ve dig., 2006).

Biyokutle — Piroliz — | Karbonkalintis
A
4 Yan urln
Biyo-yakii 7

y

Ayrisma | ——»

Fenolik aracilar

l ’

Katalitik buhar Recine
reformasyonu

|

H, ve CQ

Sekil 2.4. Yan Urdn stratejisi ile piroliz temel alinarak bigdlenin hidrojene
donimi (URL-3).

2.2.1.2 Biyokutle gazifikasyonu ile hidrojen eldesi

Biyokutle ve komdur ile yaygin bigekilde kullanilan gazifikasyon teknolojisi, birgok
proseste ticari boyutta kullantlir. Pirolizin farkbir uygulamasidir ve bu yizden
Uretici gaz olarak bilinen hidrojen, metan, karboonoksit, karbon dioksit ve azot

karisimi icinde bu maddelerin kismi oksidasyonuna dayaBiyokiitle icinde
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bulunan nemin buhagariimasi gerekgii icin, gazifikasyon prosesinin termal
verimliligi dusuktr. Sabit yatakli ya da akan yatakl reaktor icinde, katalizor
olmaksizin ya da katalizérlt yapilabilir. Akan yatakli reaktdrde, genel olarak daha
iyi performans elde edilir.

Gazifikasyon, 800-1000°C’lik yuksek sicakliklardéelgaz trtn icinde dnemli
miktarda katran Uretir. Bu ylzden nikel katalizér ga toz haline getirilgidolomit
kullanan ikincil bir reaktor, gaz Urind iygiermek ve katalitik olarak temizlemek
icin kullanihir. ideal olarak, oksijen bu unitelerde kullanilabifiakat oksijen ayirma
biriminin isleyisi, kuguk Olcekli Unitelerde maliyet acgisindan engadlsturur
(Holladay ve dg., 2009).

2.2.1.3 Superkritik su gazifikasyonu

Kritik nokta Uzerinde suyun gta cikan ozellikleri kimyasal reaksiyonlar icin,
Ozellikle de gazifikasyon prosesinde, 6nemli rohawy Kritik nokta altinda, sivi ve
gaz safhalarin her ikisi de farkl 6zellik gostkein en son samada kritik noktaya
ulasildigi anda (sicaklik>374°C, basing>22 MPa) her iki safh da ozellikleri
Ozdstir. Kritik noktanin Gzerinde, stperkritik su gakdsyonunun ozellikleri sivi ya
da gaz gibi keullar arasinda dgsir. Biyokutle gazifikasyonunda, superkritik su
gazifikasyonunun kullanimi ytksek nem icerikli bijimle ile direk olarak bga
cikabildigi (>%50) icin biyokutlenin kurutulmasi gerekmemeakte(Kalinci ve dg.,
2009).

2.2.2 Biyolojik prosesler

Biyolojik hidrojen uretimi olgusu, 100 yil 6ncesmdark edilmgtir. 1970’lerde
enerji krizi patlak verdii zaman, hidrojen Uretim teknolojisi, 0Ozellikle de
fotosentetik prosesler ile hidrojen dretimi, ilgbrgneye bglamistir. Fakat bu
calismalar laboratuvar olceklidir ve uygulamaya geciglidir. Biyolojik hidrojen
uretimi, be farkli grup icinde siniflandirlabilir: 1) Direkbiyofotoliz 2) Dolayli
biyofotoliz 3) Biyolojik yoldan suyun gaza d&iim reaksiyonu 4) Foto
fermantasyon ve 5) Karanlik fermantasyon (Levindie, 2004). Bitln prosesler,
hidrogenaz ve nitrogenaz gibi hidrojen Ureten eteimle kontrol edilir. Bu

enzimlerin 6zellikleri, Cizelge 2.4'de verilgtir.
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Cizelge 2.4.Nitrogenaz ve hidrogenazin 6zelliklerinin kidastirilmasi (Ni ve dg.,

2006).
Ozellik Nitrogenaz Hidrogenaz

Substratlar ATP, Hya da N, H*, H,

elektronlar
Urlinler H ya da NH* ATP, H', Hy, elektronlar
Proteinlerin Iki (Mo-Fe ve Fe) Bir
sayisl
Metal bilesenler Mo, Fe Ni, Fe, S
Optimum sicaklik 30°C(A. vinelandii) 55°C’de(R. rubrum),

70°C(R. Capsulatus)

Optimum pH 7,1-7,3A. vinelandii) 6,5-7,5(R. sulfidophilus)
Inhibitorler N> (H. Giretimi), NH,*, O,, CO, EDTA, Q, organik

yuksek C/N orani bilesiklerin varligi
Simulatoérler $1k H. (R. sphaeroidesprganik

bilesiklerin yoklugu (R. rubrum,
R. capsulatus)

2.2.2.1 Direk biyofotoliz

Direk biyofotoliz ile hidrojen Uretimi, hidrojen adturmak amaciyla gigeenerjisini
kimyasal enerji bicimine dostirmek icin mikroalg fotosentetik sistemlerin

kullanildig biyolojik bir prosestir.

Gune enerjisi
2H 0 ——> 2pH+ O, (2.2)

iki fotosentetik sistem, fotosentez prosesindenrstrdur: 1) CQ azalmasi
icin indirgeyici Uretecek fotosistem | (PSI) 2) Qks acga cikaran ve suyu
ayristiran fotosistem 1l (PSIl). Biyofotoliz prosesindesudan gelen iki proton
hidrogenazin varginda hidrojen olsumu ya da PSl ile Cazalmasini sgayabilir.

Yesil bitkilerde hidrogenaz eksilinden dolayi, sadece karbon azalimi olur.
Diger tarafta ygl alg ve Cyanobacteria (mavi-ysil alg) gibi mikroalgler,
hidrogenaz icerir ve bu ylzden hidrojen Uretme rygdi@e sahiptir. Bu proseste,
PSIl ik enerjisini absorblagl zaman elektronlar Uretilir. Daha sonra elektrgnla
PSI tarafindan absorbe edilen ggieaerjisini kullanarak ferrodoksine (Fd) transfer
edilir. Hidrogenaz enzim§ekil 2.5’de g0sterildii gibi hidrojen tretmek icin Fd'den

elektronlari kabul eder.
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Gune enerjisi

i TH:
PSIve P

SI) 26 o,
Fd
ﬁ\

Sekil 2.5. Direk biyofotoliz (Ni ve dg., 2006).

Hidrogenaz oksijene duyarli olgu icin, hidrojen Uretiminin sdrdurulebilir
olmasi amaciyla oksijen icgmi % 0,1'in altindaki dgik seviyelerde tutmak
gereklidir. Bu kaul, oksidatif solunum stresince oksijeni tiketensilyelg
Chlamydomonas reinhardtinin kullanimi ile elde edilebilir. Fakat substratbtnemli
miktari, bu proses suresince harcg@nae solunum oldgu icin verimlilik disuktar.
Son zamanlarda mikro alglerden kaynaklanan mutdasion iyi bir O, toleransina
ve bu yuzden de daha yuksek hidrojen Uretiminepsaldusu goralmitar (Ni ve
dig., 2006).

2.2.2.2 Dolayli biyofotoliz

Dolayli biyofotoliz kavrami, Sekil 2.6’da gosterildii gibi 4 aamada yapilir:
1) Fotosentezle biyokitle dretimi 2) Biyokitle zarngsmesi 3) 2 mol asetat ile
birlikte alg hicresi icindeki 4 mol #mol glikoz verim getiren aerobik karanlik
fermantasyon 4) Asetatin 2 molundn hidrojene gdmii. Tipik bir dolayli
biyofotolizde, Cyanobacteria (mavi-yssil alg) aagidaki reaksiyonla hidrojen
aretmek icin kullanilir (Ni ve @j., 2006);

6H,0 + 6CQ - CsH1205 + 60, (2.3)

CeH1205+ 6H,O - 12H, + 6CO (2.4)
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Sekil 2.6. Hidrojen tretimi icin dolayl biyofotoliz (Ni ve di, 2006).

Troshina ve di. (2002), Cyanobacterium gloeocapsa alpicolee yapilan
dolayl biyofotoliz ¢algmasinda, pH deeri 6,8 ila 8,3 arasinda tutularak optimum
hidrojen Uretiminin elde edildini rapor etmgtir. Yine ayni camada sicaklik

30°C’den 40°C’ye cikarilarak, hidrojen tretimi Kdta kadar artirilabilmgtir.

2.2.2.3 Karanlik fermantasyon

Karanlik fermantasyon ile Hiretimi, karbonhidratlarca zengin substratlar ok
karanlikta buylyen anaerobik bakteri ile gercgtikiéir. Fermantasyon reaksiyonlari
25-40°C (mezofilik), 40-65°C (termofilik), 65-809Gsiri termofilik) ve >80°C (hiper
termofilik) Uzerindeki sicakliklarda gercekébilir (Levin ve Chahine, 2010).
Hidrojen uretimi igin karanlk fermantasyonun kulilgigi bir proses 6rng, Sekil
2.7'de verilmgtir. Karanlk fermantasyon ile hidrojen uretim tekoiisi, cok fazla
alan gerektirme@ ve hava keullarindan etkilenmedi icin ticari deser
kazanmaktadir (Ni ve gi, 2006).
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Direk ve dolayli fotoliz sistemleri, saf Hiretirken karanlhk fermantasyon
prosesleri, oncelikli olarak Hve CQ iceren fakat daha az miktarda £HCO ve
H.S’den olgan bir gaz kagimi Uretir. Karanhk fermantasyon sistemleri, hijéro
eldesi ve elde edilen enerjinin yakit hicrelerinddlanimi icin mikemmel bir
potansiyel sunar. Ancak yuksek saflikta hidrojedeeétmek igin, ayirmasamasi
gereklidir (Levin ve Chahine, 2010).

Yemnilenebilir
kavnaklar

Hidroliz

Glikoz AT

Piruvat @

Asetil Col

@ Ferrodoksin

Hidrojen

Sekil 2.7. Fermantasyon aradil ile yenilenebilir kaynaklarin hidrojene d&giimi
(Nath ve Das, 2004).

Karbonhidratca zengin substratlar Gzerinde blyuyezi alg turleri de
kullanihyor olmasina r@men, karanlik fermantasyon da oncelikli olarak aolai
bakteri kullanilir. Fakultatif anaerobik bakteril@ksijene daha az hassastir ve bazi
durumlarda, fermantasyon ortaminda bulunan oksijamla tikenmesiyle ojacak
gecici oksijen zararlarini, kendi kendilerine 6@k hidrojen Uretme yetegiai
tekrar kazanabilirler. Bu sebeple fakuiltatif andékbkerin, fermantatif hidrojen
dretiminde zorunlu anaerobikler yerine kullaniinmasi daha etkili olaga rapor
edilmistir (Oh ve dg., 2002).

Fermantasyonda kullanilan bakterinin tlrl kadar)lakuan substrat da
oldukca dnemlidir. Fermantetif prosesler i¢in kallan biyokatlenin, biyolojik yolla
parcalanabilir olmasi, yiksek miktarlarda elde edgllir olmasi, pahali olmamasi ve

yuksek karbonhidrat icetine sahip olmasi gerekir. Glikoz ve laktoz gibidgikla
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biyolojik parcalanmayagrayan saf, basgekerler tercih edilir. Fakat bunlar yiksek
miktarlarda kolaylikla elde edilemezler ve nispepahalidirlar. Biyohidrojen tretimi
icin kolayca kullanilabilen hica biyokutle atiklari, Cizelge 2.5'de listelerytmi.

Cizelge 2.5.Biyohidrojen Uretimi icin kolaylikla kullanilabilerbiyokitle atiklari
(Holladay ve dg., 2009).

Biyokutle Materyali Aciklamalar
Nisastall tarimsal ve gida Glikoz ve maltoza hidrolize olduktan sonra organik
endustrisi agl asitlere ve son olarak da hidrojene dgin

Selilozlu tarimsal ve gida Direk delignifikasyona gitngive ince ince gittlmus
endustrisi afi olmaldir. Daha sonra gasta gibi gleme tabi tutulur.

Karbonhidrat¢ca zengin ~ Besin dengesi ve istenilmeyenlerin giderimi igin 6n

endustriyel atik aritim gerekebilir. Daha sonrasasta olaraksienir.
Atiksu aritim On aritim gerekebilir, organik asitlere d@itive son
Unitelerinden elde edilen olarak da hidrojene dogr.

atik camur

Anaerobik karanlhk fermantasyon ile glikozun, £®@e H’ye tamamen
parcalanmasini glamak biraz gulctur. Hfermantasyonunda, substratlarin ener;i
potansiyellerinin yalnizca %10-20’si;Hblarak geri kazanilabilir. Bu verim, mevcut
kimyasal veya elektrokimyasal hidrojen Uretim psieg ile kasilastirildiginda
ekonomik bakimdan cok diik oldysu goralir. Bu prosesin gstirilmesi Uzerine,
yogun argtirmalar yapilmgtir. Bu argtirmalarda, genetik olarak gigikli ge usrams
mikroorganizmalarin  gelimi, reaktor tasariminin getirilmesi, hicrelerin
tutuklanmasinda farkli kati yapilarin kullanimii gafhali proseslerin gatiriimesi
ve H, dretim hizinin yikseltiimesi Uzerinde durulgtur. Endustriyel 6lcekte
uygulanabilmesi icin, atik materyali etkili olaraiteyebilecek mikrobiyal kulttrler
gereklidir (Geng, 2010).

2.2.2.4 Fotofermantasyon

Fotosentetik bakteriyal hidrojen Uretimi olarak @amlendirilen fotofermantetif
prosesler, hidrojen getirmek icin mor non-sulfir bakterisinin nitrogenanzim

aktivitesine katkida bulunur. Bu proseste, klorafdrotenoids ve phycobilin’ler gibi
Isigl toplayan pigmentler sik enerjisini ayirir ve ayrilan enerjiyi, fotolitik
organizmalar (alg) icindekilere benzer membran ssan merkezlerine transfer

eder. GUngIsigl, suyu proton, elektron ve oksijene détiatr. Nitrogenaz katalizor,
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amonyak, hidrojen ve ADP dajturmak icin ATP ve azot ile proton ve elektronlari
tepkimeye sokmak amaciyla kullanilir (Sgrensen, 52000ksijen nitrogenazi
engelledgi icin Cyanobacteriamekana ya da zamanagbaolarak azot sabitkgnesi
ve oksijen Uretimini ayirir. Gergekte bakteri, lngenaz enzimini yapisina githda
diger enerji gerektirecek proseslere yakiglamak icin, yan trtn olarak hidrojeni
kullanir. Bu ylzden agarmacilar, bu enzimi ortadan kaldirmak icin bakter
genetik olarak modifiye etmeye gahaktadir. Proses, ilk olarak infraregki enerjisi
kullanarak yetersiz azot kollarinda yapilir ve tercihen, gér indirgenen bilgkler
kullanilabilmesine rgmen organik asitler azalir.

Bu prosesin avantajlagunlardir; oksijen prosesi inhibe etmez ve bu bakter
cok farkl kaullarda (kesikli prosesler, stirekli kiiltiirler veriegenah, agar jel,
gozenekli cam, aktive edilgiicam ya da politretan kopik icinde immobilizasyon)
kullanilabilir (Levin ve dg., 2004; Kovacs ve di, 2006; Kapdan ve Kargi, 2006).
Dezavantajlari, organik asitlerin sinirl kullaroillili gi, nitrogenaz enziminin
yavaglatici olmasi, prosesin nispeten yiksek miktardarjengerektirmesi ve
hidrojenin tekrar oksidasyonunun gerekiyor olmasidlitrogenaz aktivitesini

artirmak ve eneriji ihtiyacini azaltmak icin, C/Naor korunmalidir.

Fotosentetik bakteriler, gugeenerjisi ve organik asit ya da biyokitle
kullanarak nitrogenaz aktivitesi ile hidrojen Uretrkapasitesine sahiptir. Bu proses,
Sekil 2.8'de gdosterildii gibi fotofermantasyon olarak bilinir. Son yillaréndustriyel
ve tarimsal atiklarin etkili yonetimi icin, bu dakdan hidrojen Uretimi amaciyla
yararlanilmasi yoniunde bazis¢édbusler yapilmgtir. Bu tur biyokitle atiklarindan
fotofermantasyonla hidrojen Uretimi konusunda yapifarkli calsmalara birkag

ornek, Cizelge 2.6’da verilrgtir.

'Deniz yosunlarindan uretilen, kivam arttirici velégator bir 6zellge sahip, 6nemli miktarda seliiloz
iceren kimyasal katki maddesi (E-407)
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Sekil 2.8. Fotofermantasyon (Ni ve gli, 2006).

Cizelge 2.6.Fotofermantasyonla hidrojen Uretimi Uzerine drneksgalar (Ni ve

dig., 2006).
Biyokditle tipi Bakteri sistemi Hidrojen dénisim
verimlili gi
Laktik asit Immobilize edilmg %86
Rhodobacter sphaeroides
Laktat ham madde Rhodobacter capsulatus %30
Atiksu Immobilize edilmg %53

Rhodobacter sphaeroides
Seker rafineri Rhodobacter spaeroides 0,005 L H/saat/L kultir
atiksuyu 0.U.001

Fakat fotofermantasyon, U¢ temel dezavantaja sahipt Yiksek enerjili
nitrogenaz enziminin kullanimini gerektirir. 2) G&renerjisi dongim verimliligi
distktur. 3) Gerd alanlari kaplayacak anaerobik foto biyoreaktondrazirlanmasi
gerekir. Bu yuzderysu anda fotofermantasyon prosesi, hidrojen uretigm diger

proseslerle rekabet edecek durumdgilde (Ni ve dig., 2006).

2.2.2.5 Biyolojik yoldan suyun gaza donguimi (WGS)

Rhodospirillum rubrum gibi bazi fotoheterotrofik bakteriler, "Hiin H,'ye
indirgenmesi ve CO oksitlenmesi reaksiyonlariniegiirerek, ATP tretmek igin tek

karbon kayngi olarak CO kullanarak karanlikta hayatta kalabilir

CO +HO o CO, + Hy AGO= -20.1 kJ/mol (2.5)
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Reaksiyon sonucunda, GOve H, acga ciktgl icin bu proses hidrojen
uretiminde tercih edilir. Bu proses igin ygtilen organizmalar,R. rubrum ve
Rubrivax gelatinosus gibi gram negatif bakteri ve Carboxydothermus
hydrogenoformangibi gram pozitif bakteridir (Soboh ve @j 2002). Anaerobik
kosullar altinda, karbon monoksit (CO), CO dehidrogenée-S protein ve CO’e-
toleransli hidrogenaz gibi bazi proteinlerin semtiebaslatir. CO oksidasyonundan
uUretilen elektronlar, hidrojen tretimi icin Fe-Spin aracilg ile hidrogenaza iletilir
(Ensign ve Ludden, 1991).

Hidrojen Uretimi icin biyolojik yolla suyun gaza d@um reaksiyonu, hala
laboratuvar olceklidir ve bu konuda sadece birka@sma rapor edilmtir. Bu
calismalarin ortak hedefi, hidrojen Uretim oraninigedendirmek ve yiksek CO
alimina sahip olan, uygun mikroorganizmalari taamaktir (Ni ve di., 2006).

Rhodospirllacae ailesinden bazi fotoheterotrofik bakterilerin, seel CO
Uzerinden Dbeslenerek karanlikta buyuyeBildibulunmytur. CO’'in - CGQ'e
oksidasyonunun, WGS reaksiyonu (Denklem 2.5) samd&u gerceklgigi
belirlenmitir. Fakat prosesi katalize etmek icin, metalderhadagok enzimler
kullantlir. Dtk sicaklik ve basingta meydana ggldtcin, termodinamik olarak
CO’in CO; ve H'ye yuksek oranda dogumu tercih edilir. Bu yontemle hidrojene
donisim orani, dier biyolojik prosesler ile karastirildiginda gercekten ylksektir.

H, Uretim teknolojilerinin ¢ ana tipinin kalastiriimasi, Cizelge 2.7'de
verilmistir. Her yaklgim, pozitif ve negatif yonlere ve pratikte uyguladaa 6nce
asllmasi gereken ciddi teknik engellere sahiptir.elde 2.8'de, bazi 6nemli hidrojen
Uretim teknolojileri agia cikan yan 0Urin ve doégiim verimliligi acisindan
karsilastiriimistir. Cizelge, proseslerde kullanilan ham maddetehidrojenin yani
sira, ortaya cikan yan UurUnler hakkinda fikir vekiedir. Cizelge 2.9'da ise,

biyohidrojen tretiminde kullanilan prosesler icin karsilastirma yapiimgtir.
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Cizelge 2.7.Biyohidrojen Uretim teknolojilerinin ¢ ana tipinikasilastiriimasi
(Sinha ve Pandey, 2011).

Direk biyofotoliz

Fotofermantasyon

Karanlk fermantasyon

‘ > Fd,,
‘O o Hase |
' =—> N,?u;c
Fd

0;

H

AN

=
—~ Bacterial
Photo
Reversee system

transport

Organic
acids

o €V
d o

Carbohydrate rich
substrate

Avantajlari: Substrat
boldur (su), basit Grtnler

Organik asit atiklarin gve
CO.’e komple dongimu

Direk olarak gingisigi
girdisi gerekmez, basit
reaktor tekngi, atik yonetimi

Dezavantajlari: Dustk
Istk donkUum
verimlilikleri, oksijene
duyarli hidrogenaz, paha

Dusuk 151k donigim
verimlilikleri, N,ase
tarafindan yuksek eneriji
ihtiyaci

DusUk H, verimi, buyuk
miktarda yan Urdn

Ornekler: Yesil alg, mavi

yesil alg

Mor non sulfur bakterisiR.
sphaeroides

Enterobacteriaceae’nin
uyeleri; CitrobacterY-19
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Cizelge 2.8.Hidrojen uretim teknolojilerinin karlastiriimasi (Levin ve Chahine,

2010).
Proses Ham madde Dongiim  Yan drdn
verimlili gi
Buhar Metan, gliserol, alkol, %70-85 CO, CQ,
reformasyonu polihidrik alkol, seker, C10-Cy2 karbon bgi
organik asitler
Sucul reformasyon  Gliserol, alkol, %35-10d CO, CQ, alkanlar,
polihidrik alkol, seker, alkoller, polihidrik alkol,
organik asitler organik asitler
Elektroliz HO + elektrik %50-60  Sadece Hiuretilir.
Kismi oksidasyon  Hidrokarbonfar %60-7%  Veri elde edilemenstir.
Biyokiitle Biyokiitle® %35-50 CO, CQ, CH,
gazifikasyonu
BioH,: Fotoliz HO + ging Is1gI %0,5 Sadece HKluretilir.
BioH,: Foto Organik asitler + gline %0, CO
fermantasyon ISIZ]
BioH,: Karanlik  Biyokiitle® %60-80 CO;
fermantasyon

a Gliserol, alkoller, polihidrik alkolsekerler, organik asitler

b Lignoselilozik biyokutle

¢ Lignoselilozik biyokitle ve/ya da lignoseltloztoliz Grinleri (bg velya da alti karbonlgeker)

d Termal verimlilik: Yiksel 1sil dgere dayandirildi.

e Elektrik enerjisiyle aystirilarak tretilen hidrojenin daha glik i1sil dggeri hidrojen tUretmek igin
kullanilir. Saflgtirma yapiimamtir.

yapilmamgtir.
h 4 mol H/mol glikoz maksimum teorik verim.
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Cizelge 2.90nemli biyolojik hidrojen tiretim proseslerinin kdastiriimasi (Nath ve Das, 2004).

Proses Mikroorganizma Avantaj Dezavantaj
tipi
Direk Yesil alg * Suve gungisigindan direk olarak * Yuksek ik yogunlugu
biyofotoliz H, Uretebilir. gerekir.
e Solar dongim enerjisi gaclar ve * O, sistem icin tehlikeli
kiiguk bitkilere nazaran 10 kata kadar olabilir.
artar.
Dolayli Cyanobacteria » Sudan H uretebilir. » Daha diguk fotokimyasal
biyofotoliz « Atmosferden gelen Nyi verimlilik
sabitleme yeterggne sahiptir. * Hidrogenaz enziminin alimi

H2'nin degredasyonunu
durdurmak igin
kaldiriimalidir.

» Gaz kargimi iginde
yaklasik %30 Q bulunur.
* Oy nitrogenaz uzerinde
sinirlayici bir etkiye
sahiptir.
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Cizelge 2.9 (devam)Onemli biyolojik hidrojen tiretim proseslerinin kdastiriimasi.

Proses Mikroorganizma Avantaj Dezavantaj
tipi
Foto Fotosentetik «  Genk spektrumlugik enerjisi bu e lsik donGUm verimliligi
fermantasyon bakteri bakteri tarafindan kullanilabilir. cok diguktir, sadece %1-5

e Damitilms atiksu, atik vb. gibi
farkli atik materyaller kullanilabilir.

Karanlik Fermantetif * Isik olmaksizin butln gin
fermantasyon bakteri boyunca H uretebilir.
* Cssitli karbon kaynaklari substrat
olarak kullanilabilir.
* Yan Urun olarak butirik, laktik ve
asetik asit gibi dgerli metabolitler
uretir.
* Anaerobik prosestir, bu yuzden O
kisitlayici dgildir.

e Oy hidrogenazin kuvvetli
bir sinirlayicisidir.

* Elde edilebilir B verimi
nispeten dgiikttr.
e Verim arttg icin H,
fermantasyonu
termodinamik olarak tercih
edilmez olur.
e Gaz kargim Urana ayriimak
zorunda olan Cegicerir.
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2.3 Anaerobik Fermantasyonla H Uretimi

Havasiz aritma, farkli mikroorganizma gruplariniriikie yardimlgarak rol aldg
oldukca kompleks bir biyokimyasal surectir. Bunubldikte genelde bgica 2 ana
grup mikroorganizmanin, asit bakterileri ve metaktbrileri, esas gorevi Ustlergdi
bilinmektedir. Bu iki grup da kendi arasinda hen IMiser alt gruba ayrilmaktadir.
Baslica anaerobik mikroorganizma gruplagagada verilmgtir:

. _ | Butirik ve propiyonik asit tretenler
Asit bakterileri

Asetik asit Uretenler

| Asetik asit kullananlar
Metan bakterileri

Hidrojen kullananlar

Biyolojik olarak bozunabilir kompleks organik madiglen anaerobilsartlarda

ayrismasi, genel olaragu safhalardan meydana gelmektedir (Oztiirk, 2007):

1. Yuksek molekdl girlhikh kati ve ¢coziinmgiorganik maddelerin hidrolizi,

2. Dusuk molektl &irhkh organik maddelerin, asit bakterilerince ogouyas
asitlerine ve ardindan asetik aside ddixillmesi,

3. Asetik asit, H ve CQ’den metan uretimi.

Karanlik fermantasyon, oksijensiz (anoksik) ya daaeaobik kgullar
(oksijenin elektron alicisi olarak kullaniimgddurumlar) altinda gercelgie. Genk
bir bakteri grubu, birincil metabolizmalarinin mulgetini bertaraf etmek icin,
protonlari hidrojene indirger. Ber bir ifadeyle, bir bakteri organik bir besinin
Uzerinde blyudgiinde (heterotrofik buylme) bu besinler oksidasyoe i
parcalanarak, blyume icin metabolik enerjinin aligs ve hiicresel yapiglarinin
sentezinde kullanilir. Oksidasyon prosesi, elek#&iknoturliglin bertaraf edilmesi
icin elektronlarin tretilmesinde kullaniimaktadir.
ya da oksijensiz ortamlarda ise,géli bilesiklere elektron alicisi (proton) olarak
ihtiyac vardir ve bu bilgkler molekiler hidrojene (§) indirgenir. Anaerobik
ortamlardaki alternatif elektron alicilarinaska bir 6rnek vermek gerekirse, nitrat
azot gazina (P ya da stilfat b5’e indirgenir. Eer bir organik bilgik elektron alici
olarak § gorurse, bgka bir organik bilgige donigur. Ornegin mikrobiyal bitanol

dretimi, batirik asidin indirgenmesi ile alur. Mikroorganizmalarda, elektron alici
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enzimlerin indirgenmesini katalizleyen spesifik @nizr bulunur. Orngin hidrojen
ureten mikroorganizmalarda bulunan hidrogenaz elezrinH, Uretiminde rol oynar
(Aksoyek, 2011).

Hidrojen fermantasyon prosesinde glikoz, glikolityol izi ile ilk olarak
piruvat’a donigttrultr. Piruvat, asetil-CoA’ya okside olur. AsefibA, metabolik
yol izinde asetil-fosfata dogturdlir. Bu dongme sleminde ATP elde edilirken, yan
arin olarak asetat gjur. Piruvatin, asetil-CoA’ya oksidasyonu i¢in fatoksinin
(Fd) indirgenmesi gereklidiindirgenmg ferrodoksin, hidrogenaz enzimi tarafindan
oksidasyona gratilir ve bu glem sirasinda, molekuler ;Hiretilir (Nath ve Das,
2004). Reaksiyonsagidaki denklemde oldiu gibi 6zetlenebilir;

Piruvat + CoA + 2Fd (oksitlenrg)i—> Asetil-CoA + 2Fd (indirgen)i + CO,

2Fd (indirgenmi) —» H + 2Fd (oksitlenny) (2.6)

Anaerobik fermantasyon, olduk¢ca basit bir prosemdyni ile gen
spektrumda kullanilabilir substratlardan (organikadde iceggi yuksek organik
atiklar dahil) hidrojen Uretimini mumkin kilar. @8k fermantetif H Gretimi,
disaridan ¢ik kaynaina gereksinim duymaz ve genellikle yiksek miktdrda
Fermantasyon prosesi icin, karbonhidratlarsijioa glikoz) karbon kayrna olarak
tercih edilir ve hidrojen uretimi, organik asit éat, bitirat vs.) ve/veya alkol tretimi

ile birlikte gerceklsir. Bu proses, sagidaki denklemler ile gosterilrgtir;

CeH1206 + 2H,0 -2CH;COOH + 2CQ + 4H, (2.7)
(glikoz) (asetat)

2CH 1206 + 6H,0 -CH;CH,CH,COOH + 8CQ + 14H, (2.8)
(glikoz) (butirat)

Anaerobik proseste, birden fazla organik asit tmetlmaktadir. Bu durum da,
H, Gretim verimini digurmektedir. Genellikle, Gretim igin izlenen ana wsetat ve
bitirat Gzerindendir. Bu sebeple; Hiretim verimi, asetat/butirat orani tzerinden
hesaplanir (Nath ve Das, 2004). 1 mol glikozdanal Hy elde edilmesi, nispeten
distk enerji kullanimi ile sonuclanir. Teorik olarakmiyasal oksijen ihtiyacinin
sadece %33'U, glikozdan e donituralebilir. Enerjinin geriye kalan kismi ise
cogunlukla ucucu ya asitlerine (UYA) (asetat, bitirat) dégir. Bu nedenle,
hidrojen Uretimi her zaman, ikincis@ma olan metan Uretim prosesi ya dagedi

UYA/solvent kullanim prosesleri ile bigarilmelidir (Bartacek ve di., 2007).
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Anaerobik fermantasyon, organik maddeden hidrojaretmek igin
mikroorganizmalarin kullanilgh fotosentetik proseslere benzer. Fakat fotosdnteti
sistemlere kiyasla daha avantajlidir. Daha basii@ha az pahalidir ve hidrojen
dretiminde ¢cok daha hizlidir. Ayrica fermantetiflgarganik atiklardan KHiretmek,
bliyluk 6neme sahiptir. ClunkU kakilde hidrojen uretimi sonucunda, sadece organik
atiklar aritilmaz ayni zamanda temiz enerji de iliretFakat anaeroblar, sik
enerjisini kullanma yete@e sahip dgildir ve bu ylzden substrati tamamen
parcalamak icin kalitsal termodinamik enerji barige asma yetenginden
yoksundur. Birgok dier hidrojen treten organizmada agdugibi hidrogenaz enzimi,
anaerobik bakteri icindeki hidrojen Ureten reakslgon katalizlenmesinden
sorumludur. Hidrojen verimini maksimize edebilmeini substrat metabolizmasi
alkol ya da indirgenmgiasit Uretiminden daha ¢cok ucucugyasidi Uretimi yoninde
yuratdlmelidir. Su anda anaerobik bakteriden elde edilen maksimudrojen
verimleri, geleneksel reformasyon teknikleri ilerqkastirildigi zaman fermantetif
prosesi ekonomik acidan cekici kilmamaktadir. AnagMistirilecek olan yeni
teknolojiler ve metabolizma mihendghdeki ilerlemeler ile, fermantasyon yol
izinin ideal olan asetat fermantasyonu yonunde kdgthsiyla verimin daha da
artacg! disuinulmektedir (Hafez, 2010).

Sekil 2.9'dan da goruldgli Uzere anaerobik fermantasyonda Uretilen gaz H
CO,, CH,, CO ve bazi hidrojen siilfitlerin kanmindan olgur (Ni ve dg., 2006). Bu
yuzden yuksek saflikta hidrojen elde etmek icin, ¢z kargimi icerisinden
hidrojeni ayirmak gerekir. Ayirmalemi sonrasinda hidrojenin hangi kalitede olmasi
gerektgi, kullanim tipine bglidir ve bu kaliteyi yakalamak icin gerekli gaztami
birka¢c gama gerektirebilir. Hidrojence zengin fermantasgaa! icinde bulunabilen
H.S, siloksanlar, su, amonyak ve &£@ibi bilesikler (6zellikle de HS ve
siloksanlar), pahal fiziksel-kimyasal metotlar lamilarak gideriimektedir. Bu
nedenle daha az maliyetle biyolojik aritim prosesie gerceklgtirmek igin,

calismalar yapilmalidir (Bartacek veglj 2007).
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Sekil 2.9. Mikrobiyal topluluk tarafindan organik maddenin anazbik parcalanmasi
sirasinda olgan gamalar (Valdez-Vazquez ve Poggi-Varaldo, 2009).

2.3.1 Fermantetif H, Gretimini etkileyecek faktorler

stabil olmayan hidrojen Uretimidir. Prosesin verikuillanilan g1, substrat tiri ve

miktari, reaktor tipi, ortamdaki metal iyonlari,cgklik, pH, inorganik besinler,

calisma kaulu vs. gibi birgok

hidrolik alikonma siresi, sicak

olmayan hidrojen dretiminin,

faktorden etkilenir (Sinha variRley, 2011). pH,

lik vs. gibi gaha parametrelerini optimize etmek ve

hidrojen Ureten bakter metabolik dgisime

ugramasindan dolayr kaynaklagdidisundlur ve bu durum mikrobiyal tUreme

calismasi ile minimize edilebi

faktorlerin etkisi ayrintili bigekil

lir (Kotay ve Das, 2008)sagidaki bolimde bu
de aciklannstir.
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2.3.1.1 A1 mikroorganizma turl ve asiya uygulanan 6n glemlerin etkisi

Hidrojen lUretme yeterge olan mikroorganizmalar, Cizelge 2.10’da gori@diiizere
anaerobik bakteri, fermantasyon bakterisi, aerdblaikteri, fotosentetik bakteri ve alg
olarak siniflandiriimgtir (Miyake ve dg., 2001). Cizelge 2.11'de ise, anaerobik
bakteri sinifindaki ggtli mikroorganizmalarla hidrojen tretimi katastiriimistir.

Cizelge 2.10. Hidrojen olgumuna yardim eden bakterilerin siniflandiriimasi
(Miyake ve dg., 2001).

Meveut H, gelisim Elektron
eneriji 2 geTisll Bakteri sinifi Bakteri trQ -
bicimi enzimi verici
Yesil alg Chlamydomonas Su
Hidrogenaz Heterocyst Chlorella T
Mavi yssil Anabaena T
alg Non- . .
Eotosentes Heterocyst Oscillatori T
e Organik
apan
yap bilﬂfeL:irsi Rhodopseudomonas Madde
Nitrogenaz Fotosentetik desil (Organik
g bakteri € asitler)
Rhodobacter T
Sulfar Rhodospirillum T
bakterisi Chromatium Sulfatlar
Thiocapsa T
Zorunlu anaerob Organik
Hidrogenaz Clostridium madde
Fotosentez (Sekerler)
N Methanobacterium T
yapmayan Fakdiltatif anaerob Escherichia T
Azot Fakdltatif Azotobacter T
Nitrogenaz sabitleyici aerob Clostridium T
bakteri | Fakitatl Klebsiella 1
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Cizelge 2.11Anaerobik bakteri sinifindaki gli mikroorganizmalarla hidrojen tretimi (Chong dée., 2009).

Organizma Substrat Calsma pH/Sicaklik Maksimum H, Gretimi Verim
sekli (L H /L kaltar ortami) (mol Hy/mol substrat)
Anaerobik bakteri
C. butyricum EB6 POME* Kesikli 5,5/37°C 3,2 -
C. butyricum ATCC19398 Glikoz (3 g/L) Kesikli 7,2/135°C 0,94 1,8
C. acetobutyricum M121 Glikoz (3 g/L) Kesikli 7,2/35°C 0,88 2,29
C. tyrobutyricum FYal02 Glikoz (3 g/L) Kesikli 7,2/35°C 0,63 1,47
C. beijerinckii L9 Glikoz (3 g/L) Kesikli 7,2/135°C 1,19 2,81
C. thermolacticum Laktoz (10 g/L) Sarekli 7,0/58°C - 3,0
C. thermocellum 27405 Delignifiye edilmg Kesikli 6,3/60°C - 1,6
agac lifi
C. tyrobutyricum Glikoz (5 g/L) Sabit HRT 2 saat 7,2 LM giin 223 mL/g heksoz
Fakdultatif anaerobik bakteri
E. aerogenes ATCC29007 Glikoz (118,06 mM)  Kesikli 6,13/38°C 425,8 ml; (¢ kuru
hiicre saab)
Klebsiella oxytoca HP1 Glikoz (10 g/L) Kesikli 7,0/65°C 87,5 mLH saat 1,0
Citrobacter sp. Y19 Glikoz (10 g/L) Kesikli 7,0/36°C 32,2 mmolkg hiicre saat 2,49
E. asburiae SNU-1 Glikoz (25 g/L) Kesikli 7,0/30°C 398 mL A saat -
Termofilik bakteri
T. thermosaccharolyticum PSU-2 Sakkaroz (10 g/L) Kesikli 6,25/60°C 12,12 mmellHgin 2,53
T. saccharolyticum JW/SL-YS485 Ksiloz (4 g/L) Kesikli 6,2/55°C - 0,88
T. maritima DSM3109 Glikoz (7,5 g/L) Kesikli 6,5/65°C 0,275 1,67
T. neapolitana DSM4359 Glikoz (10 g/L) Kesikli 7,0/65°C 0,29 1,84
Caldicellulosiruptor Sakkaroz (10 g/L) Kesikli 7,0/70°C 8,4 mma/H 5,9

saccharolyticus DSM8903

* Hurma yal fabrikasi ¢iks suyu
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Sayisiz saf kultur bakterisi, g#i substratlardan hidrojen tretmek igin
kullaniimaktadir Clostridium (oksijene duyarh)Enterobacter(fakiltatif anaerob) ve
Bacillus (aerob) turleri fermantatif Huretimi icin &I olarak ¢ok yaygin bicimde
kullanilan saf kdltarlerdirC. Butyricum, C. Beijerinckii, C. Acetobutyricuwe C.
Bifermentatntgyibi Clostridiumturleri gram pozitif, cubuksu, kuvvetli anaerobug
endospor olgturur. Halbuki Enterobacter gram negatif, cubuksu ve fakultatif
anaerobtur. Anaerobik H dretimini iceren cajmalarin ¢gunda, Clostridium
bakterisi kullanilmgtir.

Fermantetif H Uretimi igin saf kultir bakterinin kullanilgh ¢ogu calsma,
substrat olarak glikoz kullanilarak kesikli sisteargerceklgtiriimistir. Fakat organik
atiktan sudrekli H Gretimi, prosesin ticariigiriimesi, enerji Gretimi ve atik azaltim
hedeflerine ulgmak icin daha uygundur (Li ve Fang, 2007).

Toprak, sediman, kompost, aerobik ve anaerobik caweubenzeri dgal
ortamlarda hidrojen Uretme yet@mee sahip bakteri gepidlcide bulunmaktadir.
Gunumuzde bu materyallerden elde edilen skarbakteri kilttr, fermantetif H
aretimi icin &1 kayna olarak kullaniimaktadir. Kagik kalttir kullanilan fermantetif
H, dretim prosesi, saf kudltir kullanilarak yapilan hgaaya goére daha
uygulanabilirdir ve hidrojen Uretimi proses suresindaha stabildir. Cunku
calistirmak daha basittir ve kontrol etmek daha kolayerdaha kapsamli bir ham
madde kayn@na sahiptir (Wang ve Wan, 2009). Ancai alarak kargik kalttr
kullanildiginda, biyoreaktdr icindeki oncelikli baskin turkcaklik, pH, substratse
tipi, asi On aritimi, hidrojen kismi basinci vb. gibi gala kaullarina bgl olarak
degisir. Aslya O6n klem uygulamasi, kagik kadltdr icinde bulunan mikrobiyal
topluluklarin dgismesi ile hidrojen Uretimini artirmak icin kullanigktadir.
Uygulanan 6n slemin amaci, kl tilkketen bakteri aktivitesini kesmektir. Opie
Clostridium ve Bacillus tirleri endospor okumundan dolayl, K tiketen
metanojenlere kiyasla daha yuksek sicakliklariréobdebilirler. Dger taraftan H
Ureten bakteri, KHtiketen metanojenlere kiyasla dahgudtipH’larda buytyebilir
(Davila-Vazquez ve @i, 2008). Son yillardaki ¢camalar, mikroflora dgiliminin
fermantasyon kgaullari ile ilgili oldugunu gostermstir. Eger cevresel bir kal
degisirse, anaerobik kagik kultirde mikroorganizmalarin gdili gi degisebilir. lyer
ve dig. (2004), bir H Uretim reaktorinde farkh kallar altinda bakteriyel
popilasyondaki dgsimleri izlemek icin pH 5,5'de glikoz kullanilan bistrekli
karstirmali tank reaktorde (SKTR) canistir. 30 saatlik hidrolik alikonma
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zamaninda populasyon daha farkhlik  gOsteriyorkerBac{llaceae ve

Enterobacteriaceaeiceriyor), 10 saatlik hidrolik allkonma zamaningalnizca
Clostridiaceaebelirlenmitir. 10 saatlik hidrolik allkonma zamaninda sicakBO

°C'den 37°C’ye dgistigi zaman, Clostridium acidisofia ait populasyondan
Clostridium acetobutylicuta ait populasyona bir populasyon gadgmi olmustur

(Kahveci, 2007).

Saf kiltar kullanimi ile daha yiksek, Werimine ulallmasina rgmen, saf
kultir endustriyel uygulamalar icin uygungldir. Clinkl saf kaltir, metanojenler
ya da sulfat indirgeyen bakteri gibisgg hidrojen kullanicilari tarafindan kolaylikla
kontamine olabilmektedir (Bartacek vegdi2007). Bunlarin yani sira gal atik
materyalleri parcalamak icin saf kiltir uygulamasgik icerisindeki ¢gtli organik
bilesikleri parcalamak icin farkli bakteri turlerine ¢ duyulmasindan dolayi
uygun degildir ve bu tur gercek atiksu akimlarini sterilizgenek icin gerekli maliyet
de cok yuksektir. Teknik acidan uygulanabilir psiee icin, d@al kaynaklardan
elde edilen kagik kultirler ve steril olmayan substrat kaynaklidgei calisiimalidir.
Fakat kamgik kaltirden H dretimi sirasinda, bazi engellerle «kasilmaktadir. Bu
engellerden birisi, kagik kdltar icinde hidrojen Ureten bakteri ve moleiiilH,
kullanimiyla enerji elde edebilen ;Htuketen anaeroblarin g#i tiplerinin
(metanojen, asetojen ve sdlfat indirgeyen bak®@rileir arada bulunmasidir
(Baghchehsaraee, 2009). Kakikalttr kullanimiyla H Gretmek icin metanojenler,
asetojenler ve siulfat indirgeyen bakterinin akésitonlenmeli ve @ hidrojen Ureten
bakteri ile zenginlgirilmelidir. Karigik kaltar icindeki hidrojen dreten bakteri
aktivitesini zenginlgtirmek icin uygulanan énsiemler ¢cgunluklasunlardir: 1silsok,
asidik velya da bazik orslem, havalandirma, dondurma ve ¢6zme, kloroform,
sodyum 2-bromoethanesulfonate ya da 2-bromoethHoeguasit ve iodopropane
gibi ¢ssitli kimyasal maddelerle temas (Sinha ve Pandey120Ancak allama
kosullari, calgilan 6n aritim metodu, her 6n aritim metodunun i§gesosulu ve
substrat tart arasindaki farkhliklar en iyi verrmalindgl 6n aritim metodunun

secimi konusunda bazi wmazliklara sebep olmaktadir (Wang ve Wan, 2009).

2.3.1.2 pH'In etkisi

pH, hidrojen Ureten bakterinin aktivitesini ve femmetif H Uretimini etkileyen
onemli bir faktordir. Cunkd hem hidrogenaz aktisite hem de metabolik yol izini

etkiler. Ayrica pH, hidrojen tuketen metanojeniktiakenin 6nlenmesi icin de
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Onemlidir. Hidrojen uretim verimliii ve c¢0Ozunebilir metabolitlerin bitemni,
pH’daki dezisime duyarhdir. Bgangi¢c pH’'sinin, yiksek hidrojen Gretim hizi veesld
edilecek optimum donilim verimliligi arasinda hassas bir denge kgau
soylenebilir. Kabul edilebilir aralik ginda kalan pH dgeri, bakteri metabolizmasini
degistirerek hidrojen Uretimini sinirlayabilir ve sistetisarisizigina yol acarak
mikrobiyal populasyon kaymasina (0zellikle kdakultirde) sebep olabilir.

Cogu calsmada H Uretimi icin optimum pH dgeri, 6 ve 8 arasindadir. Kguk
mikrofloranin kullanildgl bazi cagmalar da ise, 4,2 ve 5 gibi gik pH’ larda ve
kuvvetli asidik kgullarda maksimum  verimin  alingh  gorulmutar.
Karbonhidratlardan hidrojen utretimi i¢cin optimum p5{2-7,0 arasinda gemekle
birlikte ortalama pH dgeri, 6’dir. Literattire gére, pH 6’da en ytksek lojgn Uretim
performansi sdanmstir (Ozkan, 2009). Farkli ¢camalarin sonuclari fermentatif yol
Uzerinden H tretiminin zayif asidik kgullarda daha iyi desteklergini gostermstir.
Baslangic pH'1, kesikli sistem KHuretiminde mikroorganizmanin aktif hale gegcmesi
icin gerekli sureyi etkilemektedir. 4-4,5 afahdaki diguk balangic pHinda, 9
civarindaki yuksek bgangic pH'1 seviyesine kiyasla, mikroorganizmanktifehale
gecmesi icin gerekli sirenin daha uzun @ldugoralmigtir. Balangic pH'i
yukseltildiginde ise, H Uretim verimi azalmstir. Yiksek balangic pH’inin
tamponlama kapasitesing gamanli olarak azaltan kisitlayici seviyede yesidi
Uretimine sebep olmasi,,Hiretimindeki azalmanin nedeni olarak rapor edilimi
Sonu¢ olarak bakteri ortamdaki hizli gdgme adapte olamamive tukenmeye
baslamistir. Fakat dger tarafta, daha duk bglangi¢c pH’'indaki fermantasyon ortami
bakteri icin tercih edilmemesine gmen, bakterilerin bu kwillara adaptasyonu ile
daha uzun sire orta hizda kademeli olarakitdtilebilmitir. Cinki digik balangic
pH’sinda Uretilen asidin seviyesi, pH’'da etkili biisUs yaratacak seviyede giéir.
Sonug olarak; potansiyel ;Hureticiler, uygun pH kgullarinda ulallan nispeten
tutarli bir ortamda daha uzun sure hayatta kal¥dl{Sinha ve Pandey, 2011).

Karanlk fermantasyon sirasinda organik asitleentszi, pH'In dégmesine
neden olur. Eer pH’In dilst kontrol altinda tutulmazsa, solvent Uretimi (efan
bitanol, aseton) gercekkhilir. Asit birikiminden dolayi, pH'in 4,5’e dinesi tipik
olarak solvent Uretimini tetikleyecek ve hidrojenretimini disUrecektir
(Vijayaraghavan ve di, 2006). Fermantasyon ortamina pepton ilavesininpéi
diUsUsini engelledii, organik asitlerin ve pH etkisinin hidrojen Ureti Gzerine

etkisinin aratirilmasina izin verdi rapor edilmgtir (Cheng ve di., 2002). Protein
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iceren maddelerin substrat olarak kullaniminin, ipHsurdirtalmesi icin faydal
oldugu bilinmektedir. Fermantasyon ortamina protein @gemaddelerin eklenmesi
ile, pH 6-8 arasinda surdurtlebilir ve sisteminilimdyonu minimize edilir. Bu
strateji, pH1 5,5 ve 6,5 arasinda (optimum hidrojgetimi igin) tutmaya yardimci
oldugu icin solvent Uretim fazi ojmaz (Valdez-Vazquez ve Poggi-Varaldo, 2009).

Valdez-Vazquez ve Poggi-Varaldo (2009),sidki pH'da metan dretiminin
durdysunu ve esas gaz olany/B0O.'nin olustugunu bildirmitir. pH 5 civarindaki
disik pH’nin, metanojen aktivitesini sinirlandirmak ke Ureticilerce zengin birsa
elde etmek icin gerekli oldw rapor edilmgtir. Genelde H tretimi i¢cin optimum pH,
5 ve 6,5 arasinda geir. Fakat hidrojen Uretimi icin rapor edilen optimupH
deserleri, celgkili ve tutarsizdir. Aritma camurunun kesikli fermiasyonu igin
optimum balangic pH’1, 11 iken, melas ve glikozun strekli nfemtasyonu icin
optimum pH, sirasiyla 7 ve 5,5tir.

Karigtk kdltir ile fermantetif H Uretiminde, 6'dan daha yuksek pH
deserlerinde metanojenlerin alma riski artabilir. pH 6’ya ayarlangli zaman 6
saatten daha kisa hidrolik alikkonma siresinde (HREBKTR icerisinde
metanojenlerin gelimi rapor edilmgtir. Fakat bazi agtirmacilar, prosesin
surekliligine katkida bulunabilen 6,5-6,6 pH gdelerinde, surekli K Uretim
sisteminde, metanojenik populasyonsolonu gézlenmedini bildirmistir.

Baskin ¢c6zunebilir metabolit olarak butirik ve alsetsit olisumu ile birlikte,
5,0-6,8 pH arafiinda genellikle en yuksek ;Hiretimi rapor edilmesine gaen,
etanol ve asetik asit 6ncelikle baskin ¢6zunehiktabolit oldgu zaman, 4,5-5,0 pH
aralginda yuksek K dretimi alinan cajmalar da sunulmgiur. DisUk pH
deserlerinde calkmak, metanojen ve homoasetojenleri baskilar ve phtrkli icin
baz tlketimini de azaltir (Baghchehsaraee, 2008)skn sivisindaki gercek pH, §a
asitlerinin Uretiminden dolay! dereceli olarak azakla birlikte pH azaliminin
derecesi, substrat ve camur konsantrasyonlariklgecastreklilik ve bunun gibi
bircok faktére baldir.

Genelde, kesikli ve surekli caitnalarin her ikisinde de glangic pH’1, hidrojen
Uretim orani ve verimi Uzerinde Oonemli bir etkiyahiptir. Fakat gozlenen agti
surekli degildir. Yukarida tartgildigl ve Cizelge 2.12'de verildi Uzere, fermantetif
H, Uretimi icin gerekli olan optimum BEngi¢c pH’I konusunda bir fikir birfine

varilamamgtir. Bu durum kullanilan s tird, substrat konsantrasyonu ve tipged

38



calsma kaullari ve calgilan aralktaki bglangic pH’larindaki farkliliktan
kaynaklanmaktadir (Hafez, 2010).

Cizelge 2.12 Fermantetif biyohidrojen tretimi tGzerine farkh péfin etkisi (Sinha
ve Pandey, 2011).

Asl Substrat Baslangic pH' Verim
Calisilan  Optimum
aralik pH
Kompost Sukroz 4,5-6,5 4,5 214 mL/g KO
Anaerobik camur Nasta 5,0-7,0 5,0 1,1 mol/mol heksoz
Clostridium Sukroz 5,0-6,5 5,5 2,78 mol/mol sukroz
butyricum CGS5
Atik aktif camur Gida atik suyu  4,0-8,0 6,0 4,71 obig KOI
Thermoanaerobacte Sukroz 4,0-8,5 6,2 2,53 mol/mol heksoz
rium
thermosaccharolytic
um PSU-2
CitrobacterY-19 Glikoz 4,0-9,0 7,0 11,7 mmol/g hicre
saat
CitrobacterCDN-1 Glikoz 4,5-6,5 5,0 2,1 mol/mol glikoz
Enterobacter clocae Sukroz 4,5-7,5 6,0 6,0 mol/mol sukroz
IT-BT-08
Karisik kaltar Sukroz 3,4-6,3 4,2 1,61 mol/mol glikoz
Anaerobik Rice slurry 4,0-7,0 4,5 346 mL/g pasta
curatdlmi camur (Piring
bulamacit)

Reaktorde dgilk dergsimdeki biyokitle, VFA Uretiminin azalmasina ve yaks
pH’a, yuksek substrat denni ise, reaktérde VFA'nin birikimine ve dguk pHa
sebep olur. VFA birikimi hidrojen Ureten bakteriiidrojen Gretimini azaltan solvent
uretimine sevk ederek hicrenin 6limine yol acarakiRede dguk pH, eer
mikroorganizmalar asidik olmayan ortamdan geliy@da mikroorganizma
aktivitesini engeller. Ayrica pH azalirken, aynayan asitlerin (asetik, butirik)
oranlari artar, aygmayan formlar hiicre membranindan gecebilir, mempkauarki
zayiflar, hicre spor halini alir veya olur. Ayrikasikli sistemlerde substrat dgni
arttiginda, hidrojenin kismi basinci artar ve mikroorgamalar alkol Uretimine
baslar. Boylece hidrojen Uretimi engellenir (Davila-xtuez ve di., 2008). Yuksek
derisimde ayrgmis asitler, ¢ozeltinin iyonik gicund artirir ve sisti@, hidrojen
dretiminden solvent Uretimine dénmesine sebep @iglik pH'da polar olmayan
ayrismamg asitler hiicre duvarindan gecehiidicin, engelleyici etki meydana gelir.
Hucre icinde pH cok ylksekse proton salinir. Buduenerji ihtiyaci argina sebep

olur. Bir etki olarak, glikolizden dolay glikoz ak azalir. Hiicre ici asit deimini
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koruyacak ana parametre, hicre drtaminin pH'idir. Asetik ve bdtirik asitin
ayrismamg formlarinin etkisi digtik pH (pH<4,5)'da buyuktir ve hicre biyumesini
engelleyici 6zelliktedir. Ancak bu bolimde sunulaitgiler ve literattir cakmalari
g6z o6ndnde tutuldiunda, kamik kudltdrler icin uygun pH konusunda 6ngdortde

bulunmanin dgru olmayacgi acgik¢a ortadadir (Chong vesdi2009).

2.3.1.3 Sicakgin etkisi

Sicaklik da, fermantetif H Gretimi Uzerinde etkili olan en 6nemli gaha
parametrelerinden biridir. pH gibihem metabolik yol izini (pathway) hem de
hidrogenaz aktivitesini etkilegii icin, H, Uretimi ve hidrojen Ureten bakterinin
aktivitesi sicakliktaki dgisimden etkilenmektedir (Wang ve Wan, 2009; Sinha ve
Pandey, 2011). Uygun bir aralikta artan sicakldgemiantetif H Gretimi siresince
hidrojen Ureten bakterinin Hiretme yetengni artiracaktir. Fakat sicakh cok
yuksek seviyede artirmak, artan verimin azalmassedep olacaktir. Ayrica
sicakliktaki dgisim etanol, asetik asit, propiyonik asit ve Dbatirilasit
konsantrasyonunu etkilegliicin, buna bl olarak H verimi de etkilenmektedir
(Wang ve Wan, 2009).

Karanhk fermentatif H Uretim reaksiyonlari, farkli sicaklik araliklarend
gerceklatiriimektedir. Reaksiyonlar, 25-40°C (mezofilik),0465°C (termofilik),
65-80°C (ain termofilik) ve >80°C (hipertermofilik) sicaklia yuratiulebilir.
Reaktordeki cajma kaullarindaki farklihklardan dolayr (substratgiave diger
proses keullar), farkli sicakhk araliklarinda elde edilenidrojen verimlerini
karsilastirmak zordur. Cizelge 2.13'de fermantetif, Hiretimi Gzerine farkl
sicakliklarin etkisi kaulastiriimistir. Ancak tam bir kiyaslama yapabilmek icin
hidrojen verimlerinde birimselsélik saglanamamgtir. Hidrojen UreterClostridium
sp’nin ¢cogu mezofilik kaullari tercih ettgi icin, fermantetif B Uretimi alanindaki
calismalarin ¢gu mezofilik sicakliklarda yapilmstir (yaklasik 37°C). Literattire gore
karanlik fermantetif kBl tretimi, mezofilik sicakliklarda ¢ok yaygin olarakgulanir.
Termofilik kosullar ise, cok daha az tercih edilir (Sinha ve Ran@011). Termofilik
H, prosesleri, K dretimi icin yliksek verim vermesine graen bu tir prosesler
genellikle diguk hacimsel dretim hizlar ile karakterize edili€unki birgok
termofilik mikroorganizma, sivi kiltir iginde yukséicre ygunluguna ulgamaz.

DusUk hacimsel Gretim hizlar ise bu organizmalarigdé kullanimini sinirlar
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(Hallenbeck, 2005). Yiuksek sicakliklar, mikroorgana aktivitesini etkileyen
proteinlerin dgal Ozelliklerini kaybetmesine neden olabilir. Ayaictermofilik
proseslerin dier potansiyel dezavantaji, artan enerji maliyetidu reaktorleri
Isitmak icin gereken enerji, Uretilen hidrojen Karsilanacg icin fayda-maliyet
analizi yapilarak sistemin ekonomik agidan uygwpalmadgi belirlenmelidir.

Cizelge 2.13.Fermantatif biyohidrojen Uretimi Uzerine farkl akbklarin etkisi
(Sinha ve Pandey, 2011).

Asl Substrat Sicaklik Hidrojen
Calisilan  Optimum Verimi
aralk deger
CitrobacterCDN-1 Glikoz 27-40 30 2,1 mol/mol
glikoz
Ethanoligenes Glikoz 20-44 37 1,34 mol/mol
harbinenseYUAN-3 glikoz
Anaerobik camur Glikoz 25-55 40 275,1 mL/g
glikoz
Thermoanaerobacterium  Sukroz 40-80 60 2,53 mol/mol
thermosaccharolyticum heksoz
PSU-2
Kentsel aritma ¢amuru Sukroz 30-55 40 3,88 mol/mol
sukroz
Kentsel aritma ¢amuru Mista 37-55 55 1,44 mmol/g
nisasta
Inek giibresi Inek giibresi  37-75 60 743 mL/kg inek
glbresi
Anaerobik ¢urutilmg Organik 37-55 55 360 mL/g ugucu
camur atik katl made
(UKM)

2.3.1.4 Kullanilan substrat ve konsantrasyonunun &tsi

Fermantetif H Uretiminin surddrulebilirg, kullanilan substrata adir ve
substratin fiziksel kimyasal 6zellikleri prosesiint verimliligini kuvvetle belirler.
Laboratuvar cajmalari c@unlukla saf substratlar (glikoz, sakkarozgasta ve
sellloz gibi) Uzerine odaklanmasinagmeen, pilot o6lgekli uygulamalar daha
kompleks substratlarin kullanimini gerektirir.

Sarduardlebilir biyohidrojen dretimi icin kullanilak ham maddenin bazi
kriterleri kagilamasi gerekir. Bu kriterlequ sekilde verilebilir:

» Ham madde, Ozellikle sdrddrulebilir kaynaklardan etikebilen
karbonhidrat olmalidir (Bartacek vezdi2007).
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»  Fermantetif dongiim, enerji kazanimini tercih edilebilir yapacakeybt
konsantrasyona sahip olmaldir.

»  Aciga cikan eneriji, kullanim acisindan tercih edilellmalidir.

» Ham madde, diilk maliyetli olmali ve minimum ©6n aritim
gerektirmelidir.

»  Bulunabilirlik ve parcalanabilirligi yiuksek surdurulebilir kaynaklar
olmahdir (Hawkes ve @i, 2002; Kapdan ve Kargi, 2006).

Hidrojen, sadece karbonhidratlardan elde edilegilgiin bircok substrat bl
dretimi icin kullanilamaz. Ygar ve proteinler gibi, kullanilabilir substratlarsayisi
gensletilebilirse prosesin uygulanabilirli artacaktir. Ngasta ve seliloz gibi
kompleks karbonhidratlar ise, heksoz molekillerifgtikoz) ayrildiktan sonra
hicrenin ihtiya¢ duydgu enerjiyi Uretmek icin daha ileri bis@maya aygir. Ancak
bu sekilde, H Uretimi icin uygun hale gelmiolur. Sekil 2.10'da, sellloz ve gasta
iceren tarimsal atik ve gida sanayi atiksuyunddrofan tretimi 6zetlenngiir.

Tercih edilen karbon kaynaklari arasinda glikozsiikroz, fermantetif hidrojen
Uretimi calgmalarinda siklikla kullanilan substratlardir.séta ya da seltloz gibi
daha kompleks karbonhidratlar ve melas gibi karimalbca zengin atiklar da,
hidrojen Uretim c¢admalarinda daha dar kapsamlida olsa substrat kaylarak
kullanilabilmektedir (Baghchehsaraee, 2009). Clkeibonhidratca zengin atiksu ve

kati atiklarin bir cgunda bu maddeler bulunur.

Biyohidrojen tretiminde kullanilan ger substrat kaynaklari, protein vegga
zengin atiklardir. Bu tip atiklar, karbonhidratgangin atiklar ile kanlastirildiginda
bulunabilirlikleri az olmasina gamen, organik atiklarin biyolojik dégumu ile
hidrojen eldesi icin, potansiyel besinlerdir. Gadalarda kullanilan substratlaringgo
su sekilde tanimlanmaktadir; polisakkaritler: sellldeksozlar: glikoz; pentozlar:
ksiloz, arabinoz ya da disakkaritler: siikroz ve toml Substrat olarak kullanilacak
olan ham maddenin maliyeti, hidrojen tretim prasesekonomik olmasi yoninden
onem arz eder. Bu nedenle toksik olmayan endustatyksular ve bazi biyolojik
parcalanabilir karbonhidratlari iceren atiksulam@din; peyniralti atiksuyu, kentsel
katt atilk sizinti suyu,seker ve melas dretim fabrikalarindan c¢ikan atiksu,
yemekhanelerden cikan gidagatya da gidasieme fabrikasi atiksuyu, alkol Uretim
prosesinden cikan atiksu,sasta Ureticileri agn, piring sarabi, makarna fabrikasi,

yag fabrikasi, ekmek mayaslI ve bira fabrikasi atiksuh.), farkh &kletme
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parametrelerine sahip fermantetif hidrojen uretiraspsleri icin kullanilabilir (Wu,

2009; Hafez, 2010).

Seliloz/njasta
iceren zirai atiklar

|

Ogutme

4

On islem
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}

Organik asitler

'
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L »| H;ayirma
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Sekil 2.10. Nisasta veya sellloz iceren zirai atiklar ve atikgldar biyohidrojen

Uretimsemasi (Kapdan ve Kargi, 2006).

Bazi kompleks substratlar (atik aktif camur, biligamurlar, domuz gubresi

vb.), kompleks yapilarindan dolayi fermantetif &etimi icin uygun dgildir. Fakat

on aritimdan sonra, hidrojen ureten bakteri tadaimkullanilabilirler. Kentsel atiksu

aritma tesisinden cikan atik aktif camur, yuksekysele organik madde icerir. Bu

yuzden H Uretimi icin potansiyel bir substrattir. Uygun élem uygulandiktan

sonra atik aktif camurdan hidrojen Uretmek icirdrbjen treten bakterinin yetehe

gelistirilebilir. Cizelge 2.14’de, atik aktif camurdarermantetif H dretimi igin

uygulanan farkli 6nslemler ve elde edilen sonuclar 6zetlegiini Optimumsartlarin

sglanmasi icin atik aktif camura uygulanacak en uygim ilem metodu,

fermantetif B tretimi icin kullanilan g, substrat ve ¢aima kgullarina bg&h olarak

degisiklik gosterir.
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Cizelge 2.14 Atk aktif camura uygulanabilecek églemler (Hafez, 2010).

Asl Reaktdr  Substrat 6n islem metodu  Optimum 6n  Maksimum
tipi islem metodu  hidrojen
verimi
Clostridium Kesikli Dondurma ve ¢6zme, Dondurmave 2,1 mmol/g
bifermentans ultrasonikasyon, ¢cbzme KOI

asidifikasyon, sterilizasyon
ve metanojenik inhibisyon

Clostridium Kesikli Dondurma ve ¢6zme, Dondurmave 4,1 g/kg
bifermentans ultrasonikasyon, ¢cbzme kuru kati
asidifikasyon, sterilizasyon
Pseudomonas sp Kesikli  Sterilizasyon, mikrodalga Sterilizasyon 15,02
GZ1 ve ultrasonikasyon mL/gTKOI
Eubacterium pH 11'de 16,6 mL/g
multiforme/ Kesikli  pH 11'de alkali 6n aritim alkali 6n kuru kati
Paenibacillus aritim
polymyxa

Fang ve di. (2006) yaptil calsmada, H fermantasyonu igin piring bulamaci
ve gida proses @il kullanmstir. Piring bulamaci ile, 6 farkli konsantrasyon@z2;
5,5; 8,3; 11,0; 13,8 ve 22,1 g karbonhidrat/L) ggahlar yapilng ve 55 g
karbonhidrat/L konsantrasyonda, 15,4 mM/g karboratidH, ile en yiksek verim
rapor edilmgtir. Maksimum verim alinan konsantrasyorgee tzerine ¢ikildiinda
H, verimi surekli olarak azalrgtir. Verimdeki bu azalma, biyoreaktér icinde Ureil
yuksek konsantrasyonda UYA ve alkol Uretimindenrieyanabilir. Dger tarafta
Yang ve Shen (2006), substrat olarakasta kullannylar ve ¢ozinebilir giastanin
konsantrasyonundaki agtan (5, 10, 20, 30 ve 40 gsasta/L) H uretiminin 6nemli
derecede etkilenmegini ancak; 20 g/L njasta konsantrasyonunda daha fazla H
Uretildigini rapor etmglerdir. Literatirden elde edilen veriler, optimurbstrat
konsantrasyonunun farkl kollar altinda dgistigini gostermektedir. Bu nedenle her

calisma icin, en iyi kgullarin tanimlanmasi oldukg¢a dnemlidir.

2.3.1.5 Hkismi basincinin etkisi

Sivi safha icindeki hidrojenin kismi basinci,, Hiretimini etkileyecek onemli
faktorlerden biridir. H'nin kismi basincindaki azalma, verimin artmaseglarken;
artan H kismi basincinin etkisi, daha yuksek besleme gictRullanimini
sinirlayabilir. Hidrojen konsantrasyonu aitticin, metabolik yol izi hidrojen yerine
indirgenmg Grdnlerin Uretimi yoninde kayar. Yiksek konsantoasla H elde
etmek icin, metanojenler tarafindan tuketiimedemga} Gretiminin baskilanmasina

sebep olmadan 6nce hidrojen sistemden yapay ofgdakilmelidir (Tanisho ve di,
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1998). Reaktor icerisinde sthin kismi basincindaki azalma, hidrojen dretimini
artirabilir. Sivi icindeki H konsantrasyonu argi zaman, hidrojen Uretim
reaksiyonlari daha az tercih edilir (Hawkes v&,d2002).

Kesikli testlerde gaz basincinin aralikli olarakbsst birakilmasi ile, hidrojen
dretiminin %43’e kadar arfl rapor edilmgtir (Logan ve dg., 2002). Argon ya da
azot gazi puskurtmek sureti ile, hidrojen kismiibas azaltmak da surekli kaltar
icindeki H, Uretim verimini artirmaktadir. ial ekosistemlerde ise gk Hp, kismi
basinci, hidrojen Ureten bakteriler ve metanojegier hidrojen tiketen bakteriler
arasindaki ayni yonla ortaklik aragilile sgilanir (Baghchehsaraee, 2009).

Diger bir parametre olan katirma hizi da, K verimini etkilemektedir. Artan
karistirict hizinin, ¢ézinmgiH, konsantrasyonunu daha das@idist goralmigtar
(Hawkes ve di., 2002).

2.3.1.6 Fermantasyon son drtnlerinin etkisi

Anaerobik kamik kultir ile biyohidrojen dretimi, kagik kultir sisteminin
davrangindan ve hidrojenin cevresel «dlara duyarliigindan dolayl ¢cok kompleks
bir biyolojik sistemdir. Anaerobik kagik asi camur, farkli biyolojik 6zelliklere sahip
cesitli fermantetif bakteri turleri ve sporlarindan uglir. Her grup farkh bir
biyokimyasal yolu tercih eder ve kendi tiriine 6zgtiyan tGriin ya da son urin
Uretir. Bir bakteri grubu biyohidrojen Uretiyorkewljger bir bakteri grubu onu
tuketebilir. Diger tarafta bazi bakteri turleri cevresekbdar uygunsa, hidrojeni hem
uretip hem de tuketebilir. Bu duruma en iyi drnékyohidrojen Uretimine kar

asetat olgumudur.

Asetik asit son Urin olgw zaman, teorik olarak maksimum 4 moj} elde
edilir.
CeH1206+2H,O0 — 2CHCOOH+2CQ+4H, (2.9)

C. aceticum gibi Clostridia’'nin bazi tourleri, H ve CQ'i asetata
donistirmekle aagidaki reaksiyonda oldiw gibi H, verimini disUrebilir. Bu ylizden
artan asetat Uretimi, Hveriminin arttgina dair bir kanit dgldir (Hawkes ve di.,
2006).

2CO+4H, —y CHCOOH+2H0 (2.10)

45



Bakteriyel fermantasyon, mikroorganizmanin buylmes sirekliligi icin
gerekli enerjiyi elde ederken bir substrat kayna ihtiya¢ duyar ve metabolik yol izi
suresince organik asit, alkol ve hidrojen gibi bam Urinler dretilir. Fermantasyon
yol izi stiresince ara Urln olarak Hretimi, asetik asit, propiyonik asit, bitirik age

laktik asit gibi fermantasyon son trinlerinden letkir (Denklem 2.9-2.11).

En yuksek teorik Klverimi, fermantasyon son urtind olarak asetagustw ile
ili skili olmasina rgmen; pratikte en ytksek.hverimi, asetat ve bitirat fermantasyon
drtnlerinin - kargimi ile iligkilidir. Karisimin asetik asit ve butirat icgri
propiyonattan daha yuksek offluzaman, kK verimi daha da yuksektir. Butirat son
drin oldgunda ise, 1 mol glikoz kama maksimum 2 mol Helde edilir. Fakat bu
bilgilere rggmen, fermantasyon yol izi ve hidrojen Uretim yefgreasindaki ikki

tam olarak ¢6ziulemestir (Ren ve dg., 2006b).
CeH1206+2H,O —» CHCH,CH,COOH+2H+2CGO, (2.11)

Kullanilan organik besinler ve bakteri turlerin@gh olarak acgga cikan
organik asitler (malat, laktat, propiyonat, butirae/ya da asetat), anaerobik
bakterinin fermantetif metabolizmasi ile desteklaee ve bunlarin iye dongimu
enerji agisindan tercih edilebilir bir reaksiyorgiligir. Bu ylzden bu organik asitler,
bUiyime ortaminda birikir ve mikroorganizma bluyumeldrinda azalmaya sebep
oldugu icin H, Uretim verimi azalir. Sonug¢ olarak,Hiretim reaksiyon suresi,
nispeten kisa olabilir ve verim organik asitlerinkiminden dolay! azalabilir (Malis
ve Melnicki, 2006).

Biyohidrojen Uretimi, anaerobik fermantasyon prasgés laktatin tretimi ile
negatif olarak etkilenir. Buyuk miktarda laktat filiese, Laktobasillustiri laktat
fermantasyon bakterisi fermantasyon ortaminda baslabilir. Laktat Greten bakteri
baskinsa, piruvat reaksiyonlarinda hidrojenin timketden dolayr H
uretilemeyebilir. Laktat Ureten bakteri,gdr anaerobik fermantetif bakteriler ile
uyum sglayabildigi icin ayarlanmg pH ve sicaklik altinda laktat Gretimi mumkdn
degildir. Bu durum sik stk meydana gelmesingman, anaerobik fermantasyonla
biyohidrojen Uretimi icin ¢cok dnemli bir risktir. KEolarak laktat, anaerobik kark
kaltur icindekiClostridia sp.tarafindan uretilebilir. Laktat ile Hiretilebilse bile, K
verimi disuktir ve H Uretim hizi, bitirat ve asetat gibigdr yol izlerinden daha
yavatir.
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Propiyonatin olgumu ve birikimi, hidrojen olgumundaki verimsizlik ve
toksik etkisinden dolay! sistem icinggir bir problemdir. Normal olarak propiyonik
asit, dger urunler ile birlikte Uretilir. Fakat asidik veoRvansiyonel anaerobik
proseslerde, @er urlnler artiyor iken propiyonat seviyesi azaRropiyonatin
birikimi, sistem igin blyuk bir risktir. Ctnkl buokullar altinda, ne hidrojen ne de
diger Grdnler duretilebilir. pH 5,3 ya da dahasdk pH deerlerinde, asidik
fermantetif proses icinde propiyonat Uretimi dnlaie(Mu ve dig., 2007).

Ozellikle de aseton ve butanol gibi bazi ara Gnimlelusumu ile de, hidrojen
uretimi negatif olarak etkilenir. Asetat Uretiiflizaman var olan 2Hkullanilarak,
aseton uretilebilir. Butanolun, butirat yolizinderkan 4H kullanilarak tretilebildgi
de bilinmektedir (Hwang ve gi, 2004).

Hidrojen, c@unlukla bitirat, asetat ve etanol yol izi ile Ulstilir. Etanol,
sistem igindeki stabil fonksiyonundan dolayi, fentedif hidrojen icin 6nemli bir
arandur. Literatir aggirmasi gosteriyor ki etanol, anaerobik kdeikultar icindeki
batin drunler ile bir arada olabilir. ;Hverimini etkileyen etanol okwmunun,
optimum seviyesini bulmak 6nemlidir. Ren veg.di(2006a) yap# calsmada,
asetat/etanol orani yakl& olarak 1 oldgunda en iyi hidrojen veriminin elde
edildigini rapor emgtir.

H,, ara urdnlerin her biri ile Uretilse de Uretilmede sistem onlardan sadece
birini Uretse bile, inhibisyon etkisinden dolayiditojen tretim hizi azalabilir ya da
durabilir. H verimini maksimize etmek igin, bakterinin metakatasi alkolden
(etanol, butanol) ve ugucu aasitleri yontunden indirgenmiasitlerden (laktat)
uzakta yonetilmelidir (Levin ve #i, 2004). CunkU awtirilamayan asitler, hicre
membranindan gecebilir, transmembran phigden derecesini dgiirebilir ve bu

yuzden hiicre 6limune ya da sporsalmuna sebep olabilir (Baghchehsaraee, 2009).

2.3.1.7 Azot ve fosfor konsantrasyonunun etkisi

Azot, protein nukleik asit ve enzimler i¢in ¢ok @mebir bilesen olmasindan dolayi
hidrojen Ureten bakterinin biyumesi icin gerekli @memli besin maddelerinden
biridir. Bu yuzden uygun miktarda azot ilavesi, Hojgn CUreten bakterinin
bliylmesine ve fermentatif,Hiretimine olumlu yonde etki edecektir. Bu amagia e
cok kullanilan azot kayrga amonyak azotudur. Fosfor, besirgee ve tamponlama

kapasitesinden dolayr hidrojen dretimi icin gerékli Azot ve fosfor
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konsantrasyonunu artirmak, verimi artirir. Fakalgdamiktarda art, artan verimin
azalmasina sebep olacaktir. Bu nedenle uygun C/IC/#e orani, fermentatif H
dretimi icin gereklidir. Kullanilan deneysgrtlardan dolayr optimum N, P, C/N, C/P
oranlari hususunda, ortak bir karara varilalsam(Wang ve Wan, 2009; Geng,
2010).

2.3.1.8 Metal iyonunun etkisi

Yuksek metal iyonu konsantrasyonu, , Hireten bakterinin aktivitesini
sinirlandirabilmesine gamen iz miktarda metal iyonu, fermentatif, lretimi icin
gereklidir. Ortamda bulunmasi hidrogenaz enzinsiagian gerekli oldgundan F&',
fermentatif H Gretimi igin cok geni 6lgude arstirilan bir metal iyonudur.

Biyohidrojen Uretimi, fermantasyon siresince baketr metabolizma icin
gerekli mikronatrientleri gerektirir. Na, Mg, Zn Vée gibi elementlere bakteriyel
enzimin kofaktoru, tgnim prosesleri ve dehidrogenaz tarafindan ihtigaguldusu
icin, mikroorganizmalar igindeki Hmetabolizmasini etkileyen énemli iz metallerdir
(Davila-Vazquez ve di, 2008). Cizelge 2.15 fermantetif; Hiretimi tzerine farkl
metallerin etkisini gostermektedir.

Agir metallerin zehirlilgi de, hidrojen Uretim sistemlerinde dikkate alinmal
Yapilan calgmalarda bazi metallerin zehirlilik seviyelerininueNi-Zn>Cr>Cd>Pb
seklinde dgistigi goralmistar (Wang ve Wan, 2009).

Mineral tuz icergi de, hidrojen Uretimini etkiler. Uygun icerik ilelde edilen
hacimsel hidrojen tretim hizi (HHUH), geleneksatiag@nik niitrient formilasyonu
ile elde edilen dgerden %66 daha yuksektir. Demirin yani sira magmegysodyum
ve cinko, bakteriyal enzim kofaktdrleri, staim prosesleri ve dehidrogenaz igin

gerekli oldigundan HHUH'ni etkileyen énemli iz metallerdir.
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Cizelge 2.15Fermantetif biyohidrojen tUretimi Gizerine farkl rakiyonlarinin etkisi (Sinha ve Pandey, 2011).

Asl Substrat Reaktor Metal Konsantrasyon (mg/L) Hidrojen verimi
tipi iyonu Calisilan  Optimum
aralik kons.
Anaerobik camur Nasta Kesikli F& 0-4000 150 279,9 mL/g gasta
Anaerobik camur Glikoz Kesikli Fé 0-1500 350 311,2 mL/g glikoz
Clostridium Glikoz Kesikli Fe? 1-100 25 7,73 mL/saat
saccharoperbutylacetonicum
N1-4 (ATCC13564)
Clostridium acetobutylicum Glikoz Kesikli Fe? 0-1000 25 408 mL/g glikoz
Anaerobik camur Palm yaisleme  Kesikli Fe'? 2-400 257 6,33 L/L
atiksuyu
Curatdlm camur Glikoz Kesikli N2 0-50 0,1 296,1 mL/g glikoz
Hidrojen Ureten bakteri B49 Glikoz Kesikli Mg 1,2-23,6 23,6 2360,5 mL/Lsaat
Clostridium acetobutylicum Glikoz Kesikli Mg™ 0-1000 0,0 77,5 mL/L saat
Anaerobik camur Glikoz Kesikli Ca 0-400 400 1,74 mol/mol glikoz
Curatdlm camur Sukroz Surekli Cca 0-300 150 3,6 mol/mol
Kentsel atik gamur Sukroz Surekli €a 0-27,2 27,2 2,19 mol/mol sukroz
Anaerobik camur Glikoz Kesikli ZA 0-500 250 1,73 mol/mol glikoz
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2.3.1.9 Hidrolik alikonma suresi (HRT)

HRT, surekli sistemdssletilen reaktorlerde hidrojen tretim hizini ve/ya \eerimini
potansiyel olarak etkileyen bir faktordir. Ayricd&RF'nin, substratin fermantasyonu
sirasinda urin biganini de etkiledgi goraimistir. En uygun HRT, ¢li faktorlere
(reaktor sekli, kullanilan substrat, Dbelirli mikroorganizmaeya mikrobiyal
topluluklar) bagh olarak de&ismekle birlikte, her sistem icin belirli bir 6zeltik.
Uygun aralikta HRT ari bakterilerin hidrojen Uretim yetegi@i artirir. Fakat ¢ok
yiksek seviyelerdeki HRT, azaltir (Geng, 2010). \¢tanet ve di. (2007), 38C’de
ve pH 5,5de SKTR'de anaerobik kak kualtur ile yaptiklari cahmada HRT'yi 3
giinden 1 gine azalttiklarinda, hidrojen verimingeddan 1,24 mol lmol glikoz'a
arttigini rapor etmtir.

Cok disuk HRT'de calsmak, biyokutle yikanmasina yol acabilir. Ancak ¢ok
yuksek HRT'de capmak da, uygun dgldir. Clnku yiksek seviyede ugucugyasidi
birikimiyle, hidrojen uretiminin inhibisyonuna ya@icabilir (Baghchehsaraee, 2009).
Esasen kisa HRT'de, hidrojen tiketiciler, biringiarak da metanojenler, ortamdan
uzaklgtirlabilir. Bu nedenle HRT’nin kontroll,sacamurun 6n aritimi olmaksizin
hidrojen tuketicileri sinirlandirmak igin g&r bir strateji olabilir. Lin ve Jo (2003)
metan dretimini tamamen inhibe edebilmek amaci@asaate kadar HRT'yi
kademeli olarak azaltarak anaerobik gsidikesikli reaktorde hidrojen Uretim

verimini artirmay! bgarmslardir.

2.3.1.10 Metabolik kayma (Metabolic Shift)

Sekil 2.11'de karbonhidratlarin fermantasyonu ilasah olasi fermantasyon urunleri
gosterilmektedir. Pratikte yuksek ,Hverimleri, asetat ve butirat fermantasyon
aranlerinin kargimi ile distk H, verimi ise, alkol ve laktik asit gibi indirgengnson
artnler ve propiyonat ile gkilidir (Levin ve dig., 2004). Fakat diilk pH deerleri
gibi (4,5-5,0) 6zel cevresel kallar altinda, etanol tip fermantasyon ile, ldlde
edilebilecgi de g6z 6ninde bulundurulmalidir.

CeH1206 + 3HLO —» GHsOH + 2CHCOOH + 2CQ + 2H, (2.12)

Bu ylUzden etanol odumu, her zaman dik hidrojen tretim veriminingareti

degildir. Hidrojen uretecek bakterinin metabolik yal,i ¢esitli cevresel faktorlerden
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onemli derecede etkilengiicin bu durum iyi birsekilde aratiriimalidir (Ren ve
dig., 1997).

2C02 CgH4205 E
|

_2NAD*
/f
2CH,CH,0H ‘TT\ \\ 2ADP ~ N, SNADH:H: |
ANADYNADHAH oaTp«’| 2NADH+H*2NAD*
2CH,CO0H 2CH,COSCoA 2CH,COCO0 N +2CH,CHOHCOOH
ATP ' | :
2FdH ,
2 25 ANADH+H*
2NADH+H_ |  Ap - i
'S 2ADP— N, |
s 4NAD* |
____________ AP Jeare<]

2CH4(CH,),COOH |[2Hz] | 2CH,CH,COO0H

Sekil 2.11.Bazi dier yan Urinler ve fermantetif hidrojen glumu icin érnek yol izi
(Fd, Oksitlenmy ferrodoksin; Fdk, indirgenmi ferrodoksin) (Ren ve
dig., 2006a).

2.3.1.11 Enzim

Biyohidrojen uretimi, mikroorganizmalarda bulunandrbjen Ureten enzimlere
baglidir. Bu enzimler, cok basit redoks reaksiyonldar2H + 2e — H,) katalizor
olarak gorev yapar. Bu reaksiyonu gercgtiten enzimlerin bir¢gu, aktif yerlerinde
karmalk metalli gruplar ve 6zel proteinler icerirler.rBok hidrojen Uretim sistemi
tarafindan kullanilan G¢ ana hidrojen Ureten enzfmtrogenazlar, [NiFe]-
hidrogenazlar ve [FeFe]-hidrogenazlar) vardir.

Nitrogenazlar, azotu amonya balayan reaksiyonu katalizler ve ayni anda
protonlarin (H) hidrojene zorunlu indirgenmesinigar.

[NiFe]-hidrogenazlar, hidrojen dretiminde nitrogelsmdan 15 kat daha
etkilidir. [NiFe]-hidrogenazlar, sadece hidrojenetinez ayrica onlar uptake
hidrogenazlar (hidrojen tiiketen enzimler) olaralgdeev alabilir. Hidrojenden gelen
elektronlari nikotinamid adenindintkleotid fosf@AD(P)) indirgemekte kullanir.

En etkili hidrojen dretim enzimi, [FeFe]-hidrogeazir. Nitrogenazlardan
1000 kat, [NiFe]-hidrogenazlardan ise 10-100 kdtedigi aktiviteye sahiptir. [FeFe]-
hidrogenazlar, cevrelerine #a olarak ya hidrojen Uretir ya da tiketirler. Bu

enzimlerin Ucu, genel olarak oksijene hassastwdauygun hizda hidrojen Uretmek
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icin, oksijenin ortamdan uzakfarilmasi gerekir. [NiFe]-hidrogenazlar ve [FeFe]-
hidrogenazlar, anaerobik mikroorganizma §am veya saf kultirler tarafindan
karanlik fermantasyonlarda kullanilabilir. Bu regkslarda oksijen Uretiimegi
veya tuketilmedii icin, her iki hidrogenaz tipinin oksijen tarafiawl pasif hale

getirilme olasilgl ¢cok diuktir (Geng, 2010).

2.4 Biyohidrojen Eldesinde Kullanilan Atik Materyaller

Biyolojik hidrojen dretimi, hidrojen gazi Uretimicin iyi bir alternatiftir. Atik
minimizasyon sorunlari ve sdrdurdlebilir g@ihe uygun olarak yenilenebilir
kaynaklardan biyohidrojen uretimi, son yillarda whda ilgi gbrmektedir ve wd
teknoloji olarak bilinir. Fosil yakitlarin yerineegeceksekilde artan enerji ihtiyacini
kargilamak icin yeni ve umut verici yalklan olarak biyolojik hidrojen Uretimi ile,
hem atik materyal kullanimi hem de temiz enerjirkggynin Gretimi sglanms olur
(Kapdan ve Kargi, 2006).

Saf substratlarin tam o6lcekli tesislerde kullaniteknik ve ekonomik olarak
uygun ve surdurdlebilir gédir. Urbaniec ve Grabarczyk (2009) tarafindanrbjdn
fermantasyonuna uygun ham maddeler ic¢in, dort kkBiggram olgturularakSekil
2.12'de verilen teknik uygunluk haritasi hazirlagim Burada dikkate alinan dort
Olcit, su sekilde siralanngtir:

« Verim potansiyeli- maksimum hidrojen verimi

* Mobilizasyon etkinlgi- ham maddedeki tim karbonhidratlarin, fermante
olabilir sekerlere dongebilme yilizdesi

* Fermante edilebilirlik- 6n slemden gec¢cmi ham maddenin, hidrojen

fermantasyonunu getirmeye ve inhibe etmeyes#imi

e Yan Urdn verimi ve deeri- uygulanan 6nslem metodunun ardindan elde

edilen yan trinun verimi ve gerinin nitelendirilmesi
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4 Verim
potansiyel
Yan urinin Mobilizasyon
degeri ve etkinligi
verimi
L Fermante
¥ edilebilirlik

Sekil 2.12. Hammadeye ait teknik uygunluk haritasi (Urbaniec Gebarczyk,
2009).

Hidrojen fermantasyonu i¢in ham maddenin teknikuniggu, ham maddeye
ait dortgenin yizey alani ile ifade edilir. Bu kapsla yukarida ifade edilen dl¢utleri
sglayabilen, yenilenebilir biyokutleler 6nem kazagtm Yenilenebilir biyokutle,
atik materyal olarak g#li endustrilerden meydana gelen petrol kokenthayan ¢cok
yonlu bir kaynaktir ve surdurtlebilir biyohidrojeiiretiminde potansiyel substrat
kayna olarak glev gorir. Kullanilabilecek atik ve biyokitle icinfarkli
siniflandirmalar yapilngtir. Bir c¢ogunda kullanilan siniflandirma 6lcuti ya
substratin kimyasal iceiiya da biyokutlenin orijinidir (Ntaikou ve gi, 2010; Geng,
2011). Biyolojik hidrojen tretimi amaciyla, g#i biyokutle kaynaklari enerji elde
etmek icin kullanilabilmektedir. Bu kaynaklari, érgel kategoride inceleyebiliriz:

1) Enerji bitkileri:  Kimyasal iceriklerine goére fermantetif hidrojen
dretiminde kullanilan enerji bitkilerseker esasli bitkiler (tath sorgursgker kamgi
ve seker pancari), gasta esasli bitkiler (misir ve giay), otsu (¢im ve kuru ot) ve
odunsu KMiscanthusve kavak) lignoseltloz esash bitkileri icerir. $eg ener;i
bitkisinde istenilen 6zellikler, birim alan fiaa yiksek verim, yuksejeker icergi,
disUk lignin icerigi ve yetstirilmesinin kolay olmasidir (Geng, 2010).

2) Tarimsal kalintilar ve atik: Ekin atgl (misir ve bgday sapi),seker
kamsl, tatll sorgum kispesi ve hayvangatbu gruba o6rnek verilebilir. Eneriji
bitkilerinin kullanimi ile kiyaslangn zaman,seker ve njastall bitkilerin hasat
edilmesi ve glenmesinden sonra kalan kalintilarin (gida endiistincirinde daha
ileri islenemeyen) kullaniimasi, ekonomik ve ¢evresel siidbilirlik icin cok daha
lyi bir ¢6zumdur. Bol ve hemen hemen sifir maliyelinasina kann tarimsal ve
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orman kalintilari, kolaylikla fermante olabilen Isestseker icermezler. Kuvvetli bir
sekilde lignine bgli karmalk karbonhidrat polimerleri (seliloz ve hemisel)loz
icerirler. Bu ylzden lignoseltlozik kalintilarin dnojene biyodongiima, bircok
durumda kolay dgldir. Selllozik mikroorganizmalar kullanilsa bildalintilarin
delignifikasyonu icin bazi drslem metotlarina ihtiya¢ vardir. Ancak 6glemden
sonra, sellloz ve hemisellloz yapilarinin serbedtnési sglanabilir. Boylece
sekerlerin salinimi ve tiketimi, daha da kolayla

3) Orman atigl ve kalintilari: Ogitulmis agacsi atik, tomruk kalintilari,
agaclar ve ¢ali kalintilarini igerir.

4)  Endustriyel ve kentsel atiklar: Kentsel kati atik, gida &ty atik camur
ve endustriyel atiklari icerir (Ni ve gli 2006; Geng, 2011).

Dunya Uzerinde yak{ak olarak 2 milyar ton biyokutle vardir ve bu oraer yil
0,2 milyar ton artmaktadir. Yillik biyokitle tretimdinyadaki yillik enerji
tuketiminin yaklgik olarak 10 katina denk gelir (Miyake vezdi2001).

Fermantetif H Uretiminin surdurdlebilirlilgi, kullanilan substrata c¢ok
baghidir. Yapilan argtirmalar sonucunda, substratin fiziksel ve kimyasal
Ozelliklerinin prosesin tum verimini kuvvetle etédigi belirlenmstir. Hidrojen gazi
uretiminde, glikoz, sakkaroz, laktoz gibi aymimasi kolaysekerlerin kullanimi
arzu edilir. Ancak saf karbonhidratlarin ham maddarak kullanilmasi maliyeti
artirir. Bu nedenle hidrojen gazi Uretimindeasta icefgi zengin zirai atiklarin
kullaniimasi, 6nemli avantajlar @&amaktadir (Argun ve gi, 2007).

Teorik olarak karbonhidratlar, gkar ve proteinler bakimindan zengin herhangi
bir organik madde, fermantetif biyohidrojen Uretilgin olasi bir substrat olarak
degerlendirilebilir. Bununla birlikte yapilan camalardan da gorildi gibi,
fermantetif glem sirasinda hidrojenin ana kagn&arbonhidratlardir. Bu ylzden
sekerler velveya karmek karbonhidratlarca zengin biyokitle ve atiklarin,
biyohidrojen Uretimi i¢in en uygun substrat giduanigiimistir (Li ve Fang, 2007).
Farkli substratlarin hidrojen Uretim potansiyellkarsilastiriidiginda, karbonhidrat
bakimindan zengin atiklarin (piring ve patates)rdjeh Uretim potansiyellerinin,
ortalama olarak y&a bakimindan zengin atiklardan fyaet ve tavuk derisi) ve
protein bakimindan zengin atiklardan (yumurta vésyaet) elde edilen gerden 20
kat daha yuksek olgu bulunmutur.

Glikoz, sukroz ve laktoz gibi saf basjekerler, kolayca biyolojik olarak

parcalanabilir ve bu yizden hidrojen tretimi icinael substrat olarak siklikla tercih
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edilir. Ancak saf karbonhidrat kaynaklari, gerceke&teki hidrojen Uretimi igin
pahali ham maddelerdir (Ntaikou vezdi2010; Kapdan ve Kargi, 2006). Glikozdan
hidrojen Uretimi, bazi substratlar (sukroz, patatésstasli, laktat ve sellloz) ile
karsilastinimistir. Melas hari¢ (1,3 g Kisise) tum substratlar icin, 1 g K@ise
substrat degimleri ile denemelerin yurituldiii calsmada glikoz, sukroz ve melas
icin gecikme sureleri benzer bulungtwr (19-27 saat). Patatesastasi iceregiseler
ise, ¢cok yava bir bicimde gaz Uretrgiir (yaklasik olarak 40. saatte gaz Uretimi
baslamistir). Laktat ve sellloz iceresiseler, cok az hidrojen gazi Urewtii. Bu
substratlarin domiiim verimliligi, substratlarin hidrojen ve asetata maksimum
stokiyometrik donglimi g6z oOnunde bulundurulup kiyaslagtimi Mol substrat
basina uretilen mol K deseri, glikoz (GH120g), sukroz (G.H»,011), patates nastasi
((CeH100s)y), laktat (GHsOsNa) ve seliloz ((6H100s),) icin sirasi ile 0,92; 1,8;
0,59; 0,01; 0,003 bulunngtur. Bu deer melas icin hesaplanamatm. Substratin
hidrojene en ylksek dogiimu, glikoz ve sukrozdan elde ediktni (%023). Hidrojen
donsim verimliligi, melas icin biraz daha diik bulunmuytur (%15). Fakat laktat
(%0,50) ve seluloz (%0,075) icin gr cok daha diiiktir (Logan ve di., 2002;
Geng, 2011).

2.4.1 Karanlik fermantasyonla hidrojen gazi tretimnde secilen biyokutlenin

proses Uzerindeki etkisi

2.4.1.1 Basisekerlerin kullanimi

Glikoz (GsH120e), endustriyel atiksularin ganda bulunan kolaylikla pargalanabilir
karbon kayngidir. Tarimsal atiklardan bol miktarda elde ediiebieorik olarak 1
mol glikozdan, 12 mol hidrojen Uretilebilir (reaitsh 2.13). Ancak 2.13-2.16 nolu
reaksiyonlarin standart Gibbs serbest enerjilergedendirildiginde, reaksiyon
2.13’Un termodinamik olarak uygun olmgdigoralir. Glikozdan olasi fermantetif
hidrojen uretim reaksiyonlari (2,14-2,16), 4 malrHol glikoz Uretim hizi ile en ¢ok
arzu edilen son Urinin asetat @dou (reaksiyon 2.14) gostermektedir (Geng,
2010):

CeH1206 +12H0O —6HCOs +12H, +6H  AG°=+3,2 kJ (2.13)
CeH1206 +4H,0 —-2CH;COO + 2HCQy + 4H, + 4H'

AG®=-207 kJ (2.14)
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CeH1206 +2H,0 —CH3CH,CH,COO + 2HCQ + 2H, +3H'
AG°=-257,1 kJ (2.15)
CeH1206 +3H,0 —CH3CH;0H +CHCOO + 2HCQy + 2H, +3H'
AG=-226 kJ (2.16)

Organik maddelerden fermantetif hidrojen Uretimirzshe metabolitler, asetat
ve bitirat oldgu halde butirat daha baskindir. Clnkl Gibbs serbestji dgeri
disuktir (Kim ve dg., 2006). Onceki reaksiyonlarin aksine propiyonatratimi,
(reaksiyon 2.17) hidrojen dretimini girdr. Clostridium aceticum gibi
homoasetojenlerin aktivitesi ile, hidrojen (reaksiy2.18) veya glikoz (reaksiyon
2.19) tuketimi meydana gelebilir.

CgH1205 + 2H, —»2CH;CH,COO + 2H,0O+ 2H" AG°=-358 kJ (2.17)
2HCO; + 4H, + H -CH3COO + 4H,0 AG°=-105 kJ (2.18)
CeH1205 —»2CH;CH,COO + 2H" (2.19)

Glikozdan elde edilen en yiiksek hidrojen verim-2,4 mol H/mol glikoz
civarindadir. Asetata kiyasla butirat Gretimi, tearerimden sapma sebeplerinden
birisi olabilir. Fang ve Liu (2002)’ya gore, glikom kismi oksidasyonu dik verim
icin diger bir sebep olabilir. Fakat glikozun parcalanmano®695’i gtiginda, verim
1,7 mol H/mol glikozdan daha az olabilir (Lin ve Chang, 2p08u ylzden
bakteriyel biyime icin enerji kaypa olarak substrat kullanimi, teorik
degserlendirmeden daha glik verim elde edilmesinin temel sebebidir. Basit
sekerlerden biyohidrojen uretimi, bircok anamaci tarafindan caglimaktadir. Bu
calismalardan elde edilen sonuglarin bazilari, Cizel@é'da verilmgtir.
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Cizelge 2.16Kesikli karanlk fermantasyon ile saf karbonhidaatlan biyohidrojen
dretim hizi ve veriminin karlastiriimasi (Kapdan ve Kargi, 2006).

Organizma Karbon kaynagi H, verimi % H, Gaz kar. H,
verimi icerigi (%)
Klebsielle oxytoc&iP1 Glikoz (50 mM) 1 mol/mol glikoz 16,7 *
E. cloacadIT-BT 08 Glikoz (%1) 2,2 mol/mol glikoz * *
E. coli Glikoz (20 g/L) 4,73x10 mol/mol * *
glikoz
H. alvei Glikoz (10 g/L) 5,87x1T mol/mol * *
glikoz
Kompost camuru Glikoz (10 g/L) 2,1 mol/mol glikoz * *
Karigik kaltur Glikoz (1 g KA/L) 0,9 mol/mol glikoz 23 60
Karigik kaltur Sakkaroz (6 g/L) 300 mL/g KIO * 40
Klebsielle oxytocaiP1 Sakkaroz (50 mM) 1,5 mol/mol sakkaroz 12,3 *
C. pasteurium Sakkaroz (20 g 4,8 mol/mol sakkaroz * 55
(dominant) KOI/L)
E. cloacadT-BT 08 Sakkaroz (10 g/L) 6 mol/mol sakkaroz 28 92
Karigik kualtar Sakkaroz(1 g KBL) 1,8 mol/mol sakkaroz 23 *
Thermoanaerobacterium Sellloz (5 g/L) 102 mL/g seliloz 18 *
Clostridiumsp. Mikrokristal 2,18 mmol/g seliloz * 60
sellloz(25 g/L)
E. aerogenes Nisasta 1,09 mol/mol glikoz * *
(20 g glikoz/L)
Thermoanaerobacterium Nisasta (4.6 g/L) 92 mL/g pasta 17 60
C. pasteurium Nisasta (24 g/L) 106 mL/g gasta 19 *
Karisik kulttr Patates pastasi 0,59 mol/mol njasta 15 *
(1 g KOI/L)
Karigik kaltur Seker pancari suyu 1,7 mobkhol * *
heksoz

* Deger bulunamadi.
2.4.1.2 Nsasta iceren atiklarin kullanimi

Tarim ve gida endustrisi atiklarininggn karbonhidratca zengin olansasta ya da
seltloz gibi bilgikler icermektedir. Bu bilgklerin karmaik yapisi, biyolojik olarak
parcalanmalarini zogarmaktadir. Ayrica zirai atiklarin yapisindaki dig de,
problem olgturmaktadir. Bu nedenle atiklarin biyolojik aymma oncesinde, 6n
islemlere tabi tutulmasi gerekmektedir.sélta, asidik ya da enzimatik hidrolizle
glikoz ve maltoza hidrolize olabilir. Ardindan kantthidratlar, organik asitlere, daha

sonra da hidrojen gazina d@diler.
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Reaksiyon stokiyometrisine gore 1 gastadan, maksimum 553 mL hidrojen
gazi ve yan urin olarak da asetat uretiimesigmea gercek verim teorik gerden
daha dgukdur. 24 g/L yenilebilir misir gastasiC. pasteurianuntarafindan substrat
olarak kullanildginda maksimum spesifik hidrojen tretim orani 237 Hyg ucucu
askida kati madde (UAKM).gun olrgtur (Liu ve Shen, 2004). Zhang vezd{2003),
karisik bir camur kullanarak 37°C'de 4,6 mg/Lsasta konsantrasyonuyla 480 mL
Ho/gUAKM.gun’lik daha yuksek spesifik bir verim raporetmglerdir.
Thermoanaerobacterium ile  termofilik  kosullarda calgmak, 365 mL

Ho/gUAKM.gun’luk Gretim verimliligini artirmamstir.

2.4.1.3 Sellloz iceren atiklarin kullanimi

Selilloz, hemiseltloz ve lignin iceren lignoselllomateryaller bitki hiicre duvarinin
yapisal bilgenini oluturan fotosentez Urunleridir. Lignosellloz, tarikggit ve
orman endustrisinin lignoselulozik atiklarindan eeledilebilir. Lignoseltlozik
materyaller etanol dUretimi icin, dzellikle de entliyel fermantasyon igin, potansiyel
kullanima sahiptir ve heksoz ile pentazkerlerinin en buyldk yenilenebilir
kaynaidir. Fakat selllozu, basgekerlere hidrolize etmek icin gereken 6n aritim
prosesi bir kisitlamadir.

Isil olarak parcalanmi camur ile mezofilik sartlarda mikrokristalin
selllozdan hidrojen gazi Uretim potansiyelisardmistir. Seltloz konsantrasyonu
arttiktan sonra 12,5 g/L seliloz konsantrasyonueltte edilen maksimum verim
(2,18 mol H/mol seliloz) azalmtir. Bununla birlikte 25 g/L sellloz
konsantrasyonu, en vyuksek spesifik hidrojen Gretimranini (11,16
mmol/g.UAKM.gln) s@lamistir (Lay, 2001). Liu ve di. (2003), seltlozu 37°C’'de
daha yuksek bir oran ile hidrojene détiiiebilmistir. Fakat hidrojen miktari sadece
termofilik aralikta ary gostermgtir. Bu calsmada elde edilmgi olan maksimum
hidrojen verimi, teorik verimin sadece %18’idir @QénL/g seltloz). Verimin diik

olmasi seltlozun kismi parcalanmasindan kaynaklgnrnfiKapdan ve Kargi, 2006).

2.4.1.4 Gida endustrisi atiklari ve atiksularinin kllanimi

Gida endustrisi atiklari, kentsel kati atiklaridudca biyik miktarini okiurur.
Duzenli depolama, kompostlama ve yakma kati atiknetiini icin  bilinen
yaklasimlardir. Ancak son yillarda yapilan gahalar yiksek seviyede karbonhidrat

ve protein icetinden dolayi, kati gida atiklarinin biyolojik higea Gretimi igin iyi
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bir ham madde oldiunu, dolayisiyla hem atik yonetimi hem de enerptidmi
amaciyla bu atiklarin gerlendirilebilecgini ortaya koymugtur. Gida atiklari
icindeki 6zellikle karbonhidrath organik bienler, anaerobik hidrojen Uretimi icin
potansiyel bir substrat olabilir. Gida atiklarindakoblem, karbonhidrat ve protein
turlerindeki dgisimler ve kargimdaki konsantrasyonudur. Her Bigm, hidrojen gazi
uretimi icin farkh cevresel ve biyoprosesskiiari gerektirir. Cizelge 2.17'de, farkl
materyaller ile elde edilen hidrojen gazi Uretimhegrilmistir. Cizelge 2.18'de ise,
gida atiklari ve nasta icerikli atiklardan biyohidrojen Uretim veraril
karsilastiriimistir (Chong ve di., 2009). Gida endustrisi atiksulari, karbonhidratg
zengin atiksulardir. Ginkel ve gi (2005) sekerleme, elma ve patategleiyen
endustriyel atiksulardan ve kentsel atiksulardainofen Uretimi Gzerine ¢camistir.
En yiksek uretim verimi (0,21 L 4 KOI), patates sieme atiksuyundan elde
edilmistir. Melas, karbonhidrat¢ca zengingdr bir substrattir ve iyi bir sakkaroz
kaynaidir. E. aerogenesE.82005 tiru ile sureklisietimde maksimum ve elde
edilebilir hidrojen Uretim orani, sirasiyla 36 v@ @mol H/L.saat olmygtur (Kapdan
ve Kargl, 2006).

2.4.1.5 Anitma ¢amuru kullanimi

Atiksu aritma Unitelerinden c¢ikan biyolojik kati daeler, buyuk miktarda
polisakkarit ve protein icermektedir ve hidrojerdedinde kullanilabilir. Wang ve
dig. (2003c), biyohidrojen eldesi icin ham madde ddaaik camur kullanmglar ve 1
g biyokatl baina, 1,8 mg Hg kuru ¢camur verim alnglardir. Bu dger, Huang ve
dig., (2000) tarafindan elde edilenden (0,16 mégHuru camur) ¢cok daha yuksektir.
Filtrattan elde edilen verim ise, 15 mg/#l KOI olarak rapor edilngtir. Aritma
camurlarindan biyolojik yolla hidrojen Uretimi, ligh 2.5'de ayrintili birsekilde

aciklanacaktir.
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Cizelge 2.17Karanlik fermantasyonla farkli atik materyallerdgyohidrojen tretim
verimlerinin kagilastiriimasi (Kapdan ve Kargi, 2006).

Organizma Karbon kaynagi H verimi % H»
icerigi
Kangik kultar OFMSW 150 mL/g OFMSW 66
Thermoanaerobacterium Gida atgl (6 1,8 mol H/mol 55
gUKM/L) heksoz
Mezofilik karigik kultar Gida afil (%3 UKM) 0,05 mol/mol 1
heksoz
Karisik kaltar Patates endustrisi 2,8 L/L atiksu 60
atiksuyu (21 g KOL)
Karisik kultar Elma (9 g KAIL) 0,9 L/L atiksu 60
Karisik kaltar Evsel atiksu 0,01 L/L atiksu 23
E. aerogenes Melas (%2 sakkaroz) 1,5 mol/mol 60
sakkaroz
E. aerogenes Piringsarabi atiksuyu 2,14 mol/mol 53-61
(36 g KAL) heksoz
E. aerogenes Biyokati 1,2 mg/g KO *
E. aerogenes Filtrat 15 mg/g K@ *
C. butyricum+ Tatli patates gasta 2,4 mol/mol glikoz ~ *
E. aerogenes kalintisi (%0,5)
C. butyricum+ Tatll patates gasta 2,7 mol/mol glikoz ~ *
E. aerogenes kalintisi (%2)
* Deger bulunamadi; OFMSW: Kati gtn organik fraksiyonu
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Cizelge 2.18Gida atgl ve nkasta icerikli atiklardan biyohidrojen tretim verarihin kagilastiriimasi (Chong ve di, 2009).

Organizma Substrat Calsma Eklemeler® pH/ Verim
sekli Sicaklik
Gida atigi
Karisik kaltar Elma gleme atiksuyu Kesikli Var 6,0/- 0,9 L H/L ortalama
(9 gKOI/L) (0,1 L Hy/g KOI)
Karisik kaltar Patatessieme atiksuyu Kesikli Var 6,0/- 2,1 L H/L ortalama
(21 gKOI/L) (0,1 L Hyg KOI)
Karisik kaltar Gida afil Surekili Yok 6,5/35°C 0,39 L #y KOI
Karisik kaltur Gida afil Kesikli Yok 5,6/50°C 57 mL kg UKM
Nisasta bazli atiksu
Karisik kiltir Melas Siirekli Yok 7,0/35°C  5,57°H,/m®reaktdr/giin
Karisik kaltar Piringsarabi (5,5 g karbonhidrat/L)  Kesikli Var 4,5/37°C 463mL Hy/g karbonhidrat
Selilozik atik
Thermoanaerobacteriuice POMP’ Kesikli Var 5,5/60°C 6,33 L WL POME
zengin gamur
Kangik kultar POME Kesikli Yok 5,5/60°C 4,7 LA POME
Karisik kaltar POME HRT 5 Yok 5/- 0,42 L/g aywgabilir KOI
gun
Laktoz bazl atiksu
C. saccharoperbutylacetonicum Peynir alti suyu Kesikli Yok 6-30°C 2,7 mol limol laktoz
ATCC27021 (49,2 g laktoz/L)
Karisik kaltar Mandira agi HRT 24 Yok 6/28°C 1,105 mmol ¥#m>/dak
(10,4 g KA/L) saat
Karisik kaltar Peynir §leme atiksuyu HRT 24 Yok 7,5/35- 2,4 mM H/gKOI
(10 g KQ/L/giin) saat 38°C

2Vitamin ve mineral ilavesi ® Hurma y& fabrikasi ¢iks suyu
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2.4.1.6 Sit endustrisi atiklari

Peynir ve sit endustrisi atiksulari, laktozca zedigi Peyniralti suyu, fermantasyon
amaclyla substrat olarak kullanilabilen yakta%5 laktoz icerir. Laktozca zengin
atiksuyu, dier Urlnlere dongiirmek icin farkh teknolojiler uygulanabilmesine
ragmen bu atiksuyun kullanimi ve bertarafi hala sidistrisi igin en 6nemli
problemlerden biridir.

Ham peyniralti suyundan hidrojen dretim olasri belirlemek icin,
Clostridium thermolacticunile ¢calsmalar yapilmgtir. Calsma sonucunda hidrojen
dretim orani, orta asidik pH'da optimum seviyed&ilehmistir. pH 7'de farkli
seyrelme oranlari ile ¢alldiginda, en yiksek Hverimi 3,0 mol H/mol laktoz (1,5
mol Hy/mol heksoz) olmgtur (Lay, 2001). Venkata Mohan vegdi(2007), atiksu
aritimi ile birlikte st enduastrisi atiksuyundandidwijen Uretim potansiyelini
deserlendirmitir. Hacimsel hidrojen retim orani, 3,5 kg K@ giinlik organik
yikleme hizinda en yiiksek seviyeyesaiatir (1,105 mmol H/m?® dak). Elde edilen
maksimum substrat (Kpgiderim verimliligi ise, %64,7’dir (Chong ve gi, 2009).

2.5 Atiksu Aritma Camurlari

2008 yilinda yaklgk 2,38 milyar ni/yil kentsel ve endiistriyel atiksu, Tirkiye'deki
atiksu aritma tesislerinde aritigrve yaklgik 1075000 ton/yil atik camur Gretilghir
(URL-4). Kentsel atiksu aritma tesislerinde Uretimmurunglenmesi ve bertarafi,
onemli bir cevresel problemdir. Kullaniimadansal¢ edilen biyokitle kalintilari,
potansiyel bir enerji kayga olmasina rgmen iyi bir yonetim olmagh icin 6nemli
seviyede cevresel problem ortaya ¢ikarmaktadir (Gudig., 2008). Fermantetif H
Uretimi icin substrat olarak atiksu aritma camumllanmak, dger biyokitle
kaynaklarinin kullanimina gore bazi avantajlaragahCunkui kaynak boldur, insan
yerlesiminin oldugu herhangi bir yerde cok az maliyetle ya da hicimaliyet
olmaksizin elde edilebilir (Nicolau veglj 2008).

Gunumuzde, iyi bir atiksu aritma tesisi tasarimeatksu ¢ilg standartlarinin
sgglanmasi icin konulan kati kurallar, yaygin olaraktraa camuru olarak bilinen
atik aktif camur miktarinin artmasina sebep olmdiktaAtik aktif camur, atiksu
aritim prosesinin bir yan drintduar. Atk camurgaolukla mikroorganizmalardan

olusur ve onun organik madde kompozisyonu, glikoz ya wigasta gibi
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karbonhidratgca zengin substratlardan farkhdir.trAa camuru, %41 protein, %25
lipid, %14 karbonhidrat ve %20 bilinmeyen Bgaler (kimyasal oksijen ihtiyaci
kokenli) ya da %32-41 protein ve toplam kuru kabkénli %5-12 y& icerir. Bu
yuzden hidrojen Uretimi icin, potansiyel bir sulbstir (Cai ve di., 2004; Guo ve
dig., 2010). Son zamanlarda yenilenebilir enerjiniptiani icin biyolojik materyal
olarak, aktif camurun kullanimi yontndeki ilgi argmw. Buna 6rnek olarak,
anaerobik aritim prosesi kullanarak hidrojen veamnairetimi verilebilir (Sittjunda
ve dig., 2010).

Fakat atilk camur icindeki organik bienler, c¢@unlukla kullanilamaz
durumdadir. Bu yluzden Hfermantasyonu sirasinda onlari kullanilabilir hale
getirmek icin, 6nglem gereklidir. Dger bir guvenilir secenek ise, gidagatya da
melas gibi karbonhidratca zengin biyokitle atiklake ortak fermantasyon
uygulamaktir (Kotay ve Das, 2010).

Camura uygulanan églémlerin etkisinin incelendi calismada, fermantasyon
sirasinda karbonhidrat geiminin proteine benze@i, ancak o©6n dlem ve
fermantasyondan sonra salinan ve tiketilen karlbloahmiktarinin proteinden ¢ok
az miktarda dgiik oldusu gorulmigtir. Elde edilen sonuclardan proteinin, hidrojen
dretimi icin kullanilan ana besin olgu ifade edilmgtir (Guo ve dg., 2008). Ancak
bazi aratirmalarda hidrojenin, protein ve lipitlerden cok aretildigi, buna kagin
bazi calgmalarda saf ve kank kiltirden hidrojen Uretimi i¢in, azot kayhieolarak
kullaniimasi gerekgi ifade edilmektedir (Kim ve @i, 2004). Yapilan agarmalarda
camur ham olarak kullanilginda, hidrojen verimleri 1,2 mgityKOi ve 0,6 mol/kg
KOI; camur filtratinin kullaniimasi durumunda ise, thegerin 15 mgH/gKOI'ye
yukseldgi ifade edilmektedir (Kapdan ve Kargi, 2006). Caomufermantasyonu,
besin salinimi i¢in bir avantajdir, ancak hidroj@etimi icin dezavantajdir. Filtrat
kullaniimasi durumunda ise, hidrojen Uretim verirgii herhangi bir Grin

inhibisyonuna sebep olmadan ytksetmi(Guo ve dg., 2010; Geng, 2011).

2.5.1 Atiksu aritma camurundan biyohidrojen Uretiminin uygulanabilirlili gi

ve aritma ¢camurlarina uygulanabilecek farkli 6n slemler

Aritma ¢camuru, aysabilen ve hg olmayan kokular tretebilen yiksek oranda (%59-
88) organik maddeden aglur. Bu organikler, ¢gunlukla mikrobiyal maddelerdir ve

hidrojen Uretici ve hidrojen tlketici mikroorganiatari bir arada icerir. Fazla
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camurun aritimi ve bertarabircok tesis icin biyuk bir zorluk ve 6nemli birginlem
olmaktadir. Anaerobiltermantasyo, son bertaraftan dnce fazla camuagirligl ve
hacminde azalma g@amak icin uygun bir tekniktir e camur stabilizasyonu igin
eski ve en 6nemli proses olarak dinya capinda rkilit@ktadir. Ayrica anaerob
fermantasyorile hidrojen ve metan dretimi yolu , camurun biyoenerjisi kisme
geri kazanilabilir. Anaerobilfermantasyon prosesgenellikle 4 gamadan olgur:

Hidroliz, asidojenez,asetojene, metanojenez Sekil 2.13). Hidrojen, anaerobik
fermantasyounn ara drtnadidr. Anaerobfermantasyonun 3. gamasind, hidrojen
tuketen mikroorganizmalar tarafindanseli Urtinlere dongiir ve hizlica kullanilir
Diger tarafta hidrojenin kullanir, metan kullanimina gore daha yaygindir.

yuzden camurun anaerobifermantasyonundan hidrojeni almakahé faydal
olacaktir. Hdrojeni toplamak icin camurun anaerotfermantasyonuhidrojen ve
asetik asit olgum safhasindagsani fermantasyonun ikaa safhasinda durdurulmali
hidrojen tuketimi engellemelidir. Laboratuvar olggnde hidrojen tuketiminir
sinirlandiriimasi igingsu metotlar kullaniimaktadi

» Kisa HRT'deisletim

« Hidrojen tuketicilerini inhibe edec, disuk pH’da kletim
+ On slem gormig camur ile aillama(Geng, 2010).

% Substrat ve firiinler Ornelder
Bakteri
Polisallcaritler
Proteinler
Lipitler
Nk .1
Asidoienik bakteri I CHii0z 7 75 GeHtCa* N0
T Monosakkaritler
Aminoasitler
—_— [ndirgenmis vag asitleri
¢~ Fermantasyon '\,‘ 1 1 1 CHpQ —* CHCHCOOH+ CH,CO0H
“Asidojenik bakieri +CO, +H,
— Yag asitleri
Etanol
m 2 2 CH,CH,CO0H +2H,0 3——* ©CH,COOH +COQ, * 3H,
Asetojenik bakteri [ —— ”Hidrojen| . : N
m Y 3a 1 3bi CH,COOH —» 402 —
™ Metan bakterisi”  [on,+00, |[cH, #2140 CH,+CO, | CH, + 2H0

Sekil 2.13.Anaerobik metabolizma (Igman ve Kim, 2008).
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Aritma camurlari, bunyesinde bol miktarda hidrojgetme potansiyeli olan
enterik bakteriyi barindird@i igin substrat olarak kullaniima 6zgjinin yani sira s
kayna olarak da kullaniimaktadir. Bazi saf kultUrlerkeasik kilttrler, baarili bir
sekilde zenginlgtirildikten sonra H Uretme potansiyelleri test edilgtir (Kotay ve
Das, 2009). Argtirmalar kargik kualtar kullanilan anaerobik fermantasyon
proseslerinin, daha pratik olglunu gosterngtir (Valdez-Vazquez ve di, 2005). Bu
bilgiye dayanarak ginimuizde gtremacilar, atiksu ve atik aritimi icin kak kalttr
kullanimi ile daha fazla ilgilenmektedir. Kgil kiltdr icinde hidrojen treten bakteri
(Clostridium sp ve Enterobactergibi) tarafindan uretilen hidrojen, hemen onlarin
metabolizmalarinin  bir pargcasi olarak geli bilesiklere hidrojeni donjtiren
metanojenler tarafindan tiketilir (Ray vezdi2008). Bu ylzden kark anaerobik
kultirden H Uretmek icin, hidrojen Ureten bakterinin aktivitd®runuyor iken
hidrojen tuketen bakteri aktivitesi inhibe edilmegia da engellenmelidir. Birgok
hidrojen Ureten mikroorganizma, endospor stltabilir. Bu endosporlar, asit ve
alkali iceren zararli kimyasallar ve yiuksek sidakgibi istenilmeyen cevresel
kosullara mikroorganizma maruz kafginda, organizma tarafindan gélilen hayati
yapilar olarak dgiindlebilir. Tercih edilen kaullara geri donuldgi zaman, sporlar
gelismeye balar ve Dbitkisel hicreler okuwr. Fakat hidrojen tiketen
mikroorganizmalarin ggu, bu karakterisge sahip dgildir (Xiao ve Liu, 2009).
Karistk anaerobik kiltirden hidrojen Uretecek asidojehdkteriyi secili olarak
zenginlgtirmek ve metanojenik aktiviteyi sinirlandirmak nigi 1sil klem,
havalandirma, asidik ve baziklam, 2-bromoethanesulfonate (BES), iodopropan,
kloroform gibi inhibe edici kimyasal ilavesi ve dejenik kuiltir hazirlama gibi
birka¢c metot uygulanabilir. Hidrojen Ureten bakt@sidojenik bakteri) ve hidrojen
tuketen bakteri (metanojenik bakteri) arasindakydlojik farkliliklar esas alinarak,
hidrojen Ureten @nin hazirlanmasi igin Onerilen ggi On islem metotlari
gelistirilmi stir. Ayrica ¢gu hidrojen Ureten organizmanin buyime hizi, hidroje
tuketen mikroorganizmaya gore ¢cok daha yuksektir.

Hidrojen Uretimi icin substrat olarak camurun kallmasi durumunda,
uygulanan 6nsiem metotlari sadece partiklil boyutunu azaltmazi agamanda
¢cozlnebilir proteinin seviyesini de artirir. Kim de. (2003), 6zellikle de termal ve
termokimyasal uygulamalar sonucunda partikil boyutuénemli oranda azafgni
rapor etmgtir. COzunebilir proteinin  seviyesi, 0zellikle deinkyasal ve

termokimyasal ©On slemler sonucunda artgtir. Proteinler, organizmanin ana
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bilesenidir ve onlar hidrojen, oksijen ve azotun yamsyaygin bir organik madde
olan karbon igerir. Bu nedenle, ¢ozunebilir proteaviyesi artgil icin, anaerobik
fermantasyonun verimliinin gelismis olabilecgi rapor edilmstir. Calismada
Uretilen biyogazin miktarindaki farkliliklar, hiansrlayici gamanin etkisinin 6n
islemle azaltilabilec@ini ve bodylece atik aktif camurun fermantasyon witi ginin
gelistirilebilecegini gbstermstir.

Su ana kadar, atiksu camurundan fermantetif hidrédjetimi Gzerine ¢ok az
calisma yuaratalmgtar. Sinirh veri, atik aktif camur ve anaerobikrfntasyon
kullanarak biyohidrojen dretiminin oldukc¢a @ik (0,08 mmol H/g kuru kati)
oldugunu gostermektedir (Huang vesdi2000). Ancak ¢camura uygulanan §lem,
cbziinemeyen organik maddenin suya hidroliziyle gamwanaerobik stabilizasyon
verimliligini artirabilir (Lee ve Mueller, 2001). Cheng vezdi(2000), termal olarak
kaynatilan atik aktif camurun anaerobik olarak f@ntasyonu ile 0,7 mmol #¢
KOI verim elde etnglerdir. Bu deer, protein iceren atiksuyun fermantasyonu ile
elde edilen verime yakindir. Fakat hala polisakkigin elde edilen dgrden, ¢cok
daha dguktdr.

Huang ve di., (2000) atik aktif camurdan, 1,6 g/kg kuru kati verim rapor
etmistir. Halbuki Wang ve di. (2003a, 2003c) atik camura uyguladiklari gam
sonucunda, 0,9-6,3 g.Mg kuru kati verim elde etstir. Fakatsu ana kadar ki
bitin calmalarda, s olarak saf bakteri kiltiranian kullaniggiunutulmamalidir.
Bu durum, daha yuksek verim alinmasinglaa Ancak binlerce litre gamur iceren
bir reaktori silamak icin gerekli bakteriyel biyokutleyi, depolaknve hazirlamak
ilave zaman, maliyet ve enerji gerektirgicglen geni olcekte kullanmak pahalidir
ve pratik dgildir. Fakat bu sinirlamaya gemen yayinlanan camalar, aritma
camurundan fermantetif olarak hidrojen Uretilelef@oi gostermektedir. Wang ve
dig. (2003a), fermantasyondan Once aritma camururkh falemler uygulamanin
hidrojen verimi (izerine 6nemli bir etki yapaoa rapor etmitir. Ozellikle de
121°C’de aritma camurunun sterilizasyonu, hidrojeatimini oldukca artirmakta
hidrojen verimi Uzerinde negatif etkiye sebep ofaatan Uretimini azaltmaktadir
(Nicolau ve dg., 2008).

Sonug olarak, aritma ¢amuru ile elde edilen halrajretim verimini artirmak
icin, 6n klemin etkisi denenmelidir. Cunki ayni camura farkin islemler
yapildginda, hidrojen veriminde ve hidrojen gazinin ge@&kgiiresinde (lag time)

farkhliklar goralmistir (Guo ve di., 2008). Sayisiz turde substrat we hakteri
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kullanilarak yapilmyg hidrojen Uretim cajmalari, literatirde rapor edilgtir ve
sonuglar g /g UAKM, mL H,/g KOI ve vb.sekillerde verilmitir. Birim donisimii
icin gerekli ayrintilar ¢cajmalarda verilmedgdi icin, malesef bu caimalardan elde
edilen deneysel sonuclar neredeyse higilkatirilamamaktadir. Cizelge 2.19'da,
literatirden elde edilen bazi sonuclarin listelgndou tur bir kasilastirma

verilmistir.

2.5.1.1 Hidrojen Uretimi Gzerine ultrasonik 6n slemin etkisi

Ultrasonik slem, atik camur icinde kavitasyon elurmaktadir. Kavitasyon etkisi ile
olusan hucre yikimi ve partikill boyutu azalimi, fernzesybn prosesinin geinesine
sebep olabilir (Clark ve Nujjoo, 2000). Mao vez.d{(2004) ultrasonik kavitasyon
tarafindan yaratilan mekanik kesme kuvvetleriniamgr dezentegrasyonu igin
anahtar bir faktor olabilegei ve kavitasyon kabarciklarinin ¢cokmesinin ¢camur
karakteristiklerini dnemli oranda getirdigini rapor etmglerdir. Tiehm ve di.
(2001), camuru dezentegre etmek icin ultrasogldm uyguladiklarinda (3,6 kW, 31
kHz, 64 s) camur icindeki organik maddelerin serlteede gecfiini rapor etmtir.
Bu durum slUpernatant icindeki ¢cozunykimyasal oksijen ihtiyacini, 630 mg/L’den
2270 mg/L’ye artirmgtir. Dahasi fermantasyon suresi, 8 gline azalmChu ve dg.
(2002a) zayif ultrasonik O0glem ile, metanin nihai verimi ve tretim hizinin Gy
oranda artgiini rapor etmilerdir. Chiu ve di. (1997) ise ¢ zamanl olarak
uygulanan alkali ve ultrasonik 6glémin, ¢6ziinmi KOI'yi agiga ¢ikarmada daha
etkili oldugunu belirlemglerdir.

Ultrasonik dezentegrasyon mekanizmasi konusundgagalliehm ve di.
(2001), ultrasonik kavitasyon tarafindan Uretiledrémekanik kesme kuvvetlerinin,
camur dezentegrasyonuna neden @lohw belirlemglerdir. Bununla beraberagida
verildigi gibi atik aktif camurun ultrasonik dezentegrasyodan sorumlu, doért
mekanizma vardir:

- Hidromekanik kesme kuvvetleri,

- Ultrasonik radyasyon altinda Uretilen «OH, <H, <K O radikallerinin
oksidasyon etkisi,

- Camur igindeki ugucu hidrofobik maddelerin termaligmasi,

- Ultrasonik aktif camur dezentegrasyonu suresincakfk artg!.
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Cizelge 2.19Atik camur kullanilarak biyohidrojen tretimi konugla literattirden elde edilen verilerin &dastiriimasi

Calisma kosullari

Substrat pH T(°C) rpm Reaktor Asl H, verimi Kaynaklar
tipi
Atik aktif camur 7,0 55 250 Kesikli ~ Anaerobik can{@00°C’de 7,81 mmol Lin ve di. (2012)
2 saat Isil aritim uygulangi
Ultrasonik aritim uygulanmgi  6,7~7,9 36 1,050 Kesikli - 34,2~34,9 mL/g UKM  Wu ve dg. (2009)
kentsel camur
Aerobik termofilik 55 55 50 Kesikli - 136,9 mL #y TKM Sittijunda ve di.
parcalanmayagrams camur (2010)
121°C’de 20 dk sterilize - 35 125 Kesikli  Pseudomonas sp, GZ1 1,34 mg H/g TKOI Guo ve dg. (2010)
edilmis atik camur
Atiksu camuru ~6,4 35 - Kesikli Clostridium bifermentans 1,5-2,1 mmol H/g KOI  Wang ve di.
(2003a)
Sterilize camur 7,38 35 125 Kesikli  Pseudomonas sp, GZ1 15,02 mL H/g TKOI Guo ve dg. (2008)
Sterilize camur - 37+1 140-150 Kesikli  Sterilizemga icindeki 11,77 mL H/g kuru kati  Xiao ve Liu (2009)
konsorsiyum
Alkali aritilmis gamur 11,0 36+1 150 Kesikli  Alkali 6n islemden gecmi 16,59 mL H/g substrat Cai ve dg. (2004)
camur
Sterilize camur Kesikli ~ Tanimlanmg konsorsiyum 41,23 mL H/g Kotay ve Das
(1:1:1) ayrisabilir KOI (2010)
Ham atiksu ¢camuru 11,5 7,57 mL H/g UKM
Asit 6n slem 7+0,1 3,25 mL H/g UKM
BenYi ve JunXin
Alkali 6n islem 11,5 37+1 140-150 Kesikli - 11,68 mL H/g UKM (2009)
Termal 6nglem 6,8 8,62 mL H/g UKM
Ultrasonik 6n glem 6,9 3,83 mL H/g UKM
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Camur sicakfii artirilirsa, sitoplazmik membran  Gzerindeki lipid
ayristirilabilir. Bu durum, membran Uzerinde kiguk dEikn olusumu ile
sonuclanir. Hicre ici maddeler, bu deliklerden reddilir. Bu ise, katinin Ust
kismindaki sivi igerisinde ¢ozunsiiKOI'nin artmasina neden olur (Wang vesdi
2005).

Camur igindeki ugucu hidrofobik madde miktarininkcdisik olmasindan
dolayi, yukarida verilen G¢inci madde g6z ardnagliir. Camur sicakfiindaki arts
hizi, diguktir. Wang ve @. (2005) yaptiklari cagmada, en uzun dezentegrasyon
zamanini 60 dakika alarak, dezentegre olan cameakigini 82°C’'ye kadar
ctkarmslardir. Termal camur dezentegrasyonu konusundak¢dlgmaya gore, 1
saat iginde 80°C’ye camur sicakhi artirmak dgik CKOIL. (dezentegrasyon
isleminden sonra camurun ¢ozUnNMIKOI deseri) ve CKdg'ne (camur
dezentegrasyon derecesi ya da serbest kalan ¢ozik@iiyuzdesi) neden olngtur.
Bu yuzden 4. madde de, ihmal edilebilir.

Ikinci madde icin ise, Hart (1986) ve Hart ve Heiml@986) gosternglerdir
ki; *OH miktari *H, *N ve O radikalleri miktarindaoldukc¢a fazladir. Buna gore;
*H, *N ve <O radikallerinin oksidasyon etkisi dnemslabilir. Yukaridaki analiz
yorumlarindan ultrasonik camur dezentegrasyonuidaoimekanik kesme kuvvetleri
ve *OH radikalinin oksidasyon etkisinin katkida tmdlygu anlgiimaktadir (Wang
ve dig., 2005).

2.5.1.2 Hidrojen uretimi Gizerine termal 6n slemin etkisi

Termal 0On, glem hucreler arasi A suyun salinimi ve camurun jel yapisinin
kirllmasiyla sonuclanir. Bu yizden bu aritim, yilkseiktarda ¢6ziinmeye imkan
tanir, biyogaz Uretimini artirir, patojen mikroormgamalarin azalimi ve camur
karakteristiklerinin modifikasyonunu (viskozite &masi ve filtre olabilirlilikte arty)
sglar. Termal uygulama icin ana parametre sicakliktiygulama siresi, daha az
etkiye sahiptir. Bazi yazarlara gore optimum suakil70-200°C civarindadir.
Aslinda daha yiksek sicaklik, camurun biyolojik gadanabilirliligini daha fazla
artirmaz, aksine azaltabilir. Bu, Maillard reaksilariyla baglantili dayanikli
bilesiklerin olusumundan dolay! olabilir. Fakat anaerobik fermamasy birleen
175°C civarindaki termal artim ¢amur uretimini gék oranda azaltabilir. Bu
azalma, prosese gore %50-70’e kadarsabdir (Bougrier ve di., 2007; Geng,
2010).
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Kim ve dig., (2003), atik aktif camur igcindeki organik padttlerin termal
aritim araciil ile daha dgtik molekdler girlikh bilesiklere donigtartldiguni ya da
cbzlunebilir karbonhidrat, lipit ve proteinlere sagtirildigini rapor etmitir. Li ve
Noike (1992) yapfii calsmada, atik aktif camurun anaerobik fermantasyonunu
gelistirmek icin optimum aritim sicaldi ve temas zamanini sirasiyla, 170°C ve 60
dakika olarak bulmgiur. Termal 6n glem sonucunda atik aktif camurdan gaz
dretimi, buyuk oranda artinlgtir (Kim ve dig., 2003).

Xiao ve Liu (2009) vyaptiklan c¢amada, kendi kendine anaerobik
fermantasyonla hidrojen Uretmek icin sterilize c¢camblontrol icin ise, glem
gormems ham camur kullannglardir. Hidrojen Ureten ve hidrojen tiketen
mikroorganizmalarin bir arada bulunmasindan ve ramigarkli biylime hizlarindan
dolayi, ham ¢camurun kendi kendine anaerobik feragminunda hidrojen tretimi ve
hidrojen tiketimi birarada belirlengtir. Fakat ham c¢amur icinde bulunan
organiklerin ¢g@unun, hucre duvariyla sarli olan mikrobiyal huerelolduyu
gorulmistar. Hidrojen Ureten ve hidrojen tiketen mikroorgamalar icin ham camur
icinde bulunan bu turdeki bazi organiklerin, biyumelari ve metabolizmalarinda
disls gOrulmitar. Sonu¢ olarak ham c¢amurun kendi kendine anderob
fermantasyonunda, az miktarda hidrojen belirlesimiHam ¢amurdan farkl olarak
sterilizasyon gleminden gecen ¢camurda, bazi mikrobiyal hicrelparcalandii ve
hiicreden bazi hicre i¢i organiklerin salfdrapor edilmgtir. Sonucta sterilize
camur icinde termal olarak kaplanan hidrojen Uretarkroorganizmalar, bu
organikleri hizh birsekilde kullanip hidrojen Uretebilgtir. Xiao ve Liu (2009)
sterilize camurun maksimum hidrojen veriminin (2L Hy/)g UKM), ham ¢camur
ile elde edilen verimden (0,35 mLtg UKM) cok daha yuksek olgwunu rapor
etmistir. Guo ve dg., (2008) sterilizasyorsliemi uygulanan camur ile, 1,34 mg/g
TKOI verim rapor etngtir. Bu deser protein fermantasyonu ile kdastirilabilir,
fakat hala polisakkaritlerden elde edilen verimdehk daha dgiikttr.

Cogu hidrojen tiketen mikroorganizma, sterilizasyonresince 6lmesine
ragmen, sterilize camurun kendi kendine anaerobik #erasyonunun daha sonraki
safhalarinda (36 saatten sonra) bile hala hidrtijgatimi goérulmigtir. ilging olan
sudur ki, sterilize camurun kendi kendine anaerdieitmantasyonunda hi¢ metan
belirlenmemgtir. Xiao ve Liu (2009), bdyle bir durumda hidrojafiketiminden

sorumlu Uc¢ sebep ileri strmgtar:
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1) Camur icinde, otoklavlamaya direncli ve sporstlwabilen, bazi hidrojen
tiiketen mikroorganizmalar vardir (Ogile; homoasetojenik bakteri). Anaerobik
fermantasyonun BEngi¢c safhasinda, hidrojen tiketim aktivitesi #ayive az
miktardaki hidrojen tiketen mikroorganizmadan dokyemsizdir. Hidrojen uretici
mikroorganizmalar ile kiyaslanginda ise, hidrojen tuketicilerin biylime hizi daha
distktur. Anaerobik fermantasyonun daha sonraki safidas hidrojen tiketen
mikroorganizmalardaki agtiile birlikte hidrojen tiiketim aktivitesi daha bejin hale
gelmistir.

2) Ucucu yg asitlerinin artl, Ozellikle de asetik asit, hidrojen Ureten
mikroorganizmalarin daha hizli buyimesini sinirkgere bu durum, hidrojen Uretim
hizinin azalmasi ile sonuclanytr.

3) Proteinlerin anaerobik fermantasyonu sadece ojadr Gretmez, ayni
zamanda hidrojen de tuketir. Bu nedenle sterilizmgr icindeki yiksek miktarda
protein icergi, hidrojen tuketimi ile sonuclanabilir.

Bu U¢ maddeye gmen hidrojen Uretmek icin sterilize ¢camur kullanmman
baz| avantajlari vardir:

1) Ekstra besleme ya da ekstrga @lmaksizin kendi kendine anaerobik
fermantasyonla Hiretmek uygun ve basittir.

2) Herhangi bir ekstra ilave materyal olmaksizitkdk ya da asit dnaritimda
kullanilan alkali ve asit gibi) sterilize edilen mar, hidrojen Uretiminden sonra
kolaylikla artiimsg olur.

3) Metanojenlerin ¢gu otoklavla oldurdldgu icin, kendi kendine anaerobik
fermantasyon prosesinde hi¢ metan Uretimi olngan{iXiao ve Liu, 2009).

75°C ile 121°C arafinda dgisen 1sil aritim sicakliklari ve 15 dakika ile 2 saat
arasinda dgésen maruz kalma sdreleri, yapilan galalarda kullaniingtir (Li ve
Fang, 2007). Ancaku ana kadar optimum isi§lem sicaklgl ve 1sil aritim igin
gerekli sure konusunda, herhangi bir gal gercekigtiriimemistir. En yaygin
calisma kaulu, 100°C’de 15 dakika i1siklem uygulamaktir. Mohan ve i (2008)
100°C’de 1 saat 1sil aritim uygulamak sureti ileaerobik kagik asinin hidrojen
dretimini degerlendirmgtir. Isil aritim proseduird ile hidrojen Uretim waii 0,002
mmol Hy/g KOI'den 0,122 mmol kg KOI'ye artmstir. Mu ve dg. (2007) hidrojen
Ureten ayl zenginlgtirmek ve kargik kilttr icindeki metanojenleri baskilamak igin
Isil, asidik ve bazik onsiem metotlarini kullanngtir. Sonucta en yuksek ,H

verimine, i1sil glem uygulanan ¢camur ile yidgmistir (2 mol H/mol glikoz). Ren ve
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dig. (2008), hidrojen ureten bakteriyi zenggtlemek icin isilsok aritim, asit aritim,
alkali aritim ve tekrarlanan havalandirmali aritmatotlarini denenglerdir. Calsma
sonucunda en iyi sonug, camura uygulanan isiklémisonrasinda alingwe 180,4

mL’den (kontrol) 189,5 mL’ye artan hidrojen uretinaipor edilmgtir (Ozkan, 2009).

2.5.1.3 Hidrojen uretimi Uzerine asidik ya da bazikdn islemin etkisi

Hidrojen uretimi, asidifikasyon safhasinda meydgebr ve pH dgeri, biyohidrojen
fermantasyonunu etkileyecek en 6nemli faktorlerdbendir (Cai ve dg., 2004).
Konvansiyonel metanojenik proseslerde, pH 7 cigaikontrol edilir. Van Haandel
ve Lettinga (1994), Chen vexi(2002) 6,3'Un altinda ya da 7,8'in tzerindeki pH
degerlerinde, metan uretim hizinin keskin kakilde dtigini rapor etnstir. Bu
yuzden anaerobik camurun pH’ini ayarlamakla (pH»¥®tanojenlerin biyoaktivitesi
sinirlandirilabilir. Dger tarafta hidrojen UreterClostridium koruyucu sporlar
olusturarak airi asidite ve alkaliniteye direng gosterebilir.n@xin Chen ve di.
(2002), 24 saat siresince camurun pH'ini 3'de tutsuaetiyle aritma camurunun, H
veriminin 333 kat artpini, 24 saat pH 10’da tutarak ise 200 kat @it rapor
etmistir. Benzer sonuclar, Chang vezd{2002) tarafindan da rapor ediktm.

Wang ve Wan (2008) substrat olarak glikoz kullarakkayapilan fermantetif
hidrojen uretiminde, asit (96,8 mL) ve bazla (12&B) 6n slemden gecen ¢camurun
hidrojen Uretim potansiyeliniglem yapilmayan ham ¢camura (65,7 mL) kiyasla daha
yuksek oldgunu rapor etmstir. Diger bir calgmada ise ham ¢camur substrat olarak
kullanildigi zaman, 0,81 mg #g kuru kati verim alinirken ayni ¢camura alkali 6n
islem yapildginda, hidrojen verimi 1,48 mg 4 kuru kati olmsgtur (Cai ve dg.,
2004).

Cai ve dg. (2004) farkh bslangic pH dgerlerinde, alkali dnslemden gecen
camur ile ham camurun c¢ozlnebilir organik madde skotrasyonlarini analiz
etmistir. Acik bir sekilde gorulmigttr ki, alkali 6n glemden gecen ¢camur icindeki tg¢
¢Ozunebilir organik maddenin butin konsantrasyonlaam camur igindekilerden
cok daha yuksektir. Cozunebilir protein, bu ¢ gugiilir organik maddenin
(protein, karbonhidrat ve lipitler) ana binidir. Ham ¢camur icin alkali 6glem (pH
11) asidik 6ngleme (pH 5) kiyasla, organik maddeyi c6zmede daki&i elmustur.
Cozunebilir organik madde miktarindaki bu gen oOtird, ¢camura uygulanacak
alkali 6n slemin ardindan biyohidrojen Uretimi icin daha fagi@zunebilir organik

madde sglanabildigi rapor edilmstir.
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2.5.1.4 Hidrojen uretimi Gizerine mikrodalga 0n slemin etkisi

Mikrodalga isitma sleminin temel avantaji, proses sicgkiin tam kontroli ve
sicaklgin desismemesidir. Guo ve @i (2008) camura mikrodalga Orslem
uygulandiktan sonra, maksimum hidrojen dretim verim 14,65 mL'ye
(11,44 mL H/g TKOI) ciktigini, hidrojen gazi ¢iki icin gerekli siirenin ise 10 saate
kadar digtigini rapor etngtir. Nakazato ve @. (2006) mikrodalga Onslemin,
camurun susuz$aarilma miktarini artirdiini rapor etmitir. Bu etki, hidrojen
uretmek ve ¢camuru hidrolize etmek icin dnemlidiu 8alsmada, besin maddesinin
serbest birakilgh da gorulmgtar. Diger tarafta, mikrodalga onslem yapilmg
camur ile beslenen anaerobik reaktér, ham ¢camuodakdenen ve garidan isitilan
camur ile beslenen ger iki reaktdre kiyasla fekal koliform inaktivasyomda daha
etkilidir (Hong ve dg., 2006).

2.5.1.5 Dger metotlar

Metanojenler, birgok kimyasala oldukca duyarli wenketli anaerobiktir. Bu yuzden,
hidrojen tiketen metanojenlerin aktivitesi, tokkikyasallarin ilavesi ile ya da basit
havalandirma ile engellenebilir. Ueno ves.d{1995, 1996) havalandirmaya maruz
kaldiktan sonra kompost camur ile, metan Uretimnaksizin seliloz iceren
atitksudan 330-340 mL 44 heksoz verim alindini rapor etmytr. 2-
Bromoethanesulfonate (BES), asetilen ve kloroformygyn olarak kullanilan
metanojen inhibitorlerdir. BES, metanojenler icikdkoenzim M’nin bir benzeridir
ve bu yuzden, metanojenlere agok spesifiktir. 25 mM-100 mM konsantrasyonda
BES kullaniminin, hidrojen dretimi igin etkili olgu rapor edilmgtir. Fakat bu
konsantrasyonlardaki BES’i, camura uygulamak bugigekli calsmalar icin ¢ok
maliyetli olacaktir.

Roychowdhury (2000), elektrik akimi uygulayarak enodik camur
icerisinden hidrojen Ureten bakterinin ayrilabil@oe rapor etmgtir. Distk voltajl
elektrik akimi ile (3,0-4,5 V) aritimdan sonra, (dezik deponi ¢camuru ve aritma
camuru ile metan tretimi olmaksizin Bretilebilmitir (Wu, 2009).

Cizelge 2.20, hidrojen Ureten bakteriyi zengititenek icin kullanilan &
camur On glem metotlari ve @ gamur kaynaklarini 6zetlemektedir. B6lum 2.5.1'in

ardindan anlatilan metotlarin biri veya birkagiada uygulanarakgaya da substrat
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kayna olarak kullanilacak aritma c¢amurunun hidrojen tidre yetengi

gelistirilebilir.
Cizelge 2.20As1 camur kayng ve giya uygulanan 6rsiem metotlari (Li ve Fang,
2007).
Aritim metodu Islemin tanimi Camur kaynagi
Isil islem 100°C’de 15 dk Anaerobik curtggamur
Isil islem 100°C’de 15 dk Soya kispesi
Isil islem 104°C’de 2 saat Kompost ve toprak
Isil islem 104°C’de 2 saat Toprak
Isil islem 75°C’de 1 saat Atiksu camuru
Isil islem 80°C’de 10-60 dk Anaerobik curiam¢amur
Isil islem 100°C’de 2 saat Kompost
Isil islem 104°C’de 2 saat Anaerobik ¢clrigrmgamur
Isil islem 121°C’de 30 dk Atik biyokati
Isil islem 90°C’de 10 dk Anaerobik curumgamur
Isil islem 80°C’de 20 dk Atiksu camuru
Isil islem 90°C’de 10 dk Kompost
Isil islem 100-105°C’de 2 saat Kompost
Isil islem 100°C’de 15 dk Anaerobik ¢urimgamur
Isil islem 100°C’de 45 dk Atiksu camuru
Isil islem 105°C’de 2 saat Kompost
Isil islem 100°C’de 45 dk Ortama stirimis camur
Isil islem 100°C’de 30 dk Anaerobik ¢urimgamur
Asit / baz 24 saat pH 3,10 Atiksu camuru
Asit / baz 24 saat pH 3-4 Atiksu camuru
Havalandirma - Kompost
Havalandirma 24 saat havalandirma Anaerobik ¢urimgicamur
altinda inkiibasyon
Havalandirma 60°C’de 3 gun Kompost
Metanojenik inhibitorler BES 25 mM Anaerobik clurtgrgamur
Metanojenik inhibitorler BESA 100 mM Atik biyokati
Metanojenik inhibitorler Asetilen %1 Anaerobik cimis camur
Metanojenik inhibitorler Kloroform 28 mg/L Anaerdb¢urimig camur
Elektrik akimi 3,0-4,5 V’luk diilk voltaj Anaerobik cirimgicamur

BESA:GH,BrOs;SNa, Sodium 2-Bromoethanesulfonate
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Substrat

Bu calsmada kullanilan atik aktif camur, Samsun’un Bafcadinde bulunan evsel
atiksu aritma tesisi aktif camur Unitesi geri dakrmindan temin edilrgiir. Camur
kullaniimadan 6nce, 2-3 gun sureyle +4°C’de belkiegtir (Wang ve dg., 2003a).
Bu sire sonunda ¢oken camurun ust kisminda kalksuatbir pompa yardimiyla
cekilerek aktif camurun kati madde iganin artmasi sglanmstir. Elde edilen
yogun camur, substrat olarak analizlerde kullaniimaeré maksimum 2 hafta
sureyle +4°C’de depolangtir (Nicolau ve d§., 2008). Tum tez c¢agimasi siuresince
farkli zamanlarda alinan ve kati madde igierartirildiktan sonra calmalarda
kullanilan aritma camurunun, ortalama karaktagisCizelge 3.1'de verilngitir.
Calismalar uzun sirmesinegaen substrat olarak kullanilan atik camur, uzure sir
saklanamagh icin calsma suresince rutin araliklarla atik gamur teminneigtir.
Alinan atik camur, izlegimiz parametreler agisindan her defasinda analimiatir.
Ayrica saklama siresince de parametrelerdgsiték oldugu icin, atik camur
fermantére konulmadan oOnce gieki deserler surekli analiz edilngiir ve her

calisma icin belirlenen dgerler, hesaplamalarda kullaniktr.

Cizelge 3.1Calismalarda kullanilan aritma ¢camurunun genel karadtigri

Birim Deger
pH - 6,59+0,19
Tprotein mg/L 6338,27+1592
Cprotein mg/L 142,29+88

Tkarbonhidrat  mg/L 1970,08+363,7
Ckarbonhidrat mg/L 17,27+£11,87

TKOT mg/L  15700,21+1880
CKOIi mg/L  229,75+206,31
TKM mg/L 17785+3585
TUKM mg/L  12322,78+2137,45
TUYA mg/L 1144+205,68
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3.2 Atik Camurdan Biyohidrojen Uretimi Uzerine pH ve Sicaklgin Etkisi

Bu calsma atik camurdan biyohidrojen Uretimi Uzerine, pél sicaklgin etkisini
degserlendirmek ve en uygun pH ve sicaklik gdeni, belirlemek amaciyla
yapiimstir. Reaktér cabma hacmi, 750 mL aktif camur olacsgdkilde ayarlannstir.
Reaktdrde kullanilan substrata, herhangi Birmaikroorganizma, enzim ya da besin
ilavesi yapilmangtir. Bitin deneyler, hidrojen gazi tretimi durarzgada azalmaya
baslayana kadar devam etgtir.

Yapilan denemelerde kullanilan atiksu ¢camuru, Bafresu aritma tesisinden
farkli zamanlarda temin edilgtir. Normal sicaklikta, farkli zamanlarda alinarksi
camurunun ¢Ozinmguorganik madde konsantrasyonlari farklihk gost&@rdgin,
deneylerde konsantrasyon olarak, ayni kompozisysahkip atiksu camuru ile
calisilamamstir.

Fermantasyondan 6nce reaktorler, anaerobskllar saglamak igin, 3 dakika
boyunca azot gazi ile yikangtr. Reaktorin sizdirmagh sglandiktan sonra,
35+1°C ve 45-1°C olmak Uzere iki farkli sicaklikta (mezofilik wermofilik) pH 4-

9 arasinda calilmistir. Reaktorlerin bgangi¢c pH’lari, 4M NaOH ve 2M HCI ile
ayarlanmgtir. Gaz emisyonlarini hizlandirmak, gaz sivi atzeyindeki basinci
azaltmak ve atik camurun ¢okelmesini engellemek, igaktér 150 rpm’de ¢ahn

bir karstirici diizengi Uzerine yerlgtirilmistir. Reaktorlerin gaz Uretimleri ve her
reaktoriin gaz icegi, gunluk olarak belirli araliklarla 6lgulngtiir. Fermantasyondan
once, sonra ve farkli zamanlarda alinan 6rneklddenpantdrdeki atik ¢camurun

karakteristgi tayin edilmitir.

3.3 AsI Mikroorganizma

Calsmada iki farkh sit dretim tesisinden temin edileapaerobik kultlr
kullaniimistir. Karanlk fermantasyon denemeleri icin, dndelifarak Samsun Otat
Sut Urtinleri Uretim Tesisi’ne ait anaerobik atiksutma unitesinden temin gitiniz
atiksu, a1 mikroorganizma kayra olarak kullaniimgtir.

Daha sonra ise, Aksaray SUSAentegre tesislerinden elde edilen iki farkli
karisik anaerobik kdltar, @ olarak kullaniimgtir. Kullanilan &1 kdltar, tesiste
bulunan atiksu aritma tesisine ait sirekli gamali tank reaktérden (SKTR) ve
yaklasik 6 aydir devrede olan kati atik bertaraf tesisiB0 gin beklengj fermante
gubre (hayvan gubresi+aktif camur) kamindan temin edilngtir.
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Isil islem gormus karisik anaerobik kdltir: Hidrojen tuketicilerin biyolojik
aktivitesini inhibe etmek ve spor @luran hidrojen Uretici asidojenleri
zenginlgtirmek icin, kargik anaerobik kiltire 10C'de 2 saat 1sil slem

uygulanmgtir.

3.3.1 Biyohidrojen Uretimi tGzerine kultur tipinin e tkisi

Bu calsma, atik aktif camurdan biyohidrojen Uretimi Gzetirdort farkh tipteki
karisik kaltor ile yapilan gilamanin etkisini argdirmak amaciyla yapilngtir.
Kullanilan kargik kaltarler;

1- Samsun Otat Sit Urtinleri Uretim Tesisi'ne ait, anbik atiksu aritma
Unitesinden temin edilmiolan anaerobik kultur,

2- Aksaray SUTA entegre tesislerine ait, SKTR tank reaktoriindenaal
karisik anaerobik kultdr,

3- Aksaray SUTA entegre tesisleri seperator ginden temin edilen,
fermante gtibre,

4- sl islem gérmi fermante gubre.

Kullanilan g kudltdrlerin hazirlangi ve temini bélim 3.3'de verilrgiir.
Deneyler, 800 mL ¢aima hacmi ile gerceksarilmistir. Her reaktor, %10 (v/v)sa
kaltdr ile sg1landiktan sonra kanmin pH’s1 5’e ayarlanmtir (Wang ve di., 2003a;
Ting ve Lee, 2007; Kotay ve Das, 2007, 2010). Rwalgerisinde kullanilan sa
kaltir hacmi belirlenirken, literatlir agtarmalari ve 6n deneysel cahalar g6z
onunde tutulmgtur. Substrat ilavesi vesgamanin ardindan reaktérdeki anaerobik
kosullari s&lamak amaciyla, reaktor icerisi 3 dk boyunca azst gle yikanmytir.
Reaktorin sizdirmazlik kontroll yapildiktan sorfrazirlanan kagim 45+1°C'ye
ayarlanan kagtirmali 1sitma kabini icerisinde 150 rpm’de surekkritirilarak
fermante edilmitir. Reaktorlerin gaz Uretimleri ve her reaktdriaedcergi, gunlik
olarak belirli araliklarla olgtlmgitir. Gaz 6lgiimleri yani sira TKIQCKOI, Tprotein,
Cprotein, Tkarbonhidrat, Ckarbonhidrat ve pH 6lcérntle yapilimgtir.

3.4 Kesikli Reaktortun Calismasi

Kesikli hidrojen dretim denemelerinde, atik aktdngurdan hidrojen Uretimi icin
uygunsartlarin belirlenmesine (pH, sicaklik, &glem) calgiimistir. Atk camurdan

hidrojen dretimi amaciyla, yaklk 2 L hacimli ve kesikli sistemde cgtirilan
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biyoreaktdr kullanilmgtir. Reaktorin cagma hacmi (\{) her calsma icin ayn
belirlenmgtir. Farkli zamanlarda reaktbrden alinan 6rnekigbebiyle reaktdrdeki
substrat konsantrasyonu azajtm Reaktdorde kalan substrat miktari kaydedilip

bulgular tartgma kismindaki cizelgelerde verilgtir.

Calsmalarda kullanilan reaktdr, literatirde verilen gbddr esas alinarak
calisma kaullarina ve amacina uygun Bekilde tasarlanip sanayide uzman bir torna
tesviye ustasina yaptirilgtir. Reaktorin yapiminda, delrin adi verilen seirt b
malzeme tercih edilrgiir. Bu malzemenin secilme sebebi isiya direnci,taine
olmadgl icin paslanma sorunu y@nmayacak olmasi, dayanikhll kimyasallara
kargi yuksek direng gostermesi vesdlt su emme Ozeflidir. Reaktorde kullanilan
baglantilarda (numune alma vanasi, reaktOeegslzl girgini sgglayan vana ve gaz
orneklemesinin yapil@l bolim) ise, paslanmaz celik malzeme tercih edtimi
Yine reaktdre azot gazi gimin yapildgl noktada, reaktor icerisine bir akvaryum
tas! yerlestirilmi stir. Bu sayede Bgazinin, reakttresg bir sekilde dagilarak tam bir
karisimin olmasi sglanmstir. Yapmg oldugsumuz calgmalarda kullanilan reaktorin,

Olcileri ve kesitSekil 3.1'de, deney duzepeise, Sekil 3.2’'de gorilmektedir.

= 1.00
EB 1T |
| -, _\I.\_
3.p0 g 3.50
20.00 21,50 k= 1350
9 b- Kapak 6nden gorinis
Sivi C‘)rneklern_e> N, gazi
noktasi 7 —— re—
girisi Gaz ornekleme
7.00 j 5.50 noktasi
B 4 2 E/fFE].D
- 1050 @
/'3’.00 -
— 1350 - Gaz ciky 1
noktasi 00
a- Reaktor c- Kapak ustten gorinis

Sekil 3.1. Fermantasyon deneylerinde kullanilan reaktor.
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Gaz ornekleme

noktasi N2

Sivi 6rnekleme
noktasi —» &

Sekil 3.2. Anaerobik fermantasyon ile biyohidrojen Uretimi dgrdiizengi.

Her deney setinde kollar desistirilerek, farkli parametrelerin hidrojen

Uretimine etkisi denenntir. Butiin deneylerde, belirlenen hacimde substadik
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aktif camur) reaktor icerisine eklengtir. Asi kiltur ilavesinin ve besin ilavesinin
hidrojen Uretimine etkisinin agarildigi deneyler dunda, herhangi bir besin ya da
asl ilavesi yapiimanmtir. Reaktor, belirlenen sicaklikta B%°C ve 45+°C) ve 150
rom’de (Xiao ve Liu, 2009; Cai ve gli 2004; BenYi ve JunXin, 2009) ¢gdn bir
inkGibator icerisine yerkdirilmistir. Calismaya balamadan 6nce anaerobik ortami
salamak icin, reaktorun ici 3 dakika sureyle azotig#z yikanmstir. Karistirma
islemi, gaz sivi ara yuzeyindeki basinci azaltmakgaz emisyonlarinin ghari
ctkisini  hizlandirmak icin uygulangtir. Karanhk fermantasyon deneylerinin
baslangicinda bgangic pH'1 her zaman, 4M NaOH ve 2M HCI ile en ygrimin
alindg! pH degeri olan pH 5’e ayarlanrstir.

Biatin deneylerde fermantasyonunslbagicinda, sonunda ve fermantasyon
suresince farklh zamanlarda reaktorden orneklemaedk toplam ve c¢dzunebilir
karbonhidrat, protein, kimyasal oksijen ihtiyaci ahrieri ve pH dlcumleri
yapilmstir. Ayrica bazi deneylerde toplam kati madde (TKRkbplam ucucu kati
madde (TUKM) ve toplam ugucu gaasidi (TUYA ya da TVFA) analizleri de
yapilmstir. Fermantasyon slresince reaktordesamu gaz miktarl, gaz sivi yer
desistirme metoduna gore belirli araliklarla Olgllgtir. Uretilen biyogaz
icerisindeki B ve CH, konsantrasyonlari, termal kondiktivite detektoiuiCiD)

dedektoru kullanilarak gaz kromatografi&iC) yardimiyla tayin edilngtir.

3.5 Biyohidrojen Uretim Verimi ve Atk Camurun Cozunurligu Uzerine

Uygulanan On islemlerin Etkisi

Anaerobik camur icinde hidrojen Uretecek spor fammin zenginlgiriimesi
amaclyla uygulanacak en etkili 6glem metodunu bulmak icin, kesikli karanlk
fermantasyon deneylerinin bir serisi atik ¢amurdamdrojen Uretimi igin
gerceklatirilmi stir. Bu calsma, atik camurun ¢ézunigia Uzerine dnsiemin etkisi
ve biyohidrojen uretim verimine 6glémin etkisi olmak tzere temelde iki kisimdan
olusmaktadir. Cakmanin bu kisminda, atik camur alti farkli (Alkallem,
sterilizasyon, 1sil slem, asit glem, dondurma-¢c6zme ve metanojenik inhibitor
ilavesi) metotla 6nsiemden gecirilmgtir. Yukarida bahsedil@i gibi bu calsmanin
bir amaci da, camurun yapisinda bulunan organiksikigrin ¢coztnarlGligina
gelistirmek ve gozlemlemektir. Bu nedenle her glem icin, bir de kontrol gcagmasi
yapiimstir. Kontrol ic¢in kullanilan atik ¢amura, herhangdir 6n klem
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uygulanmamgtir. On slemden sonra reaktorde substrat olarak kullanitan aktif
camurun TK@, CKOI, Tprotein, Cprotein, Tkarbonhidrat, Ckarbonhidgt, TKM,
TUKM, TUYA analizleri yapilms ve pH dgerleri olgtiimigtir. On slemden sonra
atik camurun c¢ozunebilirlik %’leri, Denklem 3.1'deggibi hesaplanmtir (Kim ve
dig., 2003):

On islemden sonra dl¢giilen ¢éziinmiis madde konsantrasyonu

Cozunebilirlik (%) =

x100 (3.1)

On islemden sonra élgilen toplam madde konsantrasyonu
Asagida camura uygulanan 06nsldm metotlari, ayrintili bir sekilde
aciklanmgtir:
Alkali 6n islem: 4 M NaOH ile pH 12'ye ayarlansmtir. Atik camur, 24 saat 26'de
100 rpm’de cakan karstirict dizengi Gzerinde bekletilerek etkili kanmin olmasi
sglanmstir. Bu sire iginde, pH 11-12 arasinda sabit kgtim{Cai ve dg., 2004).
Sterilizasyon slemi: Atik aktif camur 6rngi, 121°C ve 1,5 atm basingta 30 dk
otoklavda tutularak sterilizasyorsléemi yapiimstir. On slemden gecen sterilize
camur, oda sicaldina kadar sgutularak analizlerde kullanilgtir. Daha énceden
yapiims benzer ¢cajmalarda da, ayni kallarda calgilmistir (Wang ve di., 2003a;
Xiao ve Liu, 2009; BenYi ve JunXin, 2009; Wang vi.d 2003b; Kim ve di.,
2003).
Isil 6n islem: Atik camur icindeki anaerobik bakteriyi toplamak vidrojen ttiketici
mikroorganizmalari inaktive etmek icin, attk camu@>C’'de 2 saat (Lin ve di,
2012) 1s1l glem uygulanmytir.
Asit 6n islem: 0,1 N HCI kullanilarak atik camurun pH @i, pH 3-4 arasinda
tutulmustur. Atik camur, 24 saat 26’de 100 rpm’de c¢ajan kargtirici diizengi
Uzerinde bekletilerek etkili kanmin olmasi sglanmstir. Bu stre icinde, pH 3-4
arasinda sabit kalgtir (Kotay ve Das, 2009).
Dondurma-¢c6zme glemi: Atik camur, 24 saat -2C’de dondurulmg ve ardindan
25°C’de su banyosunda 12 saat bekletilip ¢ozunmegdasastir (Wang ve di.,
2003a; Ting ve Lee, 2007).
Metanojenik inhibitdr uygulamasi: Atik ¢camur, icerisine %0,05lik kloroform
(CHCl,) eklenerek etkili kagim icin 17 saat suresince oda sicakida, 70 rpm’de
calisan manyetik kastirict Gzerine yerlgirilmistir. Daha sonra kloroform ile 6n
aritimdan gecen atik camur, galalarda kullaniingtir (Argun, 2010).
850 mL calsma hacmine sahip reaktdrler, Gsbemden gecen atik camur ve
kontrol icin higbir slem gormeyen atik gamur ile doldurulgtur. Reaktorlere, s
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ilavesi yapilmanytir. Attk camur icerisinde bulunan mikroorganiznrata
gereksinim duydgu iz elementleri karlamak amaciyla, hazirlanan kamdan
yeterli miktarda (8,5 mL) reaktore ilave ediktmi. Hazirlanan iz element kamminin

icerigi, Cizelge 3.2’de verilngiir.

Cizelge 3.21z element kagiminin icergi (Lay ve di., 1999).

Kullanilan kimyasalin formuld  Kari simda kullanilan miktar (g/L)

NH4HCO; 200
KH,PO, 100
NaCl 1
MgSO,. 7H,O 10
FeCb 0,278
CaCb.2H,O 1
NaM00,.2H,0 1
MnSQ,. 7H,0O 15

Uygulanan o6n glemin ardindan cajmaya baglamadan ©Once reaktorlerin
baslangic pH’lari, 4M NaOH ve 2M HCI ile tekrar pH 5'ayarlanmgtir. Diger
calismalarda oldgu gibi reaktor, anaerobik kollarin sglanmasi icin, 3 dakika azot
gazi ile yikanip gaz sizdirmazlik kontroli yapitdrk sonra 4%1°C’de ve 150
rom’de calgan kargtirmali 1sitma kabinine yer@rilmi stir. Fermantasyon suresince
reaktordeki gaz Uretimi ve kompozisyonlari, gunlikarak belirli araliklarla

olculmistur. laveten dger calsmalarda yapilan tiim 6lgiimler gercegtigimi stir.

3.6 Analitik Metotlar

Toplam ve c¢oOzunebilir karbonhidrat icgiri standart c¢ozelti olarak glikoz
kullanilarak, kolorimetrik analize dayanan fenolf8tik asit metodu ile tayin
edilmistir (Dubois ve dg., 1956). Atik camurun toplam kimyasal oksijen yhti
(TKOI) degeri, kapali refluks titrimetrik metot kullanilaradtandart metotlara gére
(5220 C) belirlenmitir (APHA, 2005). Toplam ve c¢6zunebilir protein rtaki,
standart ¢ozelti olarak bovine serum albumin (B&ANanilarak ilk denemelerde
MERCK 1.10307.0500 test kiti ile (Bioquant ProtéBiuret Method)) daha sonra
Lowry’s metoduna gore tayin edilgtir.
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Tam ¢6zunebilir madde konsantrasyonlarinin belirlesi icin ilk olarak analiz
edilecek numune, biyokutle ve askida kati maddelezaklgtiriimasi icin 4000
rom’de 30 dakika santriflj edilstir. Ardindan santrifllj edilen 6rneklerin Gzerinden
alinan sivi kisim, 0,4mm godzenek capina sahip membran filtreden gecitédik
sonra elde edilen sizintide c¢ozunebilir kimyasakijek ihtiyaci (CKQ),
¢cOzunebilir karbonhidrat ve ¢ozunebilir protein lariari yapilmstir (Wang ve di.,
2003b).

TUYA analizi, analitik test kiti (Spectroquant, 1163.0001, Merck) ve
fotometre (Spectroquant Nova 60 Merck) kullanilagdeceklatirilmistir. Analiz
icin, 4000 rpm’de 30 dakika santriftij edilen 6rrezih Gzerinden alinan sivi kisim
kullaniimustir.

Ornek pH’si, pH metre (Sartorius PB-20 pH metre)ilcuimigtir. TKM (209
A), TAKM (209 C) ve TUKM (209 A) dgerleri standart metodlara gore Olcuktiir
(APHA, 1995). Analizler sonucunda K@ozunirlik derecesisagidaki denklem ile

belirlenmitir:
KOI ¢ozunebilirliligi (%)=§E—$ x100 (3.2)

Reaktorde Uretilen biyogaz (toplam gaz) miktari, #5850, ve %10 NaCl
iceren ¢ozelti kullanilarak gaz-sivi yer giigirme metoduna gore Olgulngtiir ve
Olculen gaz hacmi y(mL) olarak verilmgtir (Argun, 2010). Uygulanan gaz-sivi yer
degistirme metodu, biyogazin tim kompozisyonu ve toplaominin belirlenmesine
imkan tanir (Nicolau ve @i, 2008). Reaktoriin st kisminda biriken biyogaz,
1 mL'lik gaz sizdirmaziringa ile drneklendikten sonra toplam gaz icedski H,
ve CH, konsantrasyonu gaz kromatografshazi kullanilarak belirli araliklarla
olctlmistir. Olcilen sonuglar mL/M{ppmv= gaz/gaz) olarak grafiklerde veriltii.
Gaz olcumu icin kullanilan GC metodu ve analizleiddlanilan dger metotlar,

EK’ler bélumunde ayrintili bigekilde verilmitir.
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4. BULGULAR VE TARTI SMA
4.1 Atik Camurdan Biyohidrojen Uretimi Uzerine pH ve Sicaklgin Etkisi

4.1.1 35+1°GCsicaklikta baslangi¢c pH’sinin biyohidrojen Uretimine etkisi

Anaerobik fermantasyonla hidrojen Uretimi Uzerirt¢ e sicaklik parametrelerinin
etkisi, Bolim 2.3.1.2 ve 2.3.1.3'de ayrintili Bekilde tartgilmis ve d@gru pH ve
sicaklikta caymanin 6nemi, acik¢a ortaya konulgtur. Bu nedenle atik camurdan
biyohidrojen tretimi Uzerine, pH ve sicakh etkisini dgerlendirmek ve en uygun
pH ve sicaklik dgerini belirlemek amaciyla, camalar yapilmgtir.

35+1°C ve 45+1°C olmak uzere iki farkli sicakliktaezofilik ve termofilik),
farkll baglangic pH dgerlerinde cakilmigtir. 35£1°C sicaklikta pH 4-8 arginda
yapilan cakmalar sonucunda elde edilen veriler, Cizelge 451dé. verilmtir.
Reaktorden belirli araliklarla 6rnekler alingnH, ve CH, konsantrasyonlari izleyen
bolumlerde sunulmgiur. Sonuglar, biyohidrojen Uretiminin atik aktifargurun

karakterizasyonuna gore@gm gosterdgini agikga ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.1.35+1°C sicaklikta pH 4'de fermantasyonunsihda ve sonunda
reaktdrde okunan gerler.

Ornekleme V Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOI

suresi (dk) (mL) pH mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0 0 4,00 5655 70 2210,17 5,25 14400 64
45 100

120 150

245 160

350 160

440 160

1440 600

1560 600

1740 600

1860 600 5,23 4655 59 1772,67 36,67 14041 64
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Cizelge 4.2.35+1°C sicakliktapH 5'de fermantasyonun fada ve sonunda

reaktdrde okunan gerler.

Ornekleme V4 Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOi
suresi (dk) (mL) b mg/L  mg/L mg/L mg/L mg/L  mg/L
0 0 5,00 5643 79 221354 450 14400 64,0
70 50
140 60
215 90
295 100
380 110

1295 660 5,76 6334 85 1904,17 47,34 14400 89,6

Cizelge 4.3.35+1°C sicakliktapH 6'da fermantasyonun fiada ve sonunda
reaktorde okunan derler.

Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOIi

Ornekleme V4 y  Tpro.
suresi (dk) (mL) P mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0 0 6,00 6381 61  1858,34 7,08 14400 64
85 70
150 90
255 110
405 140
1455 210
1710 230

1920 230 6,84 6286 140 1691,6750,42 16000 416

Cizelge 4.4.35+1°C sicakliktapH 7'de fermantasyonun fiada ve sonunda

reaktorde okunan derler.

Ornekleme V4 Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOIi
suresi (dk) (mL) P mg/L  mg/L mg/L mg/L mg/L  mg/L
0 0O 7,00 4905 65 2470,84 16,25 18000 224
90 50
150 700
1155 710

5440 1020 6,65 3214 36 1692,71 29,42 16000 160
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Cizelge 4.5.35+1°C sicakhkt pH 8'de fermantasyam bginda ve sonund

reaktdrde okunan gerlel.

Ornekleme  Vq oH Tpro. Cpro.  Tkar. Ckar. TKOI CKOI
suresi (dk) (mL) mg/L  mg/L mg/L mg/L mg/L  mg/L
0 0 8,00 4917 64 2104,17 9,00 16000 84
90 30
160 30
250 50
320 50
400 50
1415 160
1490 170
1680 170
1930 170 6,92 5453 64 1871,53 41,67 18000 296

Anaerobik fermantasyola biyohidrojen uretimine #adiktan bir stire son,

camur tarafindan absorbe edilen organikler ¢ozuemeglar. Organik aygma

derecesi de hizlanaggaicin, ¢c6zinmig madde konsantrasyonlari artacaktir. Kar

kaynainin cokligu, biyolojik metabolizmayr devam ettirmek icin gerekii Bu

yuzden anaerobik bozulma hizl. Organikler, nitrient olarak anaerobik bakie

tarafindan tuketilir ve azalmaya dbar. BL noktada biyohidrojen bakterisi hidroj

uretmeye bgayaca& icin gaz cikgi da armaktadir (Wu ve ¢i., 2009). Mezurd

olusan seviye dgsiminin sebebi de, Cizelge +4.5'de gozuktgl gibi artan ga:
hacmidir (\g).

1800 -
1600 -
1400 A
1200 A
1000 -
800 -
600 -
400 -
200 -

H, (mL/m?3)

0

= HZ +CH4

45 120 245 350 440 1440156017401¢
Zaman (dk)

8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

- 0

CH,(mL/m3)

Sekil 4.1. 35+1°C sicaklikta ve pH 4’'de zamanla, ve CH, konsantrasyonunda

desisim.
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=H2 +CH4
1000 ~ - 18000

900 A - 16000
800 A - 14000
700 - L 12000
ggg: - 10000
200 - - 8000
300 - L 6000
200 A - 4000
100 - - 2000
0 vA . 0}
0 70

140 215 295 380 1295

H, (mL/m?)
CH, (mL/m3)

Zaman (dk)

Sekil 4.2. 35x1°Csicaklikta ve pH 5'de zamanla, ve CH, konsantrasyonunda

degisim.
=H2 +CH4
1200 - - 18000
L 16000
1000 1 L 14000
& 800 - - 12000 ¢
£ L 10000 3
- _
E 000 L goo0 £
T 400 - - 6000
L 4000
200 1 L 2000
0 - )
0 85 150 255 405 1455 1710 1920
Zaman (dk)

Sekil 4.3. 35+1°C sicaklikta ve pH 6’da zamanla, ve CH, konsantrasyonunda
degisim.
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E=H, =/A—CH,

700 1 - 80000

600 - - 70000
% - 50000 E
£ 400 - £
= - 40000 E
< 300 - >
= - 30000 z

200 - L 20000

100 - 10000

0 = T T 0
0 90 150 1155 5440
Zaman (dk)

Sekil 4.4. 35+1°C sicaklikta ve pH 7'de zamanla, ve CH, konsantrasyonunda

degisim.
=H2 _A_CH4
3000 - - 45000
L 40000
2500 1
L 35000
& 2000 - L 30000 &
£ E
= - 25000 3
2 1500 - £
E L 20000 =
T 1000 - L 15000 &
L 10000
500 A
L 5000
0 A L0
0 90 160 250 320 400 1415 1490 16803(
Zaman (dk)

Sekil 4.5. 35+1°C sicaklikta ve pH 8'de zamanle; ve CH, konsantrasyonunda
degisim.
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35£1°C sicaklikta farkli pH derlerinde yapilan denemelerdkil 4.1-4.5'de
de gorildigu Gzere, maksimum hidrojen dretiminin ilk 24 sagerisinde
gerceklgtigi gozlemlenmgtir. pH 8'de yapilan ¢ca§ma haric, dier pH dgerlerinde
2 saat icinde K gazi ciksi olmuwstur. Ancak Sekil 4.6’da goruldgu gibi, 35+1°C
sicakhkta farkli bglangic pH dgerlerinde 24 saat sonunda alinan sonuglar
incelendginde, en yuksek H dretiminin pH 8de (2489 mL/fik.) oldugu
gorulmektedir. Zamanla ortamdaki metan bakterilarinizlica artmasiyla birlikte,
camurun hidrojen Uretme yetgmeve hidrojen icerti, kademeli olarak azalmaya
baslamistir. Reaktdrdeki hidrojen dretimi azalmayaslaaiginda, hidrojen dretim
periyodu sonlandiriimgtir. Genel olarak bakilg@inda, ikinci giinden sonra ¢ok az
hidrojen Uretilmgtir ve calgsilan kosullarda, maksimum hidrojen Uretim verimi pH

8'de elde edilmitir.

35+£1°C sicaklikta pH 4-8 arginda gercekligirilen calsmalar sonucunda,
fermantasyon slresince okunan, Hkonsantrasyonlari Sekil 4.6’da, CH
konsantrasyonlari iseSekil 4.7'de sunulmgtur. Sekil 4.7'de goruldga gibi,
fermantasyonun Bngicindan belirli bir siire sonra ¢@Konsantrasyonundaki agti
metan bakterilerinin ortamda ¢ok fazla Gggdi gostermektedir. Bu durum uretilen
hidrojenin ttketilmesine neden olglu icin, gaz safhadaki hidrojen konsantrasyonu
Sekil 4.6’daki gibi artan ve azalan bir grafik g&shestir. Cheng ve di. (2000) ve
Wang ve di. (2003a) yaptiklari ¢caimalarda, anaerobik fermantasyon siresince elde
ettigimiz sonuclara benzer bir hidrojen tiketim saftgi&lemlemglerdir (Wang ve
dig., 2003b). Camur icerisindeki metan bakterilerivinsan H'yi tiketmesi atik
camurdan K Uretimindeki en 6nemli engeldir ve yapilan timigahlarin genel

amaci bu engelleyici unsuru ortadan kaldirmak ygedaktirmektir.
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—4—pH4 —@—pH 5 pH6 —@=pH7 =¥=pH 8

H, (mL/m?)

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
O O O O O 0O 0O 0O 0O oo O oo O 0O O o O oo oo o o
O O O O O O OO o o oo o o o o o o o o
A N MO < IO ©O I~ 0 O © 1 N M g« 1O © I~ 0 O O
L B e T e R R I B B B R . B o\ |
Zaman (dk)

Sekil 4.6. 35t1°C sicaklikta farkl bgangic pH degerlerinde elde edilen H

konsantrasyonlari.

—é—pH4 —E—pH5 pH6 =@—pH7 =¥=pH8
45000 -

CH, (mL/m3)

0O 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2
Zaman (dk)

100

Sekil 4.7. 35t1°C sicaklikta farkh bgangic pH degerlerinde elde edilen CH

konsantrasyonlari.

Sekil 4.8 farkli pH dgerlerinde atiksu camuru ile yapilan fermantasyon
denemeleri sonucunda, reaktérde salu Tprotein, Tkarbonhidrat ve TKO

konsantrasyonundaki ggim %’sini vermektedir. Fermantasyondan 6nce ve aonr
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reaktordeki atiksu camuru icin gerekli analizlepymis ve Cizelge 4.1-4.5'de
verilmis olan dgerler esas alinarak, konsantrasyondakigigi® yuzdeleri

hesaplannstir.

mmm TKOI 3 Tkarbonhidrat =Tprotein
40 H

30 A
20 A

10 -

Degisim %'si

Baslangic pH'I

Sekil 4.8. Fermantasyon sonunda Tprotein, Tkarbonhidrat ve ITKO
konsantrasyonundaki ggim %’si.

Atik camur icerisinde bulunan organik madde, glik@ da sukrozdan farkh
olarak c@unlukla proteindir. Yapilan denemelerde protein tanilnin, zamanla
azaldgl gorulmitar. Ancak pH 5 ve pH 8de, muhtemelen hidrolizdeolay!
protein miktari artngtir. Bu nedenleSekil 4.8'den de goruldgil Uzere, pH 4, 6 ve
7'ye ayarlanan reaktdrlerde, protein tiketimi enlde034 (pH 7) olurken; pH 5 ve
8'de, hic tiketim olmamngiaksine hidrolizden dolayi protein konsantrasyoabadda
artmstir. Hidrolizle birlikte protein konsantrasyonunantmasi, 6zellikle bdangic
pH’1 8'e ayarlanan reaktdrde hidrojen gazi konsesyonunu da artirgtir.

Sekil 4.1-4.5 veSekil 4.8 bir arada dgrlendirildiginde, ortamdaki protein,
karbonhidrat ve KO konsantrasyonu ile hidrojen uretimi arasinda bgkii oldugu
gorulmektedir. H Uretiminin devam edebilmesi icin yukarida da lidirgi Gzere
reaktor icerisindeki protein ve karbonhidratin mibrganizmalar tarafindan
tuketilmemesi, aksine hidrolizle artmasi istenmdkt¢Nicolau ve dg., 2008, Guo
ve dig., 2008). Hidrojen gazi cia icin, mikroorganizmalarin besin ihtiyacinin
surekli kagllanmasi gerek#i aciktir. Goruldigu Uzere en az protein, karbonhidrat ve

KOI tiketimi, pH 8e ayarlanan reaktérde olurken, diksek H olusumu da,
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baslangic pH degeri 8 iken fekil 4.6) izlenmgtir. Fermantasyon sonucunda elde
edilen hidrojen verimligini etkileyen, iki temel mekanizma vardir:

- Rekabetci mikrobiyal yikteki azalma

- Organiklerin elde edilebilirliginde arts (Kotay ve Das, 2009).

35x1°C sicaklikta yapmioldusumuz pH cakmalarindaSekil 4.9 ve Cizelge
4.6'da goruldigt Gzere, pH 6’da yapilan cginada, dier pH dgerlerinde yapilan
denemelere kiyasla atiksu ¢amurunun yapisinda éalgiim organik maddelerin

¢6zunarligh daha yiksektir.

C—ICKOI mmsm Ckarbonhidrat
100 ~ - 150
O T T T
- 100
-100 - @
L 50
o -200 - S
=3 =z
£ -300 - -0 &
b =
-400 - 5
= L 50 ©
-500 - &
- -100
-600 -
-700 - - -150
Baslangic pH'I

Sekil 4.9. Fermantasyon sonunda Cprotein, Ckarbonhidrat ve ICKO
konsantrasyonundaki ggim %’si.

Cizelge 4.6. Farkh baglangic pH degerlerinde fermantasyondan once () ve
fermantasyondan sonra () kam sivisindaki CK@TKOI ve
Ckar./Tkar.(%)’leri.

Baslangic CKOI/TKO1 CKOI/TKO1 Ckar./Tkar. Ckar.Tkar.
pH’sI (%)'si (%)'si (%)'si (%)'si

4 0,44 0,46 0,24 2,07

5 0,44 0,62 0,20 2,49

6 0,44 2,60 0,38 2,98

7 0,36 1,00 0,66 1,74

8 0,53 1,64 0,43 2,23
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pH 6'da fermantasyon sonunda, ¢ozugndiirumdaki KQ, karbonhidrat ve
protein miktarinin dier pH calgymalarina kiyasla daha fazla atttgorilmektedir.
Ayni zamanda fermantasyon sonunda reaktérden ahti&su camuru ile yapilan
analizlerde, pH 6 icin CKGTKOI (%) ve Ckarbonhidrat/Tkarbonhidrat (%) oranlari
da bu sonucu dpulamaktadir.

Literatirde yapilmy olan calsmalar da, ¢ozinngiidurumda bulunan KD
karbonhidrat ve protein miktarindaki arh biyolojik yolla hidrojen Uretimine
olumlu yonde etki etfiini gostermektedir. Ancak yukarida da bahsegildizere,
mikroorganizmalar tarafindan kolaylikla kullanilab¢6ziinmig organik maddelerin
ortamda olmasi, fermantasyon sonucu elde edilemwjer verimliligini etkileyen tek
parametre daldir. Atiksu camuru icerisinde bulunan mikrobiytékler de, biyolojik
yolla hidrojen Uretimi icin olduk¢ca 6nemlidir. Buedenle toplam ve c¢6zinebilir
madde konsantrasyonu agisindan, pH 6’ya ayarlaeakttr biyohidrojen utretimi
icin daha uygun goérinmesinegraen, balangi¢c pH’'I 8 olan reakttrde, elde edilen

H. miktari daha yuksektir.

4.1.2 45+1°C sicaklikta bglangic pH’sinin biyohidrojen Uretimine etkisi

35+1°C sicaklikta gerceldtrilen fermantasyon caimalari sonucunda elde edilen
H, veriminin ¢ok diguk olmasi, stabil olmamasi ve pH konusunda kegirsdmuca
varilamamasi nedeniyle, 45+1°C sicaklikta fermamiasdenemelerine gecilstir.
45+1°C sicakhkta pH 4-9 ar@inda yapilan cajmalar sonucunda elde edilen
veriler, sirasiyla Cizelge 4.7 - 4.12'de verigtm. Farkl bglangi¢c pH dgerlerinde
yapilan anaerobik fermantasyon gadalari sonucunda reaktdrde @i cikan
hidrojen ve metan konsantrasyonlari ise, metniniejen bolimlerinde sirasiyla
Sekil 4.22 ve 4.23'de kadastiriimistir.

Cizelge 4.7'de goruldiui gibi, hidrolizden dolayr toplam protein ve
karbonhidrat konsantrasyonu ilk 24 saatlik stureusda artmy, daha sonra ise
azalmstir. 3 gunluk sure sonunda atik camurdaki proteamsantrasyonu 5096
mg/L’den 3096 mg/L’'ye, karbonhidrat konsantrasyase 2187,5 mg/L'den 1200
mg/L’'ye kademeli olarak azalsgtir. Fermantasyon slresince konsantrasyonlarda
gorulen dgisimler, camurun kati safhasindan serbest birakikaritkenen miktar
arasindaki dengeden dolayr olabilir. Yukaridaki eleel sonuglar birlikte

deserlendirildiginde, protein ve karbonhidrat parametrelerinin hkisinin de
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hidrojen Uretiminde tiketil@i gortlmektedir. Bu nedenlanaerobikfermantasyonla
biyohidrojen dretimi sirasinda gorilehidroliz s&amasi, atik camurun kal
safhasindaki organik maddenin serbest hale gecdeginemli rol oynamaktad
(Chen ve di., 2002)

Cizelge 4.7.45+1°C sicaklikta pH 4'de fermantasyaiuresince reaktbrde okun

degerle.

Ornekleme Vi V4 Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOI

suresi (dk) (mL) (mL) pH mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0 75C 0 4,00 3238 123 1937,530,0C 20800 640
85 130
160 150
300 180
1315 330
1375 330
1430 340
1620 340
1720 72C 340 5,24 5096 180 2187,595,5¢ 19200 2240
2755 340
2845 340
3110 340
3190 340
4225 370
4440 370
4525 370 5353096 125 1200 136,5¢ 11200 2850
H Cprotein (mg/L  OCkarbonhidrat (mg/L) ACKOI (mg/L)
¢ 200 1 - 3000
2 - 2500
= 150
s - 2000 _
€ 100 - L 1500 9
8 o
8 o - 1000
0 - 500
s o0HAr—T—T—T—T—tr—————T——+ 0
< CYZSURNPEIRIIBYIRAITN
o TO833IB8ESRAGT YT
Zaman (dk)

Sekil 4.10. 45+1°C’de pH 4'de zamana goére Cprotein, CkarbonhicdatCKOI
konsantrasyonundaki gigim.
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Sekil 4.10'da 45+1°Qle pH 4’de zamanigOre, Cprotein, Ckarbonhidrat \
¢cozunmg durumdaki protein, karbonhidrat ve K®onsantrasyor, fermantasyo
suresince agi gostermgtir. Bu alanda yapilngi olan calsmala, c¢oziinebilir
karbonhidrat konsantrasyonundaki g@rti attksu ¢amurundan hidrojen Uretim
pozitif etki yaptgini gostermektedirNicolau ve dg., 2008 Kotay ve Das, 200¢
Guo ve dg., 2010).Ancak, ¢co6zinmgl protein miktarindaki azalma ile birlikte ,
Uretiminde de azalma olgu gorialmigttr. 1720. dakikadan sonra ¢c6zungrprotein
konsantrasyonu, 180 mg/L'den 125 mg/L'ye azalguir.  Cprotein
konsantrasyonundaki azalma ve reaktorde metan ridakitgén artii ile birlikte,
hidrojen gazi konsantrasyonu da azatir.

Sekil 4.11 ise, 45+1°@e pH 4'de zamana g¢, CKOI/TKOI (%) ve TKA
konsantrasyonundaki ggimi vermektedir. Sekil 4.10 ve 4.11 bir arac
incelendginde, camurun CKQ ve CKQ/TKOI oraninin artfii gorilmektedir

CKOI, hidrojen uretim testi stiresie artmaya devam etsbir.

== CKOI/TKOI (%) ==TKOI (mg/L)

30,00 ~ - 2500(
25,00 1 A— - 2000(
S 20,00 A
X - 15000 .-
E 15,00 <
o - 1000¢ F
o 10,00 1
500 4 - 500(
0,00 'j T T T T T T T T T T T T T T T T T r 0
CPRZSUNTIIB AL YIS ATN
M MmO M T O O N~NMNOO A AN W0
= NN, T
Zaman (dk)

Sekil 4.11. 45+1°C'de pH 4'de zamana gore CHKOKOI (%) ve TKA
konsantrasyonundaki gaim.

pH 5'de gerceklgirilen calsmadsz, farkli zamanlarda fernrmdrden alinan ati
camurun analizi sonucelde edilen veriler Cizelge 4.8'de sunutwr. Zamana kar
reaktor icergi incelendginde, toplam protein, karbonhidrat ve K
konsantrasyonundarmantasyo suresince azalma olgu gorilmektedirC6zinmi

madde konsantrasyonu jseSekil 4.12'deki gibi Ir degisim goOstermstir.
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Karbonhidrat ve K® konsantrasyonu, fermantasyon siresince artmayanudev
ederken, ¢ozunmuprotein konsantrasyonunun, 24 saatlik stre ardiradalmaya
basladigi  gorulmigtar.  ilk  24-30 saatlik surede  ¢ozinmi protein
konsantrasyonundaki agtSekil 4.22'den de goruldiil tzere, H olusumunu olumlu
yonde etkilemgti. Ayni  sekilde CKO konsantrasyonundaki arti da,
mikroorganizmalarin ihtiyac duyg@u besinin sglanmasi ve sonucta etkili bir,H
uretimi icin 6nemlidir. Reaktérdeki CKIO konsantrasyonunun fermantasyon

suresince artan bir grafik izlegliSekil 4.12'den gérulmektedir.

Cizelge 4.8.45+1°C sicaklikta pH 5'de fermantasyon siresinakti@de okunan
degerler.

Ornekleme Vi V4 y Tpro.  Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOIi
suresi (dk) (mL) (mL) b mg/L mg/L  mg/L mg/L mg/L mg/L

0 750 O 5,00 7750 223 1997,22  15,677780 207,43
150 140

170 140
230 160
345 230

455 710 310 5,74 5100 240 2066,67  40,Q0¢780 2370,60
1410 680 380 5,87 4450 380 1879,17  85,A00780 2963,20

1620 640 380 5,85 360 1708,33 91,67 17780 2963,20
1830 380
2800 380

2885 600 400 5,82 3750 180 1683,33  91,86298 3556,00
2935

3165
3280 560 6,34 3450 120 1670,83  113,33298 3556,00
4305 450 6,40 2650 135 1591,67 126,86298 4148,50

97



E Cprotein 4 Ckarbonhidrat ACKOI
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Sekil 4.12. 45+1°Cde pH 5'de zamana gore Cprotein, CkarbonhidratQrOI
konsantrasyonundaki gigim.

=== CKOI/TKOI  =/=TKOI
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Sekil 4.13. 45+1°C'de pH 5de zamana gbre CKOKOI (%) ve TKA
konsantrasyonundaki gagim.

pH 69 arasindaki ¢cailmalar di, ayni sekilde gerceklgtiriimis ve Cizelge 4.-
4.12'de verilen sonuglar elde edikni. Bu cizelgelerden elde edilen veril
kullanilarak cizilerSekil 4.144.21'de,pH 4 ve pH 5'de gerceldarilen ¢alsmalarda

oldugu gibi bir degisim gb6zlemlenmytir. Genel sont, toplam protein, karbonhidr:
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ve KOI konsantrasyonunun zamanla azaldiyonundedir. Ancak pH 6’da

gerceklatirilen calsmada, toplam protein konsantrasyonbl saatlik fermantasyon

sonunda 7952 mg/L'den

9095 mg/L'ye yuksedtini

Cozunmg madde

konsantrasyonlari ise, genelde fermantasyonuniileginde artny daha sonra ise

azalmstir. Konsantrasyondaki bu gigim ise, biyohidrojen Uretimini etkileyen bir

unsurdur.

Cizelge 4.9.45+1°C sicaklikta pH 6’da fermantasyon suresince reaktd@iiean

degerler.

Ornekleme V; Vg4 y Tpro. Cpro. Tkar. — Ckar. TKOI CKOi
suresi (dk) (mL) (mL) b mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

0 750 0 6,00 7952 88 1988 10,00 16400 128
110 130

225 190

305 215

375 290

450 300

1325 720 450 6,138143 150 1358,34104,00 16000 1600
1430 450

1465 450

1550 460

1725 460

1850 460

2795 480

3030 480 6,20 9095 118 1241,67103,67 16000 3200
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Protein ve karbonhidrat kons. (mg/L)

H Cprotein ® Ckarbonhidrat ACKOI
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Sekil

4.14. 45+1°C’de pH 6'da zamana gore Cprotein, Ckarbonhidrat ve ¢
konsantrasyonundaki ggim.

CKO/TKO | (%)

= CKOI/TKOl  ==TKOI
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Sekil

4.15. 45+1°C'de pH 6'da zamana gore CKOKOI (%) ve TKA
konsantrasyonundaki ggim.
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Cizelge 4.1045+1°C sicaklikta pH 7'de fermantasyon suresince reakt@tdenan

deserler.

Ornekleme Vs Vq Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOIi

suresi (dk) (mL) (mL) pH mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

0 750 0 7,00 7905 117 1237,5013,58 14200 192
65 110
215 200
305 230
410 285
1435 420

1490 720 420 6,508095 113 758,33 86,25 11200 1600
1675 420
1820 440
2960 690 440 6,468619 102 729,17 90,17 11200 3200
2990 440

3075 440
3300 440
4250 440 6,30 6429 62,7 800,00 116,679600 2508,8
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H Cprotein  Ckarbonhidrat ACKOI
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Sekil 4.16. 45+1°C’de pH 7’de zamana gore Cprotein, Ckarbonhidrat ve €
konsantrasyonundaki ggim.

= CKOI/TKOl =£=TKOI
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Sekil 4.17. 45+1°C'de pH 7'de zamana g6re CKOKOI (%) ve TKA
konsantrasyonundaki gaim.
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Cizelge 4.1145+1°C sicaklikta pH 8'de fermantasyaiiresince reaktorde okun

deserlel.
Ornekleme Vi V4 y Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOi
suresi (dk) (mL) (mL) b mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0 750 0 8,00 7600 88 812,50 13,5012544 62,72
70 110
190 180
320 220
440 265
550 280

670 720 300 7,01 7350 257 854,17 16,67 7840 1254,40
1460 690 340 6,88 7200 411 637,50 68,17 7840 3763,20
1645 340
1850 340
1990 340
2830 660 340 6,80 6150 398 658,33103,3¢ 6272 2508,80
2955 340

3080 340
3200 340
3285 340
4335 340 6,84 5700 140 450,00 70,58 4992 665,60
H Cprotein & Ckarbonhidrat ACKOI

500 - - 5000
% 450 - - 4500
£ 4004 - 4000
&i - 3500
g 3507 3000
g 300 - - 2500 5
'—E 250 A - 2000 =
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o
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Sekil 4.18. 45+1°Cde pH 8'de zamana gore Cprotein, Ckarbonhidrat ve €
konsantrasyonundaki gigim.
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Sekil 4.19. 45+1°C'de pH 8'de zamana gore CKOKOI (%) ve TKA

konsantrasyonundaki ggim.

Cizelge 4.1245+1°C sicaklikta pH 9'defermantasyorsiresince reaktorde okun

deserler.
Ornekleme Vi Vg y Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOi
suresi (dk) (mL) (mL) P mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0 750 0 9,0C 7775 303 869,44 16,00 1664( 665,6
120 150
250 200
425 720 300 7,046 8275 880 69583 15,00 1664( 1331,2
1400 460
1535 690 460 6,7¢ 6082 1080 750,00 11,67 1497¢ 3328,0
1790 460
1945 460
2895 460
3120 460
3400 460 6,7z 5796 960 580,55 21,67 1497¢ 3328,0
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L Cprotein B Ckarbonhidrat ACKOI
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Sekil 4.20. 45+1°Cde pH 9'da zamana goére Cprotein, Ckarbonhidrat ve €
konsantrasyonundaki gigim.

== CKOI/TKOI =A=TKOI
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Sekil 4.21. 45+1°Cde pH 9da zamana g6re CKOKOI (%) ve TKA
konsantrasyonundaki gaim.

Cizelge 4.74.12'deki veriler baz alinarak cizilesekiller incelendginde §ekil
4.10-4.21),bazi istisnalar goriulmekle birlikte (pH 7’de Cpriotekonsantrasyon
fermantasyonsiresince surekli azalgtir), genel itibariyledaha fazla ¢ozunebil
besi maddesinirhidrojen fermantasyonu sirasindatik ¢camurun kati safhasind
serbest birakilgh gorilmektedir. Ancak sonug, Sekil 4.22°'deki hidrojen verim

icin gozlenen gilimle paralellik gostermergiir. Ortaya cikan sonu¢ ¢OzUng
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organik maddenin hepsinin, hidrojene d§médigini gostermektedir. Benzer
sonugclar, Guo ve di, (2010) tarafindan da rapor ediftim. Onlarin yapmy olduklari
calismada, sterilizasyonla oglémden gecen atik camur ve bu atik camurdan elde
edilen sdzunta (filtrat) kullanilarak fermantasyaestleri gerceklgirilmi stir.
Fermantasyon suresince filtrattan salinan orgaraklde miktari, camurdan salinan
organik madde miktarindan daha azdir. Fakat filirdtidrojen veriminin, atik
camurunkinden daha yuksek ofgdugorilmigtir. Bunun Uzerine ¢ozinmidrganik

maddenin timadndn, hidrojene dgeinedgi anlasiimistir (Chen ve di., 2002).

45+1°C sicaklikta gerceklgirilen tum pH calgmalar icin genel bir
degerlendirme yapildinda, herhangi bir onslemden ge¢memi atiksu ¢camuru
kullanilarak yapilan pH c¢aimalarinda, ¢oziinebilir protein, karbonhidrat ve IKO
konsantrasyonunun hidrolizden dolayr 24 saat icintgksimum konsantrasyona
ulastigl gorulmektedir. Ancak ilerleyen sirecte, konsaywomda kademeli bir
azalma goOzlenmgiir. Fakat testin sonundaki konsantrasyon, nerexléys testlerde
(pH 5 ve pH 7'de fermantasyon sonucunda reaktérdgbzinmig protein
konsantrasyonlari hari¢) gangica gore hala yiksektir.

Biyohidrojen dretimi igin ¢dzlnebilir organik madde olduk¢a 6nemlidir.
Hidrojen Ureten mikroorganizmalar, hidrojen tretmek ygamak igin ¢ozunmyl
durumdaki bu organik maddeleri kullanirlar (BenYe JunXin, 2009). Organik
katilar arasinda karbonhidratlar, anaerobik fermsyun slresince en fazla
bozunmaya grayan bilgiklerdir. Fakat protein ve lipitler de, hidrojen efimine
belirli 6lgiide katkida bulunur. Bu cginada fermantasyon sirasinda proteinlerin,
karbonhidratlara gore daha iyi ¢cozuneldidiark edilmistir. Sekil 4.10, 4.12, 4.14,
4.16, 4.18 ve 4.20'de yapsmoldugumuz gozlemi dgrulamaktadir. Benzer sonuglar,
Kotay ve Das’in (2009) yilinda yaptiklari gamhada da rapor edilrmtir.

Proteinler, organizmanin birincil bienleridir ve karbon igerirler. Hidrojen,
oksijen ve azot da ortak organik maddelerdir. Bdemée ¢6zunebilir protein miktari
arttiginda, anaerobik fermantasyon veringifiin de artmasi beklenir (Nah vegdi
2000). Cizelge 4.7-4.12 ayri ayri incelegidde gorultuyor ki; ilk 24 saat icerisinde
analiz edilen ¢ozinmuprotein konsantrasyonlari pH'ya @aolarak, pH 9 (1080
mg/L) > pH 8 (411 mg/L) > pH 5 (380 mg/L) > pH 48 mg/L) > pH 6 (150 mg/L)
> pH 7 (113 mg/L)eklinde bir dgisim gostermgtir. Bu siralama tam ugmamakla
birlikte, Sekil 4.22’de verilen hidrojen Uretim grgfini destekler niteliktedir.
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Yine calsmalardan goOruldgli Gzere hidrojen Uretim fermantasyonunun
baslangicinda, c¢Ozunmi durumdaki protein konsantrasyonu agfimni Ancak
fermantasyon prosesi ile birlikte protein, hidroj@netimi icin kullanildgindan
konsantrasyonda zamanla azalma gorigtirli Fermantasyon siresince karbonhidrat
degisimi, proteine benzersekildedir. Fakat serbest kalan karbonhidrat miktar
artarken, toplam karbonhidrat miktari azaitm ve hidrojen Uretimi, protein
kullanimina kiyasla biraz daha giktir. Bu da gosteriyor ki, hidrojen tretimi icin
kullanilan atik camur icindeki organik madde profeionrasinda ise karbonhidrattir.
Guo ve dg. (2008) anaerobik fermantasyonla hidrojen Uretigm, 6n slemden
gecmi atik camur ve @ olarak daPseudomonas si5Z1 (EF551040) kullanrgir
ve bizim calsmamizda elde edilen sonuclara benzegekilde, protein
fermantasyonunun hidrojen Uretiminde daha etkduglinu rapor etnstir.

Xiao ve Liu (2009) yaptiklari ¢gimada, hidrojen Gretimsamasinin ¢ézunngu
karbonhidrat konsantrasyonundaki azalma ilekilli oldugunu ve anaerobik
fermantasyonla hidrojen dretiminin ana maddesikirpbonhidrat oldgunu rapor
etmistir.  Nicolau ve dg. (2008) de atiksu aritma camurlarinin anaerobik
fermantasyonunda hidrojen Uretiminin kagnalarak, karbonhidratlarin hidrojene
fermantasyonunu gostergterdir. Bu sonuclar, Cai ve gli (2004) ve Guo ve di
(2008)'den farklidir. Onlar, hidrojenin proteinlerifermantasyonu ile Uretilege
sonucuna varngliardir. Bu calgmalarda elde edilen farkli sonuclarin sebebi, heiro
dretiminde kullanilan substrat veiddrlerinin ve temin edilen kaynaklarin farkh
olmasidir (Xiao ve Liu, 2009).

Sekil 4.22°'de, 45+1°C’de farkll bdangic pH dgerlerinde yapilan anaerobik
fermantasyon calmalari sonucunda elde edilen hidrojen konsantrdayon
verilmistir. Anaerobik fermantasyon icin Cheng ve&.d2000) tarafindan 66 saatlik
gecikme siresi ile elde edilen sonuglara kiyasla,calsmada gortlen gecikme
suresi 6nemsizdir~2 saat). Kullanilan substratin kimyasal ve biydojcerigi,
surenin kisalmasina sebep olmaolabilir. Butin pH testlerinde gaz safhadaki
hidrojen konsantrasyonu 7-24 saat arasinda goztemlpiklerle artan ve azalan bir
egri gostermgtir. Bu durum, Uretilen hidrojenin dnemli miktanmnibir sekilde
tukendgini gostermektedir. Genellikle ¢ok glik hidrojen konsantrasyonlarinda,
metan olgum safhasi hizli bigekilde gerceklgrse, hidrojen tiketen metanojenik
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bakteriler H'yi metana dongtururler. Bu da hidrojen miktarinda hizli bir gige
sebep olur (Cai ve gi, 2004).
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Sekil 4.22. 45x1°C’de farkli bglangic pH dgerlerinde yapilan anaerobik
fermantasyon calmalari sonucunda elde edilen hidrojen
konsantrasyonlari.

Yapilan testlerde 1-2 saatlik gecikme suresindemrasohidrojen igeginin
zamanla artf ve yaklgik olarak 250-300 dakikalik bir siire sonunda, heinagazi
cikisinin artg gostermeye Badigl gorulmatir. Ancak 6zellikle pH 6 ve 7'de, 7-8
saatten sonra hidrojen konsantrasyonu hizla azalrbglamistir. pH 8 ve 9'da H
konsantrasyonu, pH 6 ve 7'ye kiyasla daha yiksekticak 24 saat sonunda bu pH
degerlerinde de, hlazalmaya bdamistir. pH 4 ve 5'de ise, 2. ginden sonra hidrojen
konsantrasyonu azalma gostegtini pH 5'de, en yiksek Hgazi konsantrasyonu
okunmutur. H, gazi c¢ikgl, pH 4’e kiyasla daha yuksek seviyede kalwe daha
uzun sure devam etgtir. Genel olarak bakil@ginda, hidrojen icegi zamanla
monoton olarak azalmive 3 ginidn sonunda hemen hemen tim pgerdierinde,

1000 mL/ni"tin altina digmstar.

Sekil 4.23, anaerobik fermantasyon galalari stresince reaktorde geicikan
metan konsantrasyonunu vermektedir. Tum pH sgellarinda, birinci ginin

sonunda metan konsantrasyonunda etkili big gézlenmgtir. pH 6’da 1725. dk’'da
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yaklagik 90000 mL/ni metan retimi olmgtur ve bu biitiin testlerde elde edilen en
yiiksek konsantrasyonduikinci giiniin sonunda atiksu ¢gamurundan Uretilen meta
miktari, Sekil 4.23'den goraldgi gibi pH 6>pH 9>pH 7>pH 5>pH 8>pH ¢kklinde

bir siralama gostergtir. pH 6, 7 ve 9'da CH konsantrasyonu da, en yuksek
seviyededir. Metan bakterilerinin ortamda aktif abn reaktérde okan H gazinin
tukenmesine sebep olglw icin hidrojen gazi konsantrasyonu kisa stredéragiar.
Sonucta atilk camur hidrojen Uretmesingnman, atik camur igerisinde bulunan

mikroorganizmalar hidrojeni hizlica tukewtir.
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Sekil 4.23. 45x1°C’de farkli bglangic pH dgerlerinde yapilan anaerobik
fermantasyon c¢aimalari sonucunda elde edilen metan
konsantrasyonlari.

Cizelge 4.13'de, yakkak olarak 66 saatlik fermantasyon suresi sonuntiyar
cikan [CKQA/TKOI] (%) oranlari hesaplangve fermantasyondan 6nce hesaplanan
deserlerle kagilastirlmistir. Fermantasyon stiresince [CKDKOI] (%) oranindaki
degisimin hidrojen gazi cilgt tzerinde etkisinin olup olmagini deserlendirmek
icin, Cizelge 4.13'de elde edilen veriler kil 4.22’deki hidrojen konsantrasyon
grafigi arasinda bir karlastirma yapilmgtir. pH 8 dgindaki dper tim testlerde,
[CKOI/TKOI] orani %20’nin zerine cikrsiir. pH 8'de ise, bu oran % 13,33'dir.

pH 8'de oran dierlerine gore dgilk olmasina rgmen, hidrojen konsantrasyonu daha
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yuksektir. pH 7’de ise, hidrojen gazi konsantrasy@m dguk seviyededir. Elde
edilen sonuclardan, CK@IKOI oranindaki ary ile hidrojen gazi
konsantrasyonundaki am dasru orantill olmadii anlagiimaktadir. Bu ylzden
attksu camurundan salinan organik maddenin hemepsiriie, anaerobik
fermantasyonla hidrojene kolaylikla d@niedii anlsilmaktadir. Wang ve di
(2003a), Clostridium bifermentansle atiksu ¢amurundan biyohidrojen Uretimi

konusunda yaptiklari cainada benzer bulgular rapor egtardir.

Cizelge 4.13. Farkh balangic pH dgerlerinde fermantasyondan o©nce ve
fermantasyondan sonra kam sivisindaki [CKA'TKOI] (%)’si.

Fermantasyondan 6nce  Fermantasyondan sonra

pH CKOI/TKO1 (%)'si CKOI/TKO1 (%)'si
4 3,08 25,45
5 1,17 25,45
6 0,78 20,00
7 1,35 26,13
8 0,50 13,33
9 4,00 22,22

Bilindigi Uzere organik atiksu ya da atik biyokatinin aobiér fermantasyon
prosesi hidroliz, asidifikasyon ve metan Uretimmak Uzere lU¢csamadan meydana
gelmektedir. Asidifikasyon safhasinda, Hretimi meydana gelir ve pH geri
biyohidrojen fermantasyonunu etkileyecek onemlitdalerden biridir. Hidroliz
safhasinda, pH azalir. Asidifikasyon yani hidrojgetim safhasinda ise, pH artar ve

sabit kalir.

Chen ve di. (2002) raporuna gore, uygun pH seviyesi gecikragesni
kisaltmali ve anaerobik mikroorganizmalarin ortaahgmasinda etkili olup, hidrojen
dretimi icin faydali olmalidir. Chen ve giirlerine gore, pH 6,5-7,0 hidrojen
dretimini artirmak icin en iyi seviyedir. Cai vegdi(2004), 125 mL hacimli serum
sisesinde 50 mL caima hacmi ile cagmislardir. Substrat olarak atiksu camuru
kullanilarak ekstra bir nttrient ya dai davesi yapilmadan, 36+x1°C’de 150 rpm’de
pH 3-12,5 arasinda callimistir. Baglangic pH dgeri, 7-12,5 arasinda iken gaha
sonunda pH deerinin azaldg; fakat 3-6 arasindaki pH’larda, fsangic pH
degerinin arttgl gordlmutar.

Ayni sekilde 45x1°C’de yapmi oldusumuz fermantasyon denemeleri
sonucunda, Btangic pH dgeri 7-9 arasinda iken fermantasyon sonunda pH
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degerinin azaldgl (Cizelge 4.10-4.12); fakat 4-6 arasindaki pH'&@rtvglangic pH
degerinin arttgl (Cizelge 4.7-4.9) gorulngtir. Biyohidrojen fermantasyonu
slresince organik maddelerin CK@onsantrasyonundaki afim sonucu olarak,
UYA ve NH;-N konsantrasyonu argll icin pH'daki farkli deisimler camur
orneklerinin CKQ konsantrasyonuyla gkilidir (BenYi ve JunXin, 2009).

Yaklastk 2 ila 3 saatlik siure sonunda bitin testlerde, iHetilmeye
baslanmstir. Baslangic pH’sina bgli olarak hidrojen Gretimleri birinci gunin
sonunda pH 5>pH 8>pH 4>pH 9>pH 6>pHeklinde dgismistir. Maksimum verim
fermantasyonun 1410-1830. dakikalari arasinda ptte %lde edilngitir (92894
mL/m® H,). Fakat reaktériin tist kisminda biriken hidrojesrnrfantasyon siiresinin
devaminda (2. giinden sonra) hidrojen tiketicileaftadan tuketilmitir. pH 6, 7 ve
9'da ilk 4 saatten sonra, reaktérdeki hidrojen muiktda hizh bir tiketim olmgur.
Ayni zamanda en yuksek metan dretimi de, siraspth 6, 9 ve 7'de
gozlemlenmgtir. Hidrojen gazi dretim ve tuketim siralamasigeidendirildiginde,
baslangic pH dgeri 5 iken yapilan calmada daha iyi sonuc alirggigoralmutar.
pH 8'de de, hidrojen Uretimi gercekimistir. Ancak olgan hidrojen, kisa sirede
hizli bir azalma glimi gostermitir. Literattirde bu konuda yapilgolan cgalsmalar
da, elde etfiimiz sonucu destekler niteliktedir. Fermantetif Eretimi konusunda
yayinlanan cajmalarin cgunda, pH dgeri 5-6 arasinda tercih edilgtir (Nicolau
ve dig., 2008).

pH deseri, atitksu ¢camurunun yapisinda bulunan organikdeladin ¢6zunur
duruma gec¢mesinde etkilidir. Bu gahada, pH 5'de gier pH degerlerine kiyasla
daha yuksek c¢ozunurlik elde edigmiprotein, karbonhidrat ve K ve aritma
camurundan biyohidrojen dretimi icin, daha fazlazig@ebilir organik madde
sglanmstir. Bu da, pH 5'de elde edilen hidrojen Uretimiaitirmstir. Ayrica
6,3'den daha djilk ortam pH’sinda, metanojenez aktivitesi azalga da durdgu
icin pH 6’'nin altinda, metanojenlerin aktivitesinimhibe olmasi beklenir.
Beklenildigi Gzere, pH 4 ve 5'de metan konsantrasyonsgikliseviyede kalngtir
(Sekil 4.23).

Uzerinde durulan tim bu bilgiler vekil 4.22'de verilen hidrojen uretim
grafigi gbz onune alinganda, bundan sonraki ¢ginalara 45+1°Gsicaklikta ve pH

5’de devam edilmesinin uygun olaaonucuna varilngtir.
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4.2 Asi Mikroorganizma lavesinin Biyohidrojen Uretimine Etkisi

Calismada karanlhk fermantasyon denemeleri icin 6naedildrak, Samsun Otat Sut
Urtinleri Uretim Tesisi'ne ait anaerobik atiksu @at tinitesinden, temin edilgolan
atiksu kullanilmgtir.  Bu atiksu icindeki mikroorganizmalar, anaekobgsi
mikroorganizma olarak kullanilimifakat verimde herhangi bir agtg6zlenmemtir.
Bunun lizerine Aksaray SUTAentegre tesislerinden elde edilen, iki farkli ki
anaerobik kdltir @ olarak kullaniimgtir. Kullanilan a1 koltdr, tesiste bulunan
SKTR reaktérden ve yakiik 6 aydir devrede olan kati atik bertaraf tesisiBf gin
bekletiimis fermante gubre (hayvan gibresi + aktif camur) skamndan temin
edilmistir.

Asi mikroorganizma temini icin kullanilan anaerobilngurlarin 6zellikleri,
Cizelge 4.14’de verilmektedir. Cizelge 4.15'de ig@tat'dan alinan atik su ile
asllanan atik aktif camurun fermantasyonu sonucu etilen sonuclar sunulngtwr.
Atik aktif camur ve Otat'dan alinan anaerobik atikarsimi ile yapilan anaerobik
fermantasyon sonucunda, zamanla reaktdrdesaplu hidrojen ve metan
konsantrasyonlar§ekil 4.24b’de verilmgtir. Sonuclar, daha 6énce 45+1°C’'de pH
5'de yapilan fermantasyon cahasindan elde egiimiz sonucglar ile (4.24a)
karsilastiriimistir.

Cizelge 4.14.Asi mikroorganizma temini icin kullanilan anaerobikangurlarin

Ozellikleri.
Sutas-Aksaray
Birim  Fermante gubre Reaktor Otat
pH - 7,57 7,11 7,67
Tprotein mg/L 26766,67 6625 21450
Cprotein mg/L 173 3 10
Tkarbonhidrat mg/L 11026,87 6395,83 1755
Ckarbonhidrat mg/L 64,67 1,92 4,55
TKO1 mg/L 34829,67 12653 6530,50
CKO1 mg/L 967 59 88,16
TKM mg/L 38116,67 5703,33 2715
TUKM mg/L 24863,33 2113,33 95
TAKM mg/L 47470 4770 460
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Cizelge 4.15.0tat sut Urunleri Uretim tesisinden temin edilememobik atiksu ile
yapilan allama sonucunda fermantasyon siresince reaktdndieaok

deserler.

Ornekleme Vi V4 y Tpro. Cpro. Tkar.  Ckar. TKOI CKOi
suresi (dk) (mL) (mL) P mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

0 800 O 5,00 23650 365 1955,83 24,96 17298592,7
105 110
130 120
270 170
380 200
405 220

500 765 420 5,80 22050814 1716,67 62,09 1778a778,0
1455 730 520 5,96 19600929 1579,19 98,08 1481&556,0
1505

1770

1980 700 5,89 19600 923 1366,67 99,83 1481@963,2
2000

3130 670 550 5,84 19900936 1408,34 111,8314816 3556,0
3420 550

4490 550

4630 550 5,89 17650 850 1233,33 97,75 11853148,5
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Sekil 4.24.a) Atik aktif camurb) Atik aktif camur + anaerobik atiksle anaerobik

fermantasyon suresince reakttérdeki hidrojen ve miedasantrasyonlari.

Sekil 4.24 (a, b)de goruldiu Uzere Otat'dan alinan anaerobik atiksu ile
yapilan aillama glemi (4.24b), sadece atik aktif camur ile yapil@mnfantasyon
islemine kiyasla (4.24a) verim de az da olsa azalmalaacmstir. Ancak H
iretiminin hizlandii 4.24b'de, 4.24a’ya gore daha kisa siirede 9000@mhL
civarinda H uretimi olmuytur. Aslinda her iki ¢cajmada da, ilk 4 saatten sonra
reaktordeki hidrojen konsantrasyonu artmayasldmaistir ve 24 saat sonunda
maksimum dgere ulaiimistir. Ancak anaerobik atiksu ile yapilan gaia, metan

konsantrasyonunda daha hizli bir anpozlenmesine sebep olgtur. Ortamdaki

114




metan bakterilerinin artmasiyla gotzlemlenen busaite birlikte, reaktorin st
kisminda biriken hidrojen 2. guiniin sonunda hizketineye bgamistir. ~3. giinde
herhangi bir @lama yapiimayan reaktérde, GHtonsantrasyonu ~61000 mLm
iken, ailama yapilan reaktdrde bu g ~81000 mL/ridir. Sonug olarak Otat'dan
alinan atiksu ile yapilansgama sonucunda verimde istenensas@slanmadgi icin,
Aksaray Sutatesislerinden temin edilegigkiltar ile calgsmalar tekrarlanngtir.

Bu amagcla atik aktif camurdan biyohidrojen Uretiimerine, iki farkli tipteki
karisik kultar ile yapilan silamanin etkisi ardurilmistir. Asi kalttrlerin hazirlany
ve temini, Bolum 3.3'de verilmgtir. Kullanilan kargik kuoltirler ile yapilan
denemeler sonucunda elde edilen sonuclar sirasiyla;

- SKTR tank reaktoriinden alinan kakianaerobik kultar + aktif camur (Set 1)
Cizelge 4.16,

- Fermante gubre + aktif camur (Set 2) Cizelge 4.17

- Isil islem gormig fermante gubre + aktif camur (Set 3) Cizelge 4.18

- Fermante gibre ve aktif camur kamina isil glem uygulamasi (Set 4)
Cizelge 4.19'da sunulmgtur. Her bir sette fermantasyon siresince 6l¢uieinofen
ve metan konsantrasyonlari ise, siraspghil 4.25, 4.26, 4.27 ve 4.28'de veriltir.

Hidrojen ve metan Uretimlerinin yani sira proteiaybonhidrat ve KO gibi
parametrelerdeki ggsimler de incelenmstir. Cizelge 4.17, 4.18 ve 4.19 bir arada
incelendginde gorultyor ki, sadece anaerobik kiltliire yaktd eamur ve anaerobik
kaltdr kargimina on glem uygulamak kagim icinde izlenen parametrelerde
konsantrasyon asgtna yol acmgtir. Clnki 1sil glem sirasinda gerceklen hidroliz
asamasi, camurun Yyapisinda bulunan organik maddelesalinimini
kolaylastiracaktir. Set 2, set 3 ve set 4'de yapilansgaiarda bglangic gamasinda
toplam ve c¢ozinmil protein, karbonhidrat ve KiOkonsantrasyonlarindaki ayti
hidroliz isleminin bir sonucudur. Ancak tek aa konsantrasyondaki axtiH,
dretimini artirmaya yetmemntir. Daha dnce de belirtildi Gzere kagim icindeki

mikroorganizmalarin faaliyetleri deHiretimi icin oldukca énemlidir.
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Cizelge 4.16.Siutg-SKTR reaktdérden temin edilen anaerobik camur iégpilan
asllama sonucunda fermantasyorslaagicinda ve sonunda reaktérde

okunan dgerler.

Ornekleme V; Vq y Tpro. Cpro. Tkar.  Ckar. TKOI CKOi
suresi (dk) (mL) (mL) P mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

0 800 0 5,006350 231 1483,34 14,587959,5 571
285 210
465 310
630 360
1420 460
1830 460 5,99 4300 470 1270,84 49,7513061 2286
m—CH, —0—H,
2500 - - 180000
- 160000
2000 + - 140000
& - 120000 <§E‘
£ 15001 - 100000 3
£ 1000 - 80000
I - 60000 &5
500 - - 40000
l I - 20000
0 - . ; ; - 0
0 285 465 630 1420 1830
Zaman (dk)

Sekil 4.25. Set 1'de fermantasyon suresince okunan hidrojen metan
konsantrasyonlari.

Cizelge 4.17.Sutg fermante gibre kanmindan temin edilen anaerobik kaltdr ile
yapilan allama sonucunda fermantasyonslaagicinda ve sonunda

reaktdrde okunan gerler.

Ornekleme Vi V4 Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOIi
suresi (dk) (mL) (mL) pH mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0 800 O 5,0010500 478 1925 29,08 16327 718
180 210
395 320
465 340
1355 510
1875 510 5,92 8250 770 1675 81,33 14285,52327
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Sekil 4.26. Set 2'de fermantasyon suresince okunan hidrojen metan
konsantrasyonlari.

Aksaray Suta tesislerinden temin edilen, iki farklisiakdltir ile calgmalar
yaratalmdstar. Fermantasyon sirasinda @@o  hidrojen ve  metan
konsantrasyonlarinin gosterigiSekil 4.25 veSekil 4.26 incelendiinde, hidrojen
konsantrasyonunun Set 1'de ilk 8 saat icinde, St Be ~23 saat icinde maksimum
desere ulatigl, sirasiyla 2215 mL/fhve 1803 mL/m, ve ardindan azalmaya
basladigi gorulmektedir. Ayrica birinci gunin sonunda, dda yuksek seviyede
metan gazi ¢iki olmustur. Bu durum, anaerobik camur icinde metan balt@nin
yiksek konsantrasyonlarda bulunmasindan kaynakldaaha. Ozellikle Set-1'de
metan gazi cikl daha yiuksek seviyede ve hizli Bekilde artarak, 1830 dakika
sonunda 154648 mL/finseviyesine ukamistir. Fermantérdeki yiksek metan gazi,
metan bakterilerinin Set-1'de daha aktif gidau gdstermektedir. Fermantasyon
suresince okunantve CH, konsantrasyonlari ve Cizelge 4.14 g6z dnuindedrdl|
calsmaya fermante gubre ile devam edilmesine karar Imstir. CunkuU
mikroorganizmalarin ihtiya¢ duy@gu besin maddelerinin ortamda yiksek
konsantrasyonlarda bulunmasi ve mikroorganiznfugugunu gosteren toplam kati
madde ve toplam askida kati madde konsantrasypféamante gibre katminda

oldukca yuksektir.
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Cizelge 4.18100°C'deki su banyosunda 2 saat igeiine tabi tutulan fermante giibre
ile yapilan allama sonucunda fermantasyon slresince reaktérde

okunan dgerler.

Ornekleme V; Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOIi

suresi (dk) (mL) pH mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0 800 5,00 12000 710 2229,17 43,33 18225 862
135
375

1430 770 5,88 7400 966 1666,67100,25 17960 2286
1680

1805 740 5,79 9000 859 1658,33 85,75 16327 3135
3125 710 5,83 9400 961 1670,84 54,50 16327 4963

5725
6125 592 9400 1114 2133,33 30,83 15347 3265

Cizelge 4.19100°C'deki su banyosunda 2 saat igigiine tabi tutulan fermante giibre
ve atik akif camur kagimi ile yapilan fermantasyonda gaha
suresince reaktdrde okunargdder.

Ornekleme V; Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOI

suresi (dk) (mL) pH mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0 800 5,00 14400 1520 2616,67152 19918 1620
120

450

630

1440 770 5,86 10050 2028 1762,50* 15020 2377
1815
2860 740 5,94 9100 1228 2095,8394 14530,5 2403
2960

3040
3190
3245
3330 710 6,13 6400 1252 2166,6490 16326,5 *
7200 6,32 6900 672  1550,00 95 18939,0 2038

Cizelge 4.18 ve 4.19'da, anaerobilgilamanin etkisi iki farkli sekilde
deserlendirilmistir. Cizelge 4.18'de 720 mL atik aktif camur icémis, 100°C’de 2
saat Isll glemden gecirilmi fermante gubreden 80 mL ilave editim. Cizelge
4.19'da ise 720 mL atik aktif camur ve 80 mL ferteamgtbre kagtiriimis ve
karisim 100°C’de 2 saat 1sifleme tabi tutulmstur. Iki farkl uygulama sonucunda
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acga cikan hidrojen ve metan konsantrasyonlarinfisaei, sirasiylaSekil 4.27 ve
Sekil 4.28’'de sunulmgtur. Goéruldigu Uzere sadecsiéama icin kullanilan fermante
giibreye énsem yapildginda, birinci giiniin sonunda 61533 mE/idrojen gazi
ctkisi olmustur ve 30. saate kadar hidrojen gazi konsantrasyamarak devam
etmistir. 50 saatlik fermantasyon siresinden sonra Isérojen konsantrasyonu
azalmaya bdamistir. Karisima isil glem uygulandiinda ise, Sekil 4.28'de
goruldigt gibi birinci gindn sonunda hidrojen konsantrasydik duruma kiyasla
yarlya digerek 31363 mL/rhseviyesine inmgtir. 24 saatlik siire sonunda hidrojen
gazi cikgi azalmaya bgamis, 50. saatte tekrar bir aytgézlenmg ancak sonraki
okumalarda gittikce azalan bir hidrojen ggafzlenmistir. Sekillerden de goruldgil
Uzere sadecesiga yapilan isilslem, kargima uygulanan isikieme kiyasla verimin

daha iyi cikmasina neden olgbur.

_CH4 +H2

r 90000
- 80000
- 70000
- 60000
- 50000
- 40000
- 30000
- 20000
- 10000
- 0

0 135 375 1430 1680 1805 3125 5725 6125

CH, (mL/m3)

Zaman (dk)

Sekil 4.27. Set 3'de fermantasyon suresince okunan hidrojen metan
konsantrasyonlari.
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Sekil 4.28. Set 4'de fermantasyon suresince okunan hidrojen metan
konsantrasyonlari.

Sekil 4.27 ve Sekil 4.28 metan Uretimleri acisindan kiyaslgnadla, her
ikisinde de paralel bir agtiolmasina rgmen 2. glinin sonunda birinci gahada,
CH, uretiminin biraz daha yuksek seviyede @dugorulmektedir. Ancak ikinci
gunden sonra metan konsantrasyonunun ¢ok hizlgiaret giin sonunda oldukca
artarak 212768 mL/hseviyesine yiikseldi goriilmistir. Bu arts ise hidrojen gaz

cikisini olumsuz yonde etkilestir.

Set 2, set 3 ve set 4'de yapilan galalardan elde edilen sonuclar, uygulanan
yontem ve yapilan Onslem bir arada dgerlendirilmistir. Asi olarak kullanilan
anaerobik kuiltire herhangi bir 6gleém yapmadan substrata ilave @thizde,
anaerobik kultdr icinde bulunan metan bakterildduca yliksek konsantrasyonda
oldugu icin olusan hidrojenin ¢cok hizl bisekilde tuketildgi gorulmektedir. Boyle
bir durumda ~24 saat sonunda okunan hidrojen kdresonu, sadece 1803
mL/m>dr.

Set 3'de, anaerobik kultlr icindeki anaerobik maaganizmalari 6ldirmek
icin 1s1l islem uygulanmy ve ardindan substrat ile kgrrlip fermantasyonslemi
baslatilmistir. Bu durumda, 24 saat sonunda okunapede84 kat artarak 61533
mL/m°H. seviyesine ulgmistir.

Set 4 de ise, substrat ve anaerobik kilttrskansil isleme tabi tutulmgielde
edilen sonuc set 3'e kiyasla yari yariya azalark863 mL/nfHy'ye dismistir. Bu
sonug¢ bize literatirde verilen bilgilerin aksinel iglem uygulamasinin, hidrojen
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ureten mikroorganizmalarin y@msal faaliyetleri Uzerinde de etkili olglinu
gostermektedir. Buradaki temel amag¢ metanojen bddeyok etmektir. Ancak atik
camur icerisinde bulunan hidrojen Greten mikroorgaalar da zarar gorngtiir.
Sonu¢ olarak deerlendirildiginde, atik aktif camura anaerobik
mikroorganizma ilavesinin hidrojen gazi verimini a#hgl, metan gazi
konsantrasyonunu artifgl) anaerobik kultarin érslemden gegcirilmesi durumunda
bile sadece atik aktif camurun fermantasyonunaskayhaidrojen gazi ¢ikinin daha
distk seviyede kalgn gorulmektedir. Elde edilen hidrojen gazi konsasyonunu
artirmaya yonelik olarak yapilagilama gleminden, istenilen sonu¢ alinamgdcin
sadece atik aktif camur ile galmasina ve atik camura farkl o6rylemler

uygulayarak verimin artiriimasi yoluna gidilmeskagar verilmitir.

4.3 Biyohidrojen Uretim Verimleri ve Atik Aktif Cam urun Cozunebilirlili gi

Uzerine Uygulanan On slemlerin Etkisi

Bu bolum, biyohidrojen Gretim verimi tzerine &lemlerin etkisi ve atik camurun
cOzunebilirliligi Gzerine uygulanan onglemin etkisi olmak Uzere iki kisimdan
olusmaktadir. Atik aktif camura asidifikasyon, bazifyan, sterilizasyon, 1si§lem,
dondurma-¢cézme ve metanojenik inhibitor ilavesi igifarkh 6n islemler
uygulanmgtir. Ayrica atik gamurun Beangi¢c degerlerini belirlemek igin, kontrol
reaktori de kullanilingtir. Kontrol icin kullanilan reaktérdeki atik aktifamura,
herhangi bir 6n slem uygulanmamstir. Bu reakt6r, attk camurun gangic
degerlerini belirlemek ve 6nsiem uygulamasi olmaksizin elde edilen biyohidrojen
dretimini gérmek icin kullanilingtir. Uygulanan her bir 6nglemin mekanizmasi
farkl oldugu icin, camur Uzerine bu oglemlerin etkisi de farkl olacaktir. Ortaya

ctkan bu etkiler, ilerleyen sayfalarda iki bélunmihde incelenmitir.

4.3.1 Biyohidrojen uretim verimi Gzerine 6n slemlerin etkisi

Uygulanan alti farkli 6ngslem ardindan reaktorlerde gaicikan H ve CH, deserleri,
kontrol amacgh hazirlanan reaktorlerden elde eddenuclar ile kiyaslanmtir. Sekil
4.29'da atik camura uygulanan farkli giemlerin ardindan fermantasyon suresince

Olcilen K konsantrasyonlar§ekil 4.30’da ise Chikonsantrasyonlari verilrtir.

121



«o-#-- Alkali islem — H- asit Klem k= Kontrol a
90000 ~
80000 - .
70000 - ¢ -
»:
60000 Fle 7/ k
= i A, ./ ~
E 50000 rdE Al ’.. ‘
E 400004 [ ! h k
T .
30000 A , ‘ :
I 4 w
200001 | ; be... ~
: I S
100001 Ad '.’. S o
O 'LIA'AS T T T T Avi""‘l‘l m‘l T I“I. T T T T NI'I T M
O O O O O 0O O O 0O O 0O O O O O 00 O o o o © 9
O O O O O O O O O O OO O O O o o o © o
n O L O .0 o m o uwmwowOoIuwmwOoILuwmWOoILuwmOoILuwmwOoLwm
Zaman (dk)

Sekil 4.29. a)Asit ve alkali 6n glem uygulamasi sonrasinda fermantasyon stresince
Olcilen H konsantrasyonlari.
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Sekil 4.29. b)Isil 6n klem uygulamasi sonrasinda fermantasyon suresig@&eil 5
konsantrasyonlari.
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Sekil 4.29. c) Sterilizasyon, dondurma-¢ozme ve ChkiGlavesi ile 6n glem
uygulamasi sonrasinda fermantasyon siresince dlculie;
konsantrasyonlari

Sekil 4.29'da verilen H Uretim grafikleri incelenginde slem gérmemy ham
atik aktif camurla kiyaslanginda, asidik ve bazik 6glem uygulanan atik camurdan
daha iyi verim alindy goérilmektedir $ekil 4.29a). Bir ginin sonundglem
gormemg atik camurda okunan sHdeseri 53256 mL/mi iken, asidik 6n slem
uygulamasindan sonra 64806 mt/rhazik 6n jlemde ise 77495 mL/folmustur.
Her Uc¢ reaktdrde de Jfazi ciksi, hemen hemen ayni zamandgl&aistir. Ancak
on islem uygulanmayan reaktdrdekp ldikisi, birinci giinin sonunda direk azalmaya
baslamis ve 2. giinde neredeyse tamamen BiimiDiger reaktorlerde ise, Hgazi
cikisi dalgalanmalar gostermekle birlikte bir stire ddaaam etmtir.

Isil islem uygulamasindan sonra, kontrol reaktoriine kayascikme suresi
oldukca azalmyi ve 2 saat gibi kisa bir stirede 37352 mith tretilmistir (Sekil
4.29b). Ardindan bu agti24 saate kadar devam ederek 50564 nie/malasmistir.
~32. saatten sonraptdzalmaya bgamis ve oldukca azalarak sabit kaktm. Kontrol
reaktorinde ise, 2 saat sonunda Elkisi gozlenmemgtir. Ancak 4 saatlik
fermantasyonun ardindan, 553 mE/kb, cikisi olmustur ve bu dger 24 saat icinde
82545 mL/ni seviyesine ulgnistir. Fermantasyonun ilerleyen safhalarindgedi

calismalarda oldgu gibi H, azalmaya bgamis ve 3. glinde artik iyice azalarak sabit
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kalmistir. Yani atik camura uygulanan 1sglam ardindan, kontrol reaktértine kiyasla
daha fazla K uretilememy, sadece gecikme siresinde azalma gozlemiginmi

Uclincti grafikte ise Sekil 4.29c) sterilizasyon, dondurma-gc6zme ve atik
camura metanojenik inhibitér ilavesinden sonrantamtasyon siresince reaktorlerde
olcilen H deserleri verilmitir. On islem uygulamasi ile birlikte reaktorlerde ilk 4-5
saat icinde olgan H, kontrol reaktoriine gore ~10 kat daha fazladimiXdaha hizli
bir H, cikisi olmustur. Kontrol reaktérinde ilk 24 saatlik fermantasgian sonra
okunan H deseri 33000 mL/m, sterilizasyonda 15156 mLANCHCE ilavesinde
5081 mL/ni, dondurma-¢cézmesleminden sonra ise 13600 mL¥aliir. Goériuldigi
gibi ilk 24 saatlik fermantasyon sonunda, uygulahgbir 6n slemin H, verimine
olumlu bir etkisi olmamtir. Sadece reaktdrde ;Hin kalis stresinde farkliliklar
g6zlemlenmgtir. On islem uygulanmayan reaktorde; B4 saat sonunda pik yapmi
ancak devamindaki fermantasyon surecindgamiuH hizli bir sekilde azalmgtir. 3.
ginde okunan der, sadece 5115 mLAdur. Buna kagin CHC} ilavesi yapilan
reaktorde 3. giinden sonra, tbldukca artmy, 4. giinde ~27000 mL/fnH,
dretilmistir. Ancak daha sonra tekrar bir azalma gozlemlgtimiAyni sekilde
sterilizasyon uygulanan reaktorde de,d#zi ciksi dalgalanma gostermekle birlikte
sekilden de goruldgii gibi uzun stre devam etgtir. Sonucta ankaliyor ki on islem
uygulamasi, Kl gazi ciksini artirmasa da daha uzun sire tikenmeden reakkérd
olusumunu sglamistir.

Reaktoriin Ust kisminda biriken hidrojen, anaerdbrknantasyonun ilerleyen
asamalarinda tuketilir. Bircok agarmaci, benzer sonuclarl rapor egtm ve
camurun anaerobik fermantasyonunda asil hidrojketeéin aktivitenin metanojenez
olduguna inanilir (BenYi ve JunXin, 20099ekil 4.29'dan da goruldiii Uzere gaz
safhadaki hidrojen konsantrasyonu, artan ve aZzaiaegri gbstermektedir. Bu da
uretilen hidrojenin dnemli miktarinin, biekilde tikendii anlamina gelmektedir.
Cheng ve di. (2000) yapmy olduklari ¢calgmada, anaerobik fermantasyon siresince
benzer bir hidrojen tiketim safhasi gozlemigm{Wang ve dg., 2003a).

Sekil 4.29 (a, b, c)da gosterilen kontrol gahalarinin hepsi 6nslem
gormeyen atik aktif camur ile, 45+1°C’de ve pH 5@krceklatirilmi stir. Ancak her
uc kontrol reaktoril icin de 20-24 saatlik siUrecideeedilen maksimum H
konsantrasyonlari (sirasiyla 53000, 82000, 33000/mML oldukca farklilik
gostermektedir. Ayni kwllarda calgildigl halde ortaya cikan bu farkli sonuclar,
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degisik zamanlarda alinmi olan atik camurun karakterigindeki farkliliktan
kaynaklanmaktadir. Sonucta her gekil de incelendiinde H Uretimi agisindan en
iyi verimin, atik camura alkali ve asit 6slem uygulamasi sonrasinda elde edildi
gorulmektedir. Aslinda atik camura uygulanangennler, hiicre duvarini tahrip edip
¢Ozunemeyen maddelerin serbest hale ge¢cmesindamarggindeki metanojenik
bakterinin inaktive olmasinda etkilidir (Ting ve ¢,2007). Bu yluzden oOrslém
uygulamasi, K Uretimi icin bir avantaj olarak gozikmektedir. Aakc sonug her
zaman beklendi gibi degildir. Bu nedenle yapmioldusumuz calgmada uygulanan
on igslemlerin hepsinde, biyohidrojen verimi agisindamisagtzlenmemitir. Bu
calismada da oldgu gibi atik camura uygulanan &giemler, biyohidrojen veriminin

artisinda ¢c@u zaman etkili olmayabilir.
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Sekil 4.30. a)Asit ve alkali 6n glem uygulamasi sonrasinda fermantasyon stiresince
Olclilen CH konsantrasyonlari.
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Sekil 4.30. b) Isil 6n klem uygulamasi sonrasinda fermantasyon suresimgcgedl
CH, konsantrasyonlari.
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Sekil 4.30. c) Sterilizasyon, dondurma-¢cézme ve ChiGlavesi ile 6n glem
uygulamasi sonrasinda fermantasyon suresince dlgci(eH,
konsantrasyonlari

Sekil 4.30'daki zamana kgirmetan grafikleri, 6nsiemin etkisini acikca ortaya
koymustur. ilk grafikte Sekil 4.30a), asit ve alkali 68lemin metan Uretimine etkisi

gorulmektedir. Goruldgl gibi atik camura 6nslem uygulamasi, CiHgazi c¢ikgini
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oldukca azaltngi ve digurmistur. Genel olarak 4-6 gunluk fermantasyondan sonra,
reaktordeki CH artmaya bglamistir. On klem uygulanmayan reaktorde ise,
fermantasyon bdangicindan itibaren CH artmaya bglamis ve fermantasyon
suresince de bu agtdevam etngitir. ~51 saat fermantasyondan sonra, reaktordeki
CH, konsantrasyonu ~70000 mL7hir. Oysaki alkali 6n slem uygulamasinda,
7. giinde reaktérdeki CGH27694 mL/m, asit slem uygulamasinda ise, 6. giinde
47704 mL/nidur. Uzun sureli fermantasyon surelerinde bile tkohreaktoriinde
okunan metan derlerine ulaillamamstir.

ikinci grafige gectgimizde Qekil 4.30b), her iki reaktérde de ilk saatlerden
baslayarak reaktordeki CH konsantrasyonunun paralel bigekilde arttgini
gormekteyiz. Ancak fermantasyonun ilerleyen zanramia 6n §lem uygulanmayan
reaktérde, Chl daha hizli birsekilde artmgtir. Artisin ardindan bir sire, reaktorde
okunan CH konsantrasyonu azalgtr. Fakat fermantasyonun sonunda, tekrar artip
7. gunde reakoérdeki CHkonsantrasyonu 5830 mL7molmustur. Isil islem
uygulanmg reaktdrde ise, CiHkonsantrasyonu zamanla dizgtinsekilde artmgtir.

Sekil 4.30c ise, dondurma-¢cb6zme, sterilizasyon veCGHilavesi ile 6n
islemden gegcirilen atik aktif camurlarin fermantasyatiresince reakttrlerde g¢&n
CH, konsantrasyonlarini vermektedir. Sterilizasygemi ve metanojenik inhibitor
ilavesi, CH, konsantrasyonunu oldukca azaktm Her iki reaktdrde de, 7-14 gunlik
fermantasyon sirecinde GKHonsantrasyonunda énemli bir agorilmemgtir. 3 ve
4 numaral reaktordeki GHkonsantrasyonu, fermantasyon siresince stabilikafm
2 nolu reaktorde ise, ikinci ginden sonra reaktkirdeH, kontrol reaktorine (1)
kiyasla daha hizli bir agtisergilemgtir. Sonucta daha 6nceki gahalardan elde
edilen sonuclardan da beklengditzere 1sil glem, sterilizasyon ve metanojenik
inhibitor ilavesinin CH Uretimini baskilady gortlmistir. Ancak reaktordeki CH
bakterilerinin azalmasi, Huretimini artirmak icin yeterli olmarmgtir. Clinki en
yiksek H konsantrasyonu, asit ve alkali 6slem uygulamasindan sonra elde

edilmis, diger 6n slemler yetersiz kalngtir.

4.3.2 Camurun ¢ozunebilirliligi Gzerine uygulanan 6n glemlerin etkisi

Bu boliumde atik camura uygulanan farkli gtemlerin, atik ¢camurun yapisinda
bulunan maddelerin ¢6zunebilirfiii Gzerine etkisi ardiriimistir. Bilindigi Gzere atik

camura uygulanan olémler, flok yapinin bir bélimini ve ¢amurun mikiye
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hicresini dgitir. Sonucgta bazi mikrobiyal maddeler suya sdtenr ¢cbziinemeyen
formdan c¢oOzunebilir forma gegiolur. Biyohidrojen Uretimi icin bu c¢dztnebilir
formdaki organikler, cok 6nemlidir. Hidrojen Uretenikroorganizmalar, hidrojen
uretmek ve gegjmek icin bu ¢oztnebilir formdaki organikleri kullaiar (BenYi ve
JunXin, 2009).

Yukaridaki acgiklamadan da beklengditizere uygulanan tim Orglemler
(asidifikasyon, bazifikasyon, sterilizasyon, i1silem, dondurma-¢ézme ve CHCI
ilavesi), Cizelge 4.20’de goruld@l gibi atik camur yapisinda bulunan organik
maddenin ¢Ozunebilir hale gelmesinde etkili offon Yapilan 6n glemler
sonrasinda, ¢Ozunmidurumdaki protein, karbonhidrat ve KGkonsantrasyonu
onemli oranda artngtir. Toplam protein, karbonhidrat ve K®&onsantrasyonu ise,
artms ya da dnemli bir dgsim gostermensir.

Toplanan 6rnek, heterojen yapida @ducin atik camur testlerinde elde edilen
blyuk veri dalgalanmalari literatlr gahalarinda sik¢a rastlanan ve rapor edilen bir
durumdur. Benzer bir durum bizim sonuclarimizdgdalemlenmektedir.

Fermantasyondan dnce atik camurun sivi safhastmmqmig haldeki protein
ve karbonhidrat konsantrasyonu, Cizelge 4.20'dellgagu sekilde deisiklik
gostermgtir. Daha dnceden de belirtilglilizere farkli zamanlarda tesisten alinan atik
aktif camurun kalitesi degsiklik gosterdgi icin, calsmalarda kullanilanslenmems
atik aktif camurun bdangictaki cozinmiimadde konsantrasyonlari farklidir. Ancak
asidifikasyon, bazifikasyon, isilslem, dondurma-¢c6zme, CHLClilavesi ve
sterilizasyon 6nsleminden sonra protein konsantrasyonu sirasiyl® 12660, 1925,
480, 393, 2020 mg/L; karbonhidrat konsantrasyoeihex bir 6nglem icin sirasiyla
179, 588, 200, 37, 55 ve 223 mg/L seviyesine yiikisél.

Protein ve karbonhidrat, hidrojen dretimi icin larilan biyokatidan aga
camura uygulanan Oonglem, sivi safha icerisine protein ve karbonhidratla
salinimini artirmaktadiSekil 4.31 ve 4.32 incelenginde fermantasyon siresince de
¢6zUnUr durumdaki protein ve karbonhidrat salinimialkali slem uygulanan atik

camur dginda devam el gortlmektedir.
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Cizelge 4.20Caligmalarda kullanilan ham (herhangi bir gleme maruz kalmayan)

ve 0n glemden ge¢mgiatik aktif camurun ozellikleri.

Parametre Ham atik aktif Asit 6n islem Bazik on islem
(mg/L) camur (1) (Asidifikasyon) (Bazifikasyon)
TKO1 21077 21384,5 16448,5
CKO1 1415 2154 4785

Tprotein 17700 14250 15000
Cprotein 260 1260 5160
Tkarbonhidrat 2330,33 2300 2429
Ckarbonhidrat 47 178,5 588
TKM 22825+125 20526,67+219 21620+339
TUKM 15345+193 14373,33+481 11940+424
TUYA 984 1216 1170
pH 6,79 3,66 11,62
Parametre Ham atik aktif camur Isil islem
(mg/L) (In ’
TKO1 18823,5 15551,5
CKOI 295 4905
Tprotein 17200 10650
Cprotein 171 1925
Tkarbonhidrat 1946 1571
Ckarbonhidrat 23 200
TKM 15743,331614 15940+312
TUKM 10863,33+421 11360197
TUYA 1072 1685
pH 6,59 6,27
Parametre H".’Im atik Dondurma- M_eta_nc_)jgnik -
(mg/L) aktif camur cozme |n.h|b|to.r Sterilizasyon
(1) ilavesi
TKOT 14815 29630 16667 13494
CKOI 296 2370 788 3984
Tprotein 15750 17200 15850 18600
Cprotein 280 480 393 2020
Tkarbonhidrat 1347,33 3683 1500 1745,5
Ckarbonhidrat 31 37 55 223
TKM 14786,67+95 233601162 16040+223 15800+271
TUKM 10760+122  16820+113 11506,67+293 11373,33+266
TUYA 1376 2496 8264 5088
pH 6,4 6,17 6,64 5,96

Ancak alkali slemden gecen atik camurun fermantasyonu ile birlik¢ga

ctkan karbonhidrat, H Uretimi icin kullanilmg ve karbonhidrat konsantrasyonu

azalmaya bgamigstir. Alkali islem uygulanan atik camurun fermantasyonu suresince
protein de, karbonhidrata benzer biggan gostermgtir (Sekil 4.31 ve 4.32). BFer

yontemlerde karbonhidrat konsantrasyonundagistta surekli bir arty gosterirken,
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protein miktari hidrojen Uretim fermantasyonunua aamalarinda tekrar artgtir.
Ancak fermantasyon prosesi ile birlikte protein, ttetimi icin kullanildgindan bir
sure sonra konsantrasyon azalmayaldoastir. Bu da gdsteriyor ki atik camur
icindeki protein, mikroorganizmalarin besin ihtiyagin karbonhidrata kiyasla daha

cok tercih edilmektedir.
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Sekil 4.31. Atk camura uygulanan onslemler sonrasinda zamanla ¢6zugmu
karbonhidrat konsantrasyonundakggan.
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Sekil 4.32.Atik gamura uygulanan dglemler sonrasinda zamanla ¢ozugrpibtein
konsantrasyonundaki gigim.
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4.3.2.1C0Ozunurluk oranlari

On islem gormem; ve 6n islemden gecmy atik camurlarin bgangic CKd deserleri

artan bir dgisim géstermgtir (Cizelge 4.20). Uygulanain islemin KOI ¢ozunurliuk
verimleri, 1sil islem>sterilizasyon>alkalislem>dondurm-¢c6zme>asitslem>CHC3

ilavesi seklinde siralanmgtir. On slem metotlarinin KQ ¢ozinarluk verimlilikler,

camura uygulanaron iglemlerin hicre duvarini tahrip ttegini ve ¢6zunebilir
maddenin daha verimliir sekilde salindiini goéstermgtir. Maksimum balangic
CKOI degeri, 1sil islem uygulanan atik camurda gorulgtiir. Kontrol reaktorind
baslangic CKOI/TKOI orani %1,6 ikenjsil islem uygulamasindan sonra %31,
yukselmitir. Diger uygulamalardan sra ebe edilen oranlar isgi sekildedir:

Islem gormemi atik camurun CKO@TKOI orani %67 iken; asidikasyon
isleminden sonra oran 10,07 bazifikasyon gleminden sonra is%29,1 olmuytur.
Dondurma-¢c6zmeCHCI; ilavesi ve sterilizasyon oileminden 6nce ore %2 iken,
on islem uygulamasindan sonsirasiyla %8, %4,7 ve %Zplmutur. On klemden
gecmi tim atik camurlarc, CKOI degerleri orjinal camura kiyasla daha yiikse
(Sekil 4.33).

Atik camurun CKQ deseri, fermantasyon siiresince degmaya devam efistir
(Cizelge 4.21-4.26)Elde edilen sonuglara gore sadece gem degil, ayni zamada

fermantasyomla atik camurdan organik maddelerin ¢oztinmesirdigkoh etkilidir

s Protein = Karbonhidrat = KOI
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Sekil 4.33.Camur ¢cozinebilirlilgi Gzerine farkhonislemlerin etkisi.
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Sekil 4.33'de verilen sonucglardan da gorigdigibi, 1sil slem, bazik glem ve
sterilizasyon uygulamalarindan sonra K@n c¢ozinirligl diger on klemlere
kiyasla 6nemli oranda artgtr. Son zamanlarda rapor edilen ve ¢camura termal 6
islem uygulamasinin etkisinin ataildigl calsmalarda da benzer bulgular elde
edilmistir (Bougrier ve dg., 2008).

Cai ve dg. (2004) yapny olduklari calgma sonucunda, alkali 6lemden
gecen atik camur icin langic CKA konsantrasyonu ve fangic CKA/TKOI
oraninin, ham ¢camurunkine kiyasla ¢ok daha yuks$skganu rapor etnstir. Alkali
on islem uygulamasindan sonra CKDKOI orani, %1,38'den %22,8’e yiiksektir.
Guo ve dg. (2008), yaptiklari cajmaya gore ise ham camurun slaagic
CKOI/TKOI orani 0,01 iken, sterilizasyogléeminden sonra oran 0,18’e yiikseitiri
Fermantasyon siresince ise CIKKIXOI orani daha da artgir. Wang ve di.
(2003a), atiksu ¢camurundan hidrojen Uretimine yapfarkli 6n glemlerin etkisini
aragstirmistir. Onlarin raporuna gére ham camurusldnagic CKA/TKOI orani %1,5
iken, uygulanan farkli 6nsllemler sonrasinda oran belirgin bjekilde %4-5’e
yukselmitir. Bu sonuclar, Lee ve Mueller (2001) yaptiklgalismadaki bulgular ile
uyumludur. Literattrden elde edilen sonuglar dainbibulmu oldusumuz sonuglari
destekler niteliktedir.

Yine Sekil 4.33'den isil ve bazik 6érglem sonrasinda, karbonhidrat ve protein
¢c6zunarliginun dger 6n slemlere kiyasla daha cok agitida gortlmektedir. BenYi
ve JunXin (2009) yapmiolduklan calgmada, atiksu ¢camurundan biyohidrojen
dretimi Uzerine cgtli 6n islemlerin etkisini argtirmiglardir. Diger 6n glemlere
kiyasla, sterilizasyon ve bazifikasyon uygulamaamdonra ¢ozinebilir protein ve
karbonhidrat seviyesinin maksimuma gtigini rapor etmglerdir. Bu calsmanin
sonugclarl, bizim yapngi oldugumuz calimada elde edilen bulgularla paralellik
gOstermektedir.

Yapilan tum onglemlerin ardindan atik aktif gamurun ¢ozinebilkli(%)’si
artis gostermekle birlikte, ¢cozinmimadde konsantrasyonlari en cok islem,
sterilizasyon ve bazikslem uygulamasindan sonra argtm Cozinarlultkteki bu
artigtan o6ttrd, hemen hemen tum Oglemlerin ardindan slem gérmemy ham
camura kiyasla daha fazlg idikisi olmasi beklenmektedir. Ancak hidrojen Uretim
grafiklerinden de §ekil 4.29) goruldgu Uzere, hidrojen gazi ¢cgkitim calsmalarda
yuksek dgildir. Yani atik camurun yapisindan serbest biakiltim organik

maddeler, anaerobik olarak kolaylikla biyohidrojeeemante olamamstir. Sadece
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asit ve baz onslem uygulamasindan sonra,; Meriminde glem gérmemy ham
camura kiyasla astiolmustur. Bu aslinda bizim beklegimiz bir sonug dgildir.
Sonuclar bélum 4.3.1'deki Huretim grafikleri ile birlikte dgerlendirdgimizde,
beklenenin aksine camurdan salinan organik madddmpsinin anaerobik
fermantasyonla hidrojene kolaylikla dgeinedgi anlagiimaktadir.

Jones ve Woods (1986) stispansiyon icindeagtlerinin birikiminden dolayi,
fermantasyon suresince pH'daki séilin  biyokitleden hidrojen  Gretimini
engelledgini bildirmistir. Ancak bu sonug, bizim yapmoldugumuz calgma icin
uygun dgildir. Clunkd camur kuvvetli bir tamponlama kapasite sahiptir ve
calisma suresince pH'da keskin bir @ig goralmemgtir (Cizelge 4.21-4.26).
Anlagilan o ki, tiketilen hidrojenin bir kismi metanandgttrialmistir. Fakat olgan
hidrojenin tuketimi ve metanin Uretimi birbiriyleamlel dgildir. Ornesin alkali 6n
islem sonucunda pik hidrojen dretimi ilk 29 saatteydana gelmitir. Ancak olgan
bu hidrojen ~76 saatte oldukga azalmni Bu sure icinde aga ¢ikan metan herhangi
bir arts gostermemi hemen hemen sabit kaktr. Bu nedenle metan dretim yol izi,
hidrojen tiiketim safhasindan kismen sorumlu olabili

Ting ve Lee (2007), herhangi birsimma klemi yapmadan anaerobik
fermantasyonla atiksu ¢camurundan hidrojen Uretioniusunda caimis ve olyan
hidrojen icerginin zamanla monoton olarak azalarak 72 saat icitel@amen
tukendgini rapor etmgtir. Metan ise, 140 saat sonra ortaya ckwe 480 saatte
maksimum dgere ulamistir. Dolayisiyla Ting ve Lee tarafindan yuriutilen b
calismada da, metan dretim yol izi hidrojen tuketimindenumlu dgildir.

Cssitli 6n islem uygulamalarini takiben hidrojen verimlerindeigén farklihk
(Sekil 4.29), serbest kalan tim K@in hidrojen olgumu icin kullanima hazir
olmadgini gostermektedir. BUtin cevresel faktorlerdekigisien minimuma
indirildigi icin atik gamurdan serbest birakilan canl tirl@yohidrojen veriminde
gozlemlenen farkliliklardan sorumludur (Wang vg.02003a).
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Cizelge 4.21 Atik camura asit 6rsiem uygulamasindan sonra fermantasyon sirasindaediten ham veriler.

Ornekleme Vi \ H Tpro. Cpro.  Tkar. Ckar. TKOI  CKOI TUYA
suresi (dk)  (mL) (mL) P mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0 850 0 50 14250 1260 2300 178,5 21384,5 2154 1216
125 80
302 110
428 120
1467 820 270 5,33 14950 1860 2054 268 20461,5 41232544
1649 290
1769
1908
3145 790 410 5,45 13950 1800  1930,33  287,5 20461,%169 8704
3279 410
4317 760 410 5,47 13900 1940  1902,67  375,5 19692 3855 -
4527 410
4720 410
8707 410
8879 410 5,6 12150 2610 870,5 430,5 16296,5 8889 4329
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Cizelge 4.22 Atilk camura alkali 6nsiem uygulamasindan sonra fermantasyon sirasingaediten ham veriler.

Ornekleme
suresi (dk)

Vi
(mL)

Vg
(mL)

pH

Tpro.
mg/L

Cpro.
mg/L

Tkar.
mg/L

Ckar.
mg/L

TKO1
mg/L

CKOI1i
mg/L mg/L

TUYA

0
120
200
335
1722
1758
1836
2801
2941
3132
4221
4517
4553
5745
5925
10046
10155
10395

850

820
790

760

0
180

680
1390

2140

2640

5,0

6,05
6,00

6,12

6,06

15000

10550
9900

8850

10550

5160

3540
3260

2020

3480

2429

1683,5

1600

1796

1650

588

378
411

300

535,5

16448,5

13458
14953,5

14953

14384,5

4785 1170

5383 -
5383 2150

5785 7231

8185 5404
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Cizelge 4.23Atik camura i1silglem uygulamasindan sonra fermantasyon sirasindaeéiten ham veriler.

Ornekleme Vi

suresi (dk)

(mL)

Vg

mp  PH

Tpro.
mg/L

Cpro.
mg/L

Tkar.
mg/L

Ckar.
mg/L

TKO1
mg/L

CKOI
mg/L

TUYA
mg/L

0
120
225
401
520
1427
1516
1670
1750
1881
2826
3041
3170
3320
4260
4410
4740

850

820

790

760

0 5,0

290
540

610 5,72

1140 6,4

1140 6,4

6,22

10650

9125

8850

8550

8400

1925

2285

1850

1650

1610

1571 200

1548 199

1429 245

1652 274

1652 316

15551,5

15775,5

14878,5

14878,5

14878,5

4905 1685

5024 -

5084 -

5264 352 3

5482 3875
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Cizelge 4.24 Atik camura dondurma-¢6zmgemi uygulamasindan sonra fermantasyon sirasintaeglilen ham veriler.

Arnekleme Vi Vg y Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOI TUYA
suresi (dk) (mL) (mL) P mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
0 850 0 5,0 17200 480 3683 37 29630 2370 2496
218 310
327 330
375 330
543 400
1389 820 500 6,0 15250 580 3458 43 27556 2963 -
1603 530
1780 530
1946 790 540 6,0 14900 2140 2800 73 26518,5 4741 64 30
2895 540
3093 540
3360 760 600 5,90 13950 1400 2449,67 95 26370 4748440
4575 610
4785
5865 730 610 5,97 15600 1320 1391,5 77 26418,5 5333 -
7253
7635
8945 1050 6,14 12450 1240 1291,5 108 23704 4741 80 50
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Cizelge 4.25Atik camura metanojenik inhibitor ilavesinden sofsnanantasyon sirasinda elde edilen ham veriler.

Ornekleme
suresi (dk)

Vi
(mL)

pH

Tpro.
mg/L

Cpro.
mg/L

Tkar.
mg/L

Ckar.
mg/L

TKO1
mg/L

CKOI
mg/L

TUYA
mg/L

0
72
266
290
312
427
524
1380
1716
1878
2891
3064
3306
4323
4572
4736
5780
6080
8638
8957
9090
10045
10220
10545

850

820

790

760

5,00

6,11

6,21

6,18

5,98

15850

11700

393

2167

3584

4278

6440

1500

458

570,5

1165,5

1579,5

55

148

155

187

212

16667

7068

8996

12326,2

15421,5

788

2313

2185

2886

3984

8264

11640

10408

452
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Cizelge 4.26 Atik camura sterilizasyolemi uygulandiktan sonra fermantasyon sirasinda ettilen ham veriler.

Ormekleme  V; Tpro. Cpro. Tkar. Ckar. TKOI CKOI TUYA

suresi (dk) (mL) PH mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

0 850 5 18600 2020 1745,5 223 13494 3984 5088
182
310
438
550
1353 820 5,75 2172 1087,5 282 13494 3984 14752
1538
1730
1910
2826 790 5,90 2284 700 203 10281,5 4048 -
2879
3080
3178
3273
4236
4314
4563
4753 760 5,80 2648 991,5 237 11793 3633 15104
5770
8920 730 5,80 2973 1014 285 12326 3967 -
12976
13276
14433
14617 700 5,80 3140 1041,5 262 12748,5 4016 -
18927 5,67 20900 3440 1070,5 466 11716,5 4780,5 22416
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4.3.2.2 Ugucu yg asidi Uretimleri

Atik camur yapisinda bulunan karbonhidrat, protanlipitler, fermantetif bakteri
tarafindan ucucu yaasitlerine hidrolize ve fermante edilmektedir. &mnda ise
asetojenik bakteri tarafindan, asetat ve (EQye donistirilmektedir. Asetojenez
drtnleri (asetat ve CfH,), son olarak metanojenik bakteri tarafindan metana
donistaraltr. Ugucu yg asitlerinin inhibisyonu zayiflatilabilirse hidrajetretimi
blylk oranda artacaktir (Guo vezi2008).

Bilindigi gibi sterilizasyon glemi, butiin mikroorganizmalari ve ayni zamanda
batin patojenleri 6ldirmektedir. Sterilizasyon, ¢aom mikrobiyal hiicre yapisini ve
jel yapisini kismen kirar ve camurun karaktetistn desismesine sebep olur (Xiao
ve Liu, 2009). Sterilizasyondan sonra camur yapesirbulunan protein ve
karbonhidrat gibi nutrientler serbest hale gecekOC deseri artar (Guo ve di,
2008).

Atik camura uygulanan sterilizasyasleimi sirasinda hicre duvarinda meydana
gelen bozulma, organik maddenin daha kolay hideol@tmasini sgayip ham
camura kiyasla TUYA konsantrasyonunun daha fazi@asina yol acngtir. islem
gormems ham camurun TUYA konsantrasyonu 1376 mg/L ikeerilstasyondan
sonra bu dger 5088 mg/L olmgtur. Ayni sonuglar, uygulanan gr 6n glemler
sonrasinda da gorulngiir (Cizelge 4.20). Onsliem sonrasinda atik camurun
yapisinda bulunan c¢ozinmibrganik madde miktarindaki atan dolayi, tim
calsmalarda fermantasyon O©ncesi ve fermantasyon sd@asinTUYA
konsantrasyonunda arti gorilmigtr. Cizelge 4.21-4.26 veSekil 4.34'de,
fermantasyon suresince farkli zamanlarda alinan ekiere ait TUYA
konsantrasyonlari verilgtir. Yaptigimiz calgmada elde edilen sonuclardan
anlgildigl tzere TUYA'nin sinirlayici etkisi ve konsantraggaki arts, zamanla

olusan hidrojenin azalmasina neden oftow.
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Sekil 4.34.Rektorde a@a cikan TUYA konsantrasyonunun zamana goggsaei

Serbest birakilan organikler, dik molekiler girhiklh organiklere (UYA gibi)
donigurler. Bu bozulma ve UYA miktarindaki agtiuzun sidren fermantasyon
surelerinde pH'nin da ginesine sebep olur (Xiao ve Liu, 2009). Ancak yaptiz
calismalarda, hidrojenin kisa sirede tikenmeygddmaasindan dolayl fermantasyon
suresi kisa tutulmgiur. Kisa fermantasyon sirelerinde ise pH’da heghbir disUs
g6zlenmemgtir. Fermantasyon suresince, pH seviyesi geneldé &rasinda

degismistir.
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5. SONUCLAR VE DEGERLENDiRME

Bu calsmanin ana hedefi atiksu aritma tesislerinden dokaatik turl olan atik aktif
camurdan, karanlik fermantasyonla biyohidrojenifirgtotansiyelini argtlirmaktir.
Bu atik tipinden biyohidrojen Uretim potansiyeligiiime pH, sicaklk, kultdr tipinin
etkisi ve atik camura uygulanan @gfem metotlarinin etkisi agariimistir. Deneyler
neticesinde g@gidaki sonuclara ukamistir:

- Yapilan pH ve sicaklik c¢amalari sonucunda, literatirde verilen bilgilere
paralel olarak en iyi hidrojen tretimi 45°C’de pHi® elde edilmytir.

- Atik aktif camurdan biyohidrojen Uretimi herhangpi &1 ilavesi gerektirmez.
Cunku atik camur, biyohidrojen dretimi icin gereld§i mikroorganizmalari ve
besinleri sunar. Ayrica anaerobiksiailavesi neticesinde, reaktordeki ¢H
konsantrasyonu cok fazla agiticin (Set 1'de 1830. dakikada 154648 mE/@H,
olusmustur) hidrojen tretimi inhibe olmaktadir.

- Metanojenik aktiviteyi inhibe etmek i¢in uygulan@m islem metotlarinin
hepsi baarili olamamgtir. Sadece islilsiem, sterilizasyon ve metanojenik inhibitor
ilavesi sonucunda karili sonuclar elde edilrtir.

- Alkali (25,91 mLH/gTKOI) ve asit 6n glem (70,21 mLH/gTKOI)
uygulamasi sonrasinda, kontrol reaktériine (10,9 sidFKOI) kiyasla daha yiiksek
hidrojen konsantrasyonuna gilanistir.

- Atik camura uygulanan o6rslemler sonrasinda, 6rsléemden gecen tim
reaktorlerde  kontrol reaktbrine kiyasla c¢ozigmimadde ve TUYA
konsantrasyonlarinin agtigéralmisttr. Diger 6n glemler ile kasilastirildiginda 1sil
islem, sterilizasyon ve alkali 6rglem uygulamasi ardindan, ¢6zinir madde ve
TUYA konsantrasyonunda daha buyuk birsaoimustur.

- Elde edilen sonuclardan sadece glam uygulamasinin @d, ayni zamanda
fermantasyon surecinin de organik maddelerin ¢oasnmicin etkili oldgu
anlgiimaktadir.

Tam calsma siresince elde edilen sonucglara dayangwasonuca varilabilir:
Atik aktif camur, biyohidrojen Uretim potansiyelirsahiptir. Bu yluzden karanhk

fermantasyonla atik aktif camurdan biyohidrojentitmesadece atik minimizasyonu
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ve atik yonetimi icin dgl, ayni zamanda atiktan enerji Uretimi i¢cin de daly
olacaktir.

Sonu¢ olarak aritimi ve bertarafi blylk bir sordanoaritma camurlari
biyohidrojen Uretimi icin kullanildgnda hem atik camurun aritimi ve bertarafi icin
gerekli camur hacmi azalacak hem de fermantasynancsoagta cikan H ve CH,
enerji Uretimi igin kullanilabilecektir.

Gelecek calgmalar icin fikir ve 6neriler
Bircok argtirmaci, glikoz, sukroz ve hattasasta ve selliloz gibi polisakkaritleri
substrat olarak kullanip hidrojen uretimindgdraya ulamistir. Fakat atiksu camuru
gibi gercek atiklarin fermantasyonuna, bu turddrssatlarla yapilan ¢ginalardan
elde edilen bulgular uyarlamak bazi zorluklari dberinde getirmektedir. Clnku
substratin kendisi, kimyasal olarak ve yapisalalataha kompleks ve heterojendir.
Bu nedenle basit substratlara kiyasla daha inaceor bir yapisi vardir. Atiksu
camuru, kendi yapisinda mevcut olan mikrobiyalegirtle icerir. Bu turler, hidrojen
dretimini engelleyecekleri gibi reaktérde gdun hidrojeni de direk olarak tuketirler.
Uygulama acisindan @gerlendirildiginde atiksu camurunun fiziksel karakteristikleri
gosteriyor ki, laboratuvar 6lgekte atiksu camueugllsmak zordur ve zaman ister.
Atiksu ¢amurundan fermantetif ;Huretimi Uzerine yapilan laboratuvar olcekli
calismalarin c¢c@u, mililitre 6lcekte yapilmgtir (Nicolau ve dg., 2008). Atiksu
camurundan, daha verimli bjekilde hidrojen Uretilmek isteniyorsa bu konudaahal
cok fazla cakma yapilmasi gerelgi yayinlanan makalelerden agilaktadir.

Yukaridaki bilgiye ek olarak bu konuda daha sormpikacak cagmalar icin
bazi tavsiyeler @gida siralanngtir:

- Fermantasyonda biyohidrojen Udretimi Uzerine siycia etki yapan
UYA'lerinin etkisini ortadan kaldirmak icin, UYA velusan H eszamanl olarak
ortamdan uzakkuriimall ve kontrolt sglanmalidir.

- Iki asamali ve surekli sistemler kullanilarak ucucu asitl ve metanin
H.'ye donumi sglanmalidir.

- pH, sicaklik gibi parametrelerin otomatik kontralilebildigi, reaktérdeki
gazi direk olarak dedektore ileterek anlik sonugrahsini sglayan bilgisayarli yeni
teknolojiler kullanilarak strekli bir gaz dlgumugsanabilir.

- Anaerobik camurdan hidrojen tiiketen homoasetojegldermek icin daha

etkili metotlar gelstiriimelidir. Cunkl dgal atik camur icindeki mikroorganizmalar
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arasindaki @r rekabet, gercek atik akimlarindan hidrojen ilinetsindeki temel
engeldir.

- Atik camur yapisinda bulunmayan farkli mikroorgamstar ile ailama
sonucunda, hidrojen Uretim kapasitesindekjigm aratirilabilir.

- Deneylerde kullanilan atiksu ¢amurunun igeribaslangic pH’i, reaktor
tasarimi ve dier isletme kagullari gibi deneysel kaillardaki farklliklar elde edilen
hidrojen verimini dgrudan etkilemektedir. Bu nedenle bundan sonra gegkl olan

calismalarda bu parametrelere 6zellikle dikkat edilmielid
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EK A Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (KO1) Tayini Prosedurii

Kimyasal oksijen ihtiyaci (K@, organik maddelerin redoks reaksiyonlariyla
oksitlenmesi esasina dayanir. Kimyasal oksijenydlati atik sularin bunyesindeki
organik maddelerin, kimyasal oksidasyonu icin gkreksijen miktari cinsinden
belirlenir. Oksidasyon ortaminda karbonlu organikdaeler CQ ve HO; azotlu
organik maddeler ise NHhaline dongirler. KOl tayini standart metot (Kapali
Reflaks titrimetrik) yontemi ile gercelgd@rilmistir (APHA, AWWA, WEF; 2001-
5520C). Bu metodun 6lgiim aald0-400 mg/L K'dir.

Ek A.1 Cozeltiler

Standart potasyum dikromat c¢ozeltisi, 0,01667 M50 °C'de 2 saat sureyle
kurutulup nemi giderilmi potasyum dikromattan @€r,0O7) 4,903 g alinip Gzerine
500 mL distile su, 167 mL renksiz konsantrgSE, ve 33,3 g HgS® eklenir.

Eklenen kimyasallar manyetik kgiirici yardimi ile kagtirilarak ¢ézinmeleri
saglanir. Oda sicakgina kadar sgutulduktan sonra hacim 1000 mL’ye tamamlanir.

Sulfurik asit ¢ozeltisi: 5,5 g AgSQ / 1 kg HSO, eklenip, 1-2 gin AgS£Xin
¢cbzinmesi beklentir.

Ferroin indikatér cozeltisi: 1,485 g 1,10-fenantrolin monohidrat ve 0,695 g
FeSQ.7H,O bir miktar saf suda ¢ozulerek 100 mL'ye tamamlaHkiazirlanan bu
cOzeltiden 5 kat seyreltilir. Bu ¢ozelti sadece DAStandardizasyonunda kullanilir.

Standart demir amonyum sulfat titrantt (DAS), yaldk 0,1 M: 39,2 ¢
Fe(NHy)2(S0y)2.6H,0 bir miktar saf suda ¢ozulir. Uzerine 20 mL gikriH,SOy
eklenir. Oda sicakiina sgutulduktan sonra saf su ile 1 L'ye tamamlanir. iHanan
DAS cozeltisi Standart ¥Cr,O; c¢ozeltisi ile aagida anlatilansekilde standardize
edilir:

100 mL'lik bir behere 5 mL Standart,&r,O; parcalama c¢ozeltisi konur.
Uzerine 10 mL saf su eklenir ve oda sicakia sgutulur. igerisine 1-2 damla
seyreltilmg ferroin indikatoru eklenir ve DAS ile titre edilir

DAS’ laritesi Titre edilen 0,01667 M K,Cr,0, hacmi, mL % 0.100
| = )
f motartest Titrasyonda kullanilan DAS hacmi, mL

Sulfamik asit: Nitritin girisim yapmasini engellemek i¢in kullanilir. Her 1 m@N-
N icin 10 mg stlfamik asit eklenir.

Potasyum hidrojen fitalat standardi (KHP), HOOGHE,COOK, 500 mg K@L:
110 °C’de kurutulan ve desikatordezgstulan KHP’den 0,425 g tartilir ve saf su ile 1
L'ye tamamlanir. Haftalik hazirlanmasi 6nerilmelted

Ek A.2 Reaksiyon Tuplerinin Hazirlanmasi

Kontaminasyonu Onlemek amaci ile tupler (16x100 nwa)kullanilan tim cam
malzemeler % 20’lik HSOy ¢Ozeltisi ile yikanir. Daha sonra Cizelge A.l'erey0
tupler hazirlanir ve @zlari kapatildiktan sonra vorteks yardimi ile eyikargtirilir.
Ardindan isitma blgunda 148 °C’de 2 saat Isitildiktan sonra oda sipald kadar
sogutulur. KOI tuplerindeki érnekler uygun bir erlene aktarifir2 damla ferroin
indikatori damlatildiktan sonra DAS ile titre edilDonim noktasi ¢ok keskindir.
Renk mavi-ygilimsiden kirmizimsi-kahverengiye dongli anda titrasyon
sonlandinlir. Sarfiyattansagida verilen hesaplama metoduna gorel Ktktari tayin
edilir.
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Cizelge A.1.Reaksiyon tuplerinin hazirlanmasi icin kullanifzacimler

Standart Potasyum Dikromat Cozeltisi Srnek

H.SO, Cozeltisi 0.01667 M KCr,O,
3,5mL 1,5mL 2,5mL
Hesaplama:

=z w>

(A—B)*M=*8000

.mg0,/, _
KO]J, =
/ L mL numune

: Kor icin sarf edilen DAS miktari, mL

: Ornek icin sarf edilen DAS miktari, mL

: DAS’In molaritesi (Standardize edilgrilezer)
: Oksijenin mek gurlig*1000 mL/L
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Ek B Fenol Sulfirik Asit Yontemi ile Toplam Karbonhidrat Tayini Prosediri

Kolorimetrik fenol-sulfurik asit yontemi, gidalarcarisindeki karbonhidratlarin
toplam konsantrasyonunun bulunmasinda yaygin ol&adkanilan bir metottur.
Analizi yapilacak olan numune soliisyonu test tlip&eyerlatirilir. Daha sonra fenol
(%5) ve denrik sulfurik asit eklenir (Cizelge B.1). Fenol verkanhidratlarin birbiri
ile tepkimeye girmesinden dolay! soliisyon sarinmitgkal renge doner. Rengin
koyulugu c¢ozelti icersindeki karbonhidrat miktarinaghdir. Ornek icersindeki
karbonhidrat miktarina orantili olarak, absorbags 420-490 nm yeterlidir. Eklenen
sulfurik asit, ¢ozelti icersinde bulunan bitin ngginmeyensekerlerin indirgen
sekerlere dongmesini sglar. Boylelikle, bir ¢Ozelti icersindeki tum karbloirat
konsantrasyonu Olcilebilir. Bu metot sitokiyometridmadgindan, kalibrasyon
grafigi konsantrasyonu bilinen bir karbonhidratin, farkBeyreltmeleri ile
hazirlanabilir.

5 g fenol, 100 mL distile su igersinde Isitilarakzgnmesi sganir.
Kolorimetrik bir dlciim oldgu icin, denemelerde renksiz ve kaliteli saf suKiasit
(Merck, Co.) kullaniimalidir. Toplargeker analizi yapilacak olan drnekler standart
egrinin hazirlanmasinda kullanilan uygun konsantrasgoalgina gore seyreltilir.
Seyreltme gleminden sonra,sagidaki tabloda verilen hacimlerde, odeney tipine
ornek, fenol c¢ozeltisi ve sulfurik asit eklenir. Hidanan deney tlpleri vorteks
yardimi ile kamtirildiktan sonra 10 dakika oda sicgkhda inkibasyona birakilir.
Sure bitiminde tekrar vorteks ile kstrrilarak 25-30°C’de su banyosunda tiplerin
lyice sggumasi sglanir. Sure bitiminde kore kgir4d90 nm’de spektrofotometre ile
ornekler okutulur. Standargenin olusturulmasindan elde edilen denklemde okunan
absorbans deri yerine koyularak konsantrasyon hesaplanir. d&én esri
konsantrasyona kgrabsorbans grdfi cizilerek hazirlannytir ve Sekil B.1'de 6rnek
standart grafii verilmistir.

Cizelge B.1. Karbonhidrat tayini deney prosedurine gore tespletinin
doldurulmasi

Karbonhidrat tayini kimyasallari Kor Ornek
dH,O (kor icin); Seyreltilmg 6rnek (tayin igin) 1mL 1mL
%5 fenol ¢ozeltisi 1mL 1mL
Derisik H,SO, 5mL 5mL

Standart Egrinin Hazirlanmasi: 0,1 g glikoz tartildiktan sonra 100 mL distile su
icerisinde ¢Ozulur. Boylelikleseker konsantrasyonu 1000 mg/L okgker ¢ozeltisi
elde edilir. Bu ¢ozeltiden 10 mL alinir ve yeni Ibalon jojede distile su ile 100
mL'ye tamamlanarak, % 0,01’lik (100 mg/L) glikoz zgitisi elde edilir ve bu yeni
cOzelti standart kalibrasyongmsinin hazirlanmasi icin kullanilir. Cizelge B.Zd
gosterilen konsantrasyonlarda standartlar hazmdéna absorbans derleri
okunmutur.
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Cizelge B.2.Toplam karbonhidrat tayini i¢cin standagr@in hazirlanmasi

Glikoz konsantrasyonu (mg/L) Absorbans
2 0.035
4 0.082
10 0.163
20 0.290
30 0.367
40 0.547
60 0.732
80 0.981

Hazirlanan standartlar tGizerine deney prosediuriedéen hacimlerde fenol
ve sulfurik asit ¢ozeltisi eklenerek deney prosédiygulanir. Standartlar 490 nm’de
spektrofotometrede okutulduktan sonra, konsantrasykasi absorbans grafi
cizilir. Grafikten elde edilen denklemden, bilinnegycdzeltinin toplam karbonhidrat
konsantrasyonu hesaplanir.

1,2

y =0,011x + 0,034
1 - R2 = 0,995

0,8 A

0,6 A

Absorbans

04 -

0,2 1

0 20 40 60 80 100

Konsantrasyon , mg/L

Sekil B.1. Toplam karbonhidrat kalibrasyon gr@fve denklemi
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EK C Toplam protein tayini (Lowry’s Metot)

Toplam ve ¢oOzunebilir protein miktari standart ¢bizgarak bovine serum albumin
(BSA) kullanilarak ilk gamalarda MERCK 1.10307.0500 test kiti ile (Bioquant
Protein (Biuret Method)) daha sonra Lowry’'s metaalugore tayin edilnstir.
Ornekteki protein konsantrasyonu 0,5-5,0 g/L adsideisiklik gosterdgi icin
Biuret Method ile protein tayininde bu aralik icimerilen yontem kullanilngtir.
Tartrate (Biuret reagent) iceren alkali bakir stifézeltisi icinde proteinler blue-
violet kompleksi olgturur. Cozeltinin absorbansi 546 nm’'de 6lgulir. €in protein
konsantrasyonu protein standart c¢ozeltisi ile kablgonla belirlenebilir. Analizi
yapilacak oOrnek temiz ve berrak olmalidir. Bulampézeltiler filtrelenir ya da
santrifiijlenir. Standart ¢ozeltilerin hazirlanma&rBSA kullanilir. 1g BSA 100 mL
distile su icinde c¢ozulerek 10 g/L’lik stok ¢ozehmzirlanir. Daha sonra bu stok
cozeltiden Cizelge C.1'de gosteriidisekilde standartlar hazirlanar8kekil C.1'deki
kalibrasyon denklemi elde edilgtir.

Cizelge C.1.Protein standartlarinin hazirlanmasi

Standart ¢ozeltiler (g/L) 05 10 20 3.0 40 5.0
Protein stok ¢ozeltisi (mL) 10 g/LBSA 05 1.0 2680 4.0 5.0
Distile su (mL) 95 90 80 70 6.0 5.0

Hazirlanan standart ve orneklere Cizelge C.2'deldigr sekilde biuret
reagent ¢Ozeltisi eklenir. Karm iyice karstirildiktan sonra oda sicaglinda 30 dk
bekletilip 546 nm’'de tek kullanimlik semi micro kéilerde olgan mavi rengin
absorbansi okunur.

Cizelge C.2.Biuret Method’a gore deney tuplerinin hazirlanmasi

Olcum araligl (0,5-5,0 g/L)  Ornek ya da standart (mL) Kor (mL)
Ornek/Standart 1 -
Distile su - 1
Biuret reagent ¢ozelti 2 2
0,6 -
y = 0,105x - 0,013
0.5 1 R2 = 0,994
w 04
C
3
5 0,31
2
< 0.2
0,1 -
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Konsantrasyon (g/L)

Sekil C.1. Biuret Method ile protein kalibrasyon grafi
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Lowry metodu biyolojik drneklerdeki proteinlerin ktarini belirlemek icin
cok yaygin olarak kullanilan bir metotddlk olarak proteinler alkali ¢ozelti icinde
bakir iyonu ile 6n dlemden gegcirilir; ardindan 6rslemden gecen 6rneklerdeki
aromatik amino asitler folin reagent icinde bulunan
phosphomolybdatephosphotungstic asidi indirger.r&ksiyonun son driini mavi
renge sahiptir. Ornekteki proteinlerin miktari $egi standart protein c¢ozeltisinin
(Bovine Serum Albumin-BSA-c¢6zeltisi) standagrisine kasi Folin reaksiyonunun
son urdndndn absorbansini 750 nm’de okuyarakertiendirilebilir. Analizde
kullanilan ¢ozeltilerin hazirlagn asagida verilmitir:

Reagent A:0,1 N NaOH iginde %2’lik N8COs; ¢Ozulerek hazirlanir.

Reagent B:%1’lik sodyum tartarat (Ndartrat.2HO) icinde % 0,5’lik CuS@Q5H,0
cozillerek hazirlanir.

Reagent C: 50 mL Reagent A ve 1 mL Reagent B kianlarak hazirlanir. Bu
karisimin analizden hemen 6nce gunlik olarak hazirlangerekmektedir.

Reagent D:1:1 oraninda seyreltilmiticari olarak satin alinan Folin and Ciocalteu’s
Phenol Reagent kullantlir.

Standart Egrinin Hazirlanmasi: 50 mg bovine serum albumin (Fraction V)
tartildiktan sonra 50 mL distile su icersinde ¢cdziiBoylelikle 1000 mg/L’lik stok
protein c¢ozeltisi elde edilir. Bu c¢tzeltiden 10 malinir ve yeni bir balon jojede
distile su ile 50 mL’'ye tamamlanarak, % 0,02’lik0®mg/L) protein ¢ozeltisi elde
edilir ve bu yeni ctzelti standart kalibrasyogrisinin hazirlanmasi icin kullanilr.
Cizelge C.3'de gosterilen konsantrasyonlarda stdéladahazirlanarak absorbans
degerleri okunmutur.

Analiz icin reaksiyon tuplerine 1 mL o6rnek ve kolamk 1 mL saf su
alinmstir. Ardindan her tipe 5 mL Reagent C eklendiktenra ttipler vorteks ile
lyice karstirithp ¢okmesi icin 10 dk beklengtir. Daha sonra 0,5 mL Reagent D
eklenmi 2-3 sn icinde vorteks ile iyice kanrildiktan sonra 30 dk karanlikta oda
sicaklginda bekletilmgtir. Stre bitiminde olgan mavi rengin absorbansi kore s«ar
750 nm’'de spektrofotometre ile okutulgtur. Konsantrasyon standarigrimin
olusturulmasindan elde edilen denklemde yerine koyllaesaplanmstir. Standart
egri konsantrasyona kgrabsorbans grafi cizilerek hazirlanmtir (Sekil C.2).

Cizelge C.3.Toplam protein tayini icin standargm@nin hazirlanmasi

Protein konsantrasyonu (mg/L) Absorbans

1 0,009

5 0,013
20 0,063
40 0,116
80 0,206
200 0,427
400 0,715
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07 - y= 0,0glx + 0,032 Y
R?=0,988

Absorbans

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Konsantrasyon, mg/L

Sekil C.2. Toplam protein kalibrasyon grgfive denklemi
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EK D Biyogaz iceriginin Gaz Kromatografisi (GC) ile Tayini

Denemelerde Uretilen toplam gaz £®, ve CH;, gazlarinin kagimindan
olusmaktadir. Gaz kagimi icerisindeki H ve CH;/'lGin hacimsel olarak tespiti icin GC
(Shimadzu GC-2010) termal kondiktivite detektoriCD) ve RP-Msieve 5A
(19723) kapiler kolon (30 m x 0.53 mm x 50 um) kallmstir. Gaz 6lcimu igin
kullanilan GC metodunda enjektor, detektér ve kadacekliklarn sirasi ile 200 °C,
200 °C ve 70 °C’dir. Helyum 19,3 mL/dak toplam akilebisi ile taiyici gaz olarak
kullaniimistir. GC’nin gaz kalibrasyonu icin ise yiksek satikidrojen ve metan
(%99,99) kullanilmgtir. Elde edilen kalibrasyon cizelgeleri ve gradiklhidrojen ve
metan icin sirasi ile Cizelge D.1Sekil D.1 ve Cizelge D.2,Sekil D.2'de
verilmektedir.

Cizelge D.1.Hidrojen gazi kalibrasyon tablosu

Konsantrasyon, ppmv Pik altindaki alan, br

0 0
1000 82,9
2000 150,1
3000 227
4000 311,2
5000 328
7500 489
10000 732
20000 1598
30000 2372
40000 3126
50000 4121
75000 6327
100000 7826

9000 -
y =0,081x - 27,716
8000 1 R2 = 0,998

Pik altindaki alan, br2

O T T T T T 1
-1000 20000 40000 60000 80000 100000 120000

H,, ppmv

Sekil D.1. H; kalibrasyon grafii
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Pik altindaki alan, br2

Cizelge D.2.Metan gazi kalibrasyon tablosu

Konsantrasyon, ppmv  Pik altindaki alan, br’

0 0
1000 2509,2
2000 3167,3
3000 7049,9
4000 8434,5
5000 15499,6
7500 21253,3

10000 40899,9
20000 54450,6
30000 114185,9
40000 128811,8
50000 153182
75000 265406,4
100000 343688,3

400000 A
350000 -
300000 -
250000 1
200000 -
150000 1
100000 A

50000 -

y = 3,454x - 2.972,180
R2 = 0,994

0
-50000

T
o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o
o o o o o o o o o o
— N o™ <t Lo (] N~ [ee} (e} a
CH,, ppmv

Sekil D.2. CH, kalibrasyon grafii

166

110000 -



EK E Tezde Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihaz

Markasi

Fotometre
Isitma blgu
Analitik tarti

Tap karstirici
Saf su cihazi
Kal firin
Etlv
Otoklav
Su banyosu
Santrifij cihazi
Calkalayici kabin
pH metre
Gaz kromotografisi

Spectroquant NOVA 60 Merck
Spectroquant TR 620 Merck
Sartorius CP224S
Elektro-mag MIG Vortex Mixer
TKA Made in Germany
Lenton Furnaces

Memmert

Clifton
Universal 320 Hettich Zentrifugen
Edmund Buhler TH 30 ve SM 30
Sartorius PB-20 pH metre
Shimadzu GC-2010
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