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OZET

KARANLIK VE FOTO-FERMANTASYON YONTEMLERI
KULLANILARAK ARDISIK iIMMOBILIZE BIYOREAKTORLERDE
HIiDROJEN URETIMININ INCELENMESI

KESKIN GUNDOGDU, Tugba

Doktora Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Nuri AZBAR
Eyliil 2013, 251 sayfa

Alternatif enerji kaynaklar1 arasinda; biyolojik yollarla hidrojen iiretimi en
ekolojik ve ekonomik alternatiflerdendir. Biyolojik yollarla hidrojen iiretiminde,
tam kapasite hidrojen iiretimi ancak karanlik ve foto-fermantasyon proseslerinin
ardisik kullanimi ile miimkiindiir. Bu c¢alismada karanlik fermantasyon ve foto-
fermantasyon sistemlerinde askida biiyiime sistemlerinin pek ¢ok dezavantajini

elimine edebilecek immobilize biyoreaktorler esas alinmistir.

Caligmanin ilk ana boliimii olan karanlik fermantasyola hidrojen tliretiminde
oncelikle kullanilacak karigik konsorsiyumda hidrojen iireten
mikroorganizmalarin baskin hale gecmesi ic¢in kesikli reaktorlerde, cesitli 6n
islemler (1s1l islem, asitlestirme, baziklestirme, bromoetanosiilfonat (BESA), tri-
kloroasetik asit (TCl) ve kloroform ekleme) uygulanmis ve kullanilacak
konsorsiyum i¢in en uygun oOn islemin 1s1l 6n islem olduguna karar verilmistir.
Ardindan siirekli immobilize reaktorlerde hidrojen iiretim performanslari
incelenmistir. Immobilizasyon materyalleri olarak seramik top, seramik yiiziik ve
pomza tas1 kullanilmistir. HRT 24, 12, 6, 3 ve 1.5 saat kosullarinda immobilize
reaktorler ve bir adet siirekli karistirmali tank reaktor (CSTR) isletilmistir.
Hidrojen iiretim performanslart agisindan hacimce 8 kat kii¢iik olan immobilize
reaktorlerde CSTR reaktor konfigiirasyonuna gore gore 6 kata kadar daha yiiksek

iretimler gézlenmistir.

Calismanin ikinci boliimiinde dort yeni izolatla siirekli foto-fermantatif
hidrojen tiretimi immobilize reaktdrlerde askida sistemlerle karsilastirmali olarak
incelenmistir. Oncelikle kullanilacak organik asitlerin optimizasyonu kesikli
reaktor diizeneklerinde yapilmis, asetat, biitirat, siiksinat ve laktatin izolatlar
tarafindan hidrojen iiretimi i¢in basarili bir sekilde tiiketilebildikleri goriilmiistiir.

Izolatlarin hidrojen iiretme potansiyelleri tutuklama (LentiKat®) ve tutundurma
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(nano gbzenekli manyetik parcaciklar) yontemleri ile hazirlanmis immobilize
reaktOrlerde askida reaktorlerle karsilastirmali olarak incelenmistir. Reaktorlerde
karanlik fermantasyon c¢ikis suyunun ana bilesenleri olan asetat ve biitirattan
hidrojen iiretim performanslar1t HRT 72, 36, 18 ve 9 saat kosullarinda askida
reaktOr ile karsilastirmali olarak incelenmistir. Askida reaktorde HRT 36 saatten
itibaren sistemdeki biyokiitle yikanarak uzaklagsmasina ragmen tutuklama yontemi
kullanilan reaktorlerde hidrojen iiretiminin HRT 9 saat kosulunda dahi devam

ettigi gozlenmistir.

Siikrozun substrat olarak kullanildig1r iki asamali bir hidrojen {iretim
sisteminde her iki asamada literatiirde ilk defa kullanilan immobilizasyon
materyalleri ile, immobilizasyonun, diisiik reaktér hacimlerinde calisilabilmesi,
biyokiitle konsantrasyonunun yiiksek olmasi, diisiik alikonma zamanlarinda
calisabilme, sistem kararliliklarinin ve verimliliklerinin artmasi gibi Onemli

avantajlar sagladigi gosterilmistir.

Anahtar sézciikler: Biyohidrojen, Immobilizasyon, Karanlik

Fermantasyon, Foto--Fermantasyon, Iki Asamali Reaktor Sistemleri.
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ABSTRACT

ASSESMENT OF HYDROGEN PRODUCTION IN SEQUENTIAL
IMMOBILIZED BIOREACTORS BY DARK AND PHOTO-
FERMENTATION

KESKIN GUNDOGDU, Tugba

PhD in Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Nuri AZBAR
September 2013, 251 pages

Among the alternative energy sources, biological hydrogen production is
one of the most ecological and economical alternative. Full capacity hydrogen
production through biological methods is only possible by combined / sequential
use of dark and light dependent fermantation processes. In this study immobilized
reactor systems that can eliminate the disadvantages of the suspended systems

were studied for both dark and photo-fermentation systems.

In the first part of the study different pre-treatment methods (heat, acid,
base, boromoethanosulfonate (BESA), tri-chloroacetic acid (TCI) and chloroform
treatments) were applied to mixed consortium to dominate the hydrogen
producing microorganisms in batch reactors. Heat treatment is decided to be the
best method for the mixed consortium that will be used in this study. The
hydrogen producing performances in continuous immobilized reactors were
examined. Ceramic ball, ceramic ring and pumice stone were used as
immobilizing materials. Three immobilized reactors and one continuous stirred
tank reactor (CSTR) were operated at HRT’s 24, 12, 6, 3 and 1.5 hours. In
comparison to CSTR up to 6 fold better hydrogen productions were observed in 8

times smaller reactors.

In the second part of the study continuous photo-fermentative hydrogen
production was observed by using four newly isolated strains in immobilized and
suspended reactors. First of all in batch reactors the four isolates were observed to
use acetate, butyrate, succinate and lactate succesfully for hydrogen production.

The continuous hydrogen production potentials of the isolates were examined in
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immobilized reactors preapred by entrapment (LentiKat®) and attachment
(nanopored magnetic materials) methods by comparing suspended upflow
reactors. In this reactors the main organic acids of the effluent of a dark
fermentation reactor, acetate and butyrate were used as carbon sources. The
hydrogen production performances were examined at HRTs 72, 36, 18 and 9 h.
The biomass were washed out starting from 36 h HRT but the hydrogen
production were continued even at 9 h HRT at immobilized reactors by entrapped

biomass.

By using sucrose as a carbon source in a two-stage biohydrogen production
system immobilization by novel materials could provide many advantages such
as; lower bioreactor sizes, higher biomass concentrations even at low HRT

conditions, system stability and improvement in system productivities.

Key Words: Biohydrogen, Immobilization, Dark Fermantation, Photo-

Fermantation, Two-Stage Bioreactor Systems
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GIRIS

Son yillarda enerji darbogazindan dolay1 biyoyakitlara olan ilginin énemli
miktarda artmasi nedeniyle biyoyakit iiretimine yonelimde énemli miktarda artig
olmustur. Artan kiiresel 1sinma, petrol rezervlerinin azalmasi ve ¢evre kirliliginin
artmasi ile alternatif enerjilere olan egilim tiim diinyada artmistir. Alternatif enerji
kaynaklar1 arasinda sera etkisinin olmamasi, 122 MJ/kg’lik yiiksek enerji igerigi,
yakit hiicreleri ile elektirige doniistiiriilebilmesi ve yanma {iriiniiniin sadece su
buhar1 olmasi gibi 6nemli avantajlar1 nedeniyle hidrojen, gelecegin enerjisi olarak
goriilmektedir (Chen et al., 2006, Kapdan and Kargi, 2006). Hidrojen kimyasal,
biyolojik ve termokimyasal proseslerle yapisinda hidrojen olan her seyden (su-
dogalgaz-komiir) iiretilebilir. Ancak bu prosesler hidrojen iiretim verimliligi
acisindan verimli prosesler olmalarina ragmen digaridan enerji ihtiyact duymalari,
prosesler sonucunda karbondioksit emisyonlarina katkida bulunmalar1 gibi bazi
dezavantajlarindan dolay1 cok ekolojik goriilmemektedir. Bununla birlikte elde
edilebilir, kolay bulunabilir, organik icerigi yiiksek kaynaklarin biyolojik yollarla
iclerindeki organik ylikiin azaltilmasi1 esnasinda ekonomik bir yan {iriin olarak
hidrojen enerjisi elde edilebilmesi ekolojik bir ¢oziimdiir (Das and Veziroglu,
2001). Hidrojen enerjisinin Onemli bir dezavantaji ise iiretim, depolama ve

kullanimda heniiz yeterli teknolojilerin gelismemis olmasidir.

Biyolojik hidrojen iiretim metotlar1 karanlik ve foto-fermantasyon
yontemleri olarak ikiye ayrilmaktadir. Fermantatif biyohidrojen iiretim prosesi
disiik sicaklik ve atmosfer basinci kosullarinda  ¢aligilabileceginden
termokimyasal ve elektrokimyasal proseslere gore daha avantajlidir. Bunlara ek
olarak karigik konsorsiyumla yapilan caligmalar; kolay ulagilabilmeleri, steril
kosullara ihtiya¢ duymamalar1 ve endiistriyel uygulamalara daha uygun olmalar1

gibi avantajlara sahiptir (Hallenbeck and Benemann, 2002).

Biiytik Olgekli caligmalarda hidrojen iireten bakterilerin baskin oldugu bir
kiiltiir kompozisyonu kullanmak c¢ok onemlidir (Ren et al., 2007). Anaerobik
bakterilerde organik substratlarin 151k kaynagi yoklugunda gergeklesen karanlik
fermantatif hidrojen iiretim prosesi gelecek vaat etmektedir. Bu prosesin ham
organik kaynaklardan olan atiklarin degerlendirilmesini saglamasi gibi c¢evresel
katkilar1 bulunmaktadir. Ancak karigik konsorsiyumda hidrojen iiretiminin baskin
hale gecmesi i¢in 6n isleme tabi tutulmalar1 gerekmektedir. Asidojenik bakteriler
olarak da adlandirilan, hidrojen iireten bakteriler ve metanojenik bakteriler olarak

bilinen hidrojen kullanan bakteriler arasindaki fizyolojik farkliliklar uygulanacak



zenginlestirme prosediiriinde 6nemli anahtarlardir. On islemler hiz sinirlayic
basamak olan hidroliz basamaginin hizlandirilmasimin yani sira metanojenesis
basamaginin baskilanmasi yoluyla hidrojen {iretiminin iyilestirilmesini saglar.
Karisik konsorsiyuma uygulanabilecek cesitli 6n islem yontemleri mevcuttur.
Bunlardan en ¢ok kullanilanlari; 1s1l 6n islem, asit muamelesi, baz muamelesi,
ortama BESA, kloroform ve TCI eklenmesidir.

Karanlik fermantasyon sonucunda iiretilen hidrojen yaninda agiga cikan
organik asitlerin foto-fermentasyon bakterileri tarafindan isiklandirma altinda
tamamen hidrojen ve karbondioksite doniistiiriilebildigi ve foto-fermantasyonun
karanlik fermantasyonun en iyi tamamlayicist oldugu one stiriilmektedir (Tao et
al., 2008). Ekonomik bir foto-fermantatif biyohidrojen iiretimi, 151k enerjisinin
uygun substrat konsantrasyonu ve hiicre biiylimesinde optimum kosullarin
saglanmasiyla gergeklesecektir. Bu proseslerde gilinlimiizde asilmasi gereken en
biiyiik dezavantaj; diisiik enerji verimlerini yenmek i¢in kurulmasi gereken ve

biiyiik alan kaplamas1 gereken reaktorlerdir (Ozgiir et al., 2010).

Giinlimiize dek yapilan ¢ogu biyolojik yollarla hidrojen iiretimi ¢aligmasi
sirekli karistirmalt  tank biyoreaktorlerde askida kiiltiir  sistemleri ile
gerceklestirilmistir. Karbon kaynaklar1 agisindan ise en yiiksek verimler
karbonhidratlarla (glikoz, siikroz, nisasta) ile elde edilmistir (Kapdan and Kargi,
2006). Ancak stirekli karistirmali tank biyoreaktdrlerde biyohidrojen iiretimi
cevresel kosullardan (pH, sicaklik vs) cok fazla etkilenmektedir. Cevresel
kosullara ek olarak yiiksek seyreltme hizlarinda yani diisiik alikonma
zamanlarinda biyokiitlenin biyoreaktorden yikanarak uzaklastirilmas: isletim
kararsizlig1 ve verimsiz hidrojen iiretimine neden olmaktadir. Bu nedenle yiiksek
hidrolik yiiklerde hiicre alikonmasinin artirilmas: ve bu sekilde hidrojen iireten
organizma miktarmin yiiksek tutulmasi kararli ve verimli bir hidrojen iiretim
hizinin elde edilmesinde ¢ok Onemlidir. Bu c¢alismada askida biiyiime
sistemlerinin pek ¢ok dezavantajini elimine edebilecek immobilize biyoreaktorler
esas almmistir. Diisiik alikonma hizlarinda hiicre yikanmasi gdzlenmemesi,
yiiksek hiicre konsantrasyonunun saglanabilmesi, yliksek verimlilikler elde
edilebilmesi ve mikro c¢evresel kosullarin iyilestirilerek yiiksek performans

gozlenmesi gibi avantajlar immobilize sistemleri cazip kilmaktadir.



Literatiirde hiicrelerin immobilizasyon yontemleri konusunda pek ¢ok farkli
teknik ortaya atilmistir ve atilmaya devam etmektedir. Pek ¢ok yontemde enzim
immobilizasyon yontemlerinden esinlenilmistir. Immobilizasyon ydntemleri
hiicrelerin  fizyolojik gereksinimlerine gore degismektedir. Fermantasyon
proseslerinde hiicreler canli ve ¢ok sayida olmalidir. Fermantasyon proseslerinde
bir diger onemli etmende hiicrelerin tekrar kullanim olanaklarinin saglanmasi ya
da ortamdan uzaklastirilmalarini gerekliligidir. Giiniimiize dek gergeklestirilen
teknikler belirli ana basliklar altinda; tutuklama, tutundurma, kiimeleme, yiizeyler

arasina alma seklinde gruplandirilabilmektedir.

Bu tez caligmasini ana amagclari, gelecegin enerji kaynaklarindan olarak
goriilen hidrojen iiretimine yeni, ekonomik ve ekolojik bir yaklasim getirmek;
askida sistemlerde goriilen yikanarak sistemden uzaklagsma, diisiik alikonma
zamanlarinda calisamama ve yliksek yiikleme hizlarina ¢ikilamama gibi sorunlara
alternatif ¢oziimler liretebilmek, biyohidrojen iiretiminde maliyetler agisindan en
uygun ve en verimli yontemi tespit edebilmek ve iki agamali sistemlerde her iki
asamanin da immobilize reaktorlerde gerceklestirilmesi gibi yeni bir yaklasim

getirmektir.

Bu amaglar dogrultusunda caligmalar karanlik fermentasyon ve foto-
fermentasyon olarak iki ana boliime ayrilmistir. Her iki bolimde kendi iginde
kesikli reaktor denemeleri ve siirekli reaktor denemeleri olarak iki alt boliime

ayrilmistir.

Karanlik fermantasyonla hidrojen iiretimi ¢aligmalarinin ilk basamagi olan
kesikli reaktor denemeleri ile kullanilacak karisik konsorsiyum i¢in en uygun 6n
islem, uygulanacak 6n islem kosullari, siikkroz konsantrasyonu ve pH kosullarini
belirlemek icin istatistiksel deney tasarim yOntemlerinden faydalanilarak
Biyokimyasal Hidrojen Potansiyeli (BHP) testleri ile karsilagtirma c¢aligmalari
yapilmustir. Substrat olarak siikroz (10-50 g/L), 6n iglemler olarak ise 1s1l 6n islem
(70-100°C 1 saat), asit (HCI ile pH 3), baz (NaOH ile pH 11), kloroform (%0.1-
%10), BESA (10-200 mM), TCl (10-200 mM) karsilagtirmal1 olarak pH 4.5-6.5
araliklarinda incelenmistir. Daha sonra karanlik fermantasyonla siirekli hidrojen
tiretimi ¢alismalarinda tutundurma yontemiyle hazirlanmis ti¢ farkli immobilize
biyoreaktoriin performanslari, CSTR ile karsilastirmali olarak incelenmistir.
Substrat olarak 10 g/L siikroz besi ortamina eklenmistir. Dolgu materyalleri
olarak; pomza tasi, seramik top, ve seramik yliziik (halka) kullanilmigtir. Tiim

denemelerde biyoreaktdrler HRT 24-12-6-3-1.5 saat kosullarinda galigtirilmas,



giinliik ve saatlik alinan 6rneklerle biyoreaktorlerin volumetrik hidrojen tiretimi,
hidrojen verimi, substrat kullanimi (toplam seker olarak) ve ucucu yag asidi

iiretim performanslar1 karsilastirmali olarak incelenmistir.

Calismanin ikinci ana bdliimii olan foto-fermantatif hidrojen {iiretim
denemelerinin ilk basamaginda dort yeni bakteri izole edilmis ve molekiiler analiz
yontemleri ile tanimlanmalarina baslanmistir. Dort yeni izolat ile yapilan
caligmalarda oncelikle en uygun olan karbon kaynaginin ve kullanilacak karbon
kaynaklarinin konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in 6n kesikli reaktér denemeleri
yapilmistir. Bu 6n denemelerde dncelikle tiiplerde biiylimeler gézlenmis en uygun
biiylime kosullarindan sonra 50 mL hacimli kesikli reaktorlerde hidrojen iiretim
performanslari incelenmistir. Buna gore asetat ve laktat i¢in baslangic

konsantrasyonu 5 g/L, biitirat ve siiksinat i¢in 3 g/L olarak belirlenmistir.

Foto-fermantasyonda  siirekli  hidrojen {iretiminde immobilizasyon
yontemleri Oncelikle tutuklama ve yiizey tutundurma seklinde karsilastirmali
olarak incelenmistir. Tutuklama malzemesi olarak ticari LentiKat® marka
polimerik tutuklama malzemesi kullanilmistir. Izolatlar LentiKat® jelleri icine
hapsedildikten sonra 50 mL hacimli yukar1 akish reaktdrlere doldurulmustur.
Asetat/Biitirat/Glutamat ve zenginlestirme ortamu icerigi ile HRT etkisi (72-36-
18-9 saat) serbest halde mikroorganizmalar1 igeren yukar: akisl dolgulu reaktorle
karsilastirmali olarak incelenmistir. Yiizey tutundurma yontemi olarak ise iki gesit
nano-gozenekli manyetik immobilizasyon malzemeleri reaktorlere karistirilmis,
tutuklama yonteminde kullanilan isletim kosullar1 ile immobilizasyon etkisi ve
hidrojen iiretim performanslar1 higbir malzeme icermeyen reaktorle karsilastirmali

olarak incelenmistir.

Stikrozun substrat olarak kullanildig1 iki asamali bir hidrojen iiretim
sisteminde her iki asamada literatiirde ilk defa kullanilmis olan immobilizasyon
materyalleri ile, immobilizasyonun, diisiik reaktér hacimlerinde c¢alisilabilmesi,
biyokiitle konsantrasyonunun yiliksek olmasi, diisiik alikonma zamanlarinda
caligsabilme, sistem kararliliklarinin ve verimliliklerinin artmasi gibi Onemli

avantajlar sagladig gosterilmistir.



1.LITERATUR OZETIi
2.1. Hidrojen

Hidrojen evrenin en basit ve en ¢ok bulunan, renksiz, kokusuz ve havadan
14.4 kez daha hafif zehirsiz bir gazdir. ilk kez 1500°lii yillarda kesfedilmistir.
1700’li yillarda yanict Ozelliginin farkina varilmistir. Hidrojen evrenin temel
enerji kaynagidir. Giines ve diger yildizlarin, termoniikleer tepkimeye vermis
olduklar1 1simin yakitidir. -252.77°C' de sivi hale getirilebilir. Sivi hidrojenin
hacmi gaz halindeki hacminin sadece 1/700'i kadardir. Hidrojen bilinen tiim
yakitlar igerisinde birim kiitle basma en yiiksek enerji igerigine sahip enerji
kaynagidir (Ust 1s11 degeri 140.9 MJ/kg, alt 1s1l degeri 120.7 MJ/kg). 1 kg hidrojen
2.1 kg dogal gaz veya 2.8 kg petrolun sahip oldugu enerjiye sahiptir. Hidrojen
dogada serbest halde bulunmaz, bilesikler halinde bulunur. En ¢ok bilinen bilesigi
ise sudur. Hidrojen hemen tiim maddelerin %’ inii olusturan bollukta bir
kaynaktir. Atmosferde %0.07, diinya yiizeyinde ise %0.14 oraninda H, bulunur.
Bilinen en hafif elementtir. 1 L hidrojen 0.09 g, 1 L hava ise 1.2 g ‘dir. (Das and
Veziroglu, 2001). Hidrojen enerji g¢esitliligi adina ¢ok onemli bir yol izi
sunmaktadir. Cesitli kaynaklardan enerjiyi mobil uygulamalar ve daha fazlas1 i¢in
depolayabilir (ABD Enerji Raporu, 2012).

Hidrojenin iilke ekonomisine katkilar

a. Enerji giivenligi: Hidrojen enerjisi ile c¢alisan araglar yabanci

tilkelerden alinacak petrol ithalatini diistirecektir.

b. Siirdiiriilebilirlik: Hidrojen {retim teknolojileri; gelismekte ve

kullanilmakta olan (gilines, riizgar, jeotermal...)yenilenebilir ener;ji

kaynaklarina 6nemli bir katki saglayacaktir.

c. Iklim degisikligi: Yenilenebilir kaynaklardan, niikleer kaynaklardan

veya fosil kaynaklardan elde edilecek hidrojenle calisacak araglardan

sifira yakin emisyonlar salinacaktir.

d. Sehirsel hava kalitesi: Sifira yakin diizeylere indirgenmis emisyonlar

sehir hava kalitesinin de artmasini saglayacaktir.,



c.

Ekonomik katkilar: Yiiksek enerji icerigi ve petrol ithalatinin

azaltilacak olmasi ulke ekonomisine Onemli katkida bulunacaktir
(ABD Enerji Raporu, 2012).

Hidrojenin konvensiyonel yakitlardan farki

e Hidrojen zehirli bir gaz degildir; solunmasi veya atmosfere

salinmasi halinde hastaliklara yol agmaz.

e Renksiz, kokusuz ve tatsizdir; insanin bes duyusuyla fark edilemez.

e Yiiksek derecede yanicidir.

e Yiizey sularmmin kontamine olmasma sebep olmaz. Normal

atmosferik kosullarda suda ¢oziintirliigii oldukca diistiktiir.

e Kirletici degildir. Atmosferik ortamda ya da su da kirleticilik
etkisine dair heniiz bir rapor yaymlanmamistir (ABD Enerji
Raporu, 2012).

Hidrojenin kullanim alanlar
- Diisiik molekiil agirlikli doygun bilesikler iiretmek, par¢alanmis

hidrokarbonlar veya siilfiir ve azot bilesiklerini ortamdan

uzaklastirmak icin kisaca hidrojenasyon proseslerinde reaktant olarak

kullanilir.

- Oksidasyon ve korozyondan koruma amaciyla kimyasal olarak iz

miktardaki O,’nin uzaklagtirlmasinda yani O,_uzaklastirici olarak

kullanilir.

- Roket makinelerinde vakit olarak kullanilir.

- Aym fiziksel ozellik avantajlarmi saglayabilmek icin elektrik

jeneratorlerinde sogutucu olarak kullanilir.

- Yakat pillerinde kullanilir.




Bu sayilanlar diinya enerji tiiketiminin % 3 {inii olusturmaktadir ve ilerleyen
yillarda oranin artmasi beklenmektedir (Das and Vezioglu, 2001). Bu nedenle

hidrojenin enerji kaynagi olarak kullanimina olan ilgi giderek artmaktadir.

Enerji kaynag olarak hidrojen

Global enerji gereksiniminin yaklasik %80’1 fosil esashi yakitlardan
saglanmaktadir (Das and Vezioglu, 2001). Arastirmalara gore diinya fosil yakit
rezervi 2015 yilindan itibaren diisiise gecerken diinya enerji kullanimi ise
eksponansiyel artisina devam edecektir. Enerji Bakanlig1 verilerine gore iilkemiz
enerji  talebinin  %70’lik  kadar c¢ok oOnemli bir kismimi digalim ile
gerceklestirmektedir (Azbar et al., 2009). Elektrige 20. yilizyilin enerji tasiyicisi,
hidrojene 21. yiizyilin enerji tasiyicist diyen gevreler vardir. Hidrojen yerel olarak
iiretimi miimkiin, kolayca ve giivenli olarak her yere tasinabilen, tasinmasi
sirasinda az enerji kaybi olan, ulasim araclarindan 1sinmaya, sanayiden
mutfaklarimiza kadar her alanda yararlanacagimiz bir enerji sistemidir (Azbar and
Dokgoz, 2010).

Dogada bilesikler halinde bol miktarda bulunan hidrojen serbest olarak
bulunmadigindan dogal bir enerji kaynagi degildir. Bununla birlikte hidrojen
birincil enerji kaynaklar1 ile degisik hammaddelerden {iretilebilir. Bu nedenle
elektrikten neredeyse bir asir sonra teknolojisinin gelistirgi ve gelecegin alternatif
kaynagi olarak yorumlanan bir enerji tasiyicisidir. Hidrojen karbon igermedigi
icin fosil yakitlarin neden oldugu ¢evresel sorunlar yaratmaz. Isinmadan elektrik
iretimine kadar ¢esitli alanlarin ihtiyacina cevap verebilecektir. Gaz ve sivi halde
olacag: i¢in uzun mesafelere taginabilecek ve iletimde kayiplar olmayacaktir.
Hidrojen enerjisi Oniimiizdeki yiizyilin en 6nemli enerji kaynaklarindan biri olarak
kabul edilmektedir. Diinyanin enerji sorununu ¢ézmek i¢in kullanilacak hidrojen

enerjisi ile milyarlarca y1l yetecek enerji devamli olarak iiretilebilecektir.

Hidrojen iiretim metotlar

Giiniimiizde H, genellikle fosil yakitlar, biyokiitle ve sudan tretilmektedir
(Erdener et al.,, 2007). Hidrojen {retiminde kullanilan yontemler; termal
yontemler (buharli doniisiim, termokimyasal su ayrimi, komiiriin gazlastirilmasi,
ve piroliz); elektrokimyasal yontemler (elektroliz, fotoliz ve direk termal
bozunma) ve biyolojik yontemlerdir (Alg ve siyanobakterlerle suyun biyofotolizi,

fotosentetik bakterilerle organik bilesiklerin pargalanmasi, organik bilesiklerin



fermantasyonu ve hibrit sistemler). Bu yontemlerin %90’ inda hidrojen, dogal gaz
veya hafif petrol fraksiyonlarindan buhar ile veya yiiksek sicakliklarda elde edilir.
Komiir gazlagtirma ve suyun elektrolizi endiistriyel hidrojen iiretim metotlaridir.
Bu endiistriyel metotlar fosil yakitlar1 veya hidroelektirigi enerji kaynagi olarak
tilkketirler. Termokimyasal ve elektrokimyasal hidrojen iiretim prosesleri her
zaman cevre dostu degildir. Buna karsilik biyolojik hidrojen iiretim prosesleri
uygun sicaklik ve basinglarda gerceklestiginden daha az enerjiye ihtiyac¢ duyarlar.
Bunlara ek olarak degisik atik maddelerin kullanilmasiyla geri doniisiime katkida

bulunma avantajina sahiptirler (Erdener et al., 2007).
2.2, Biyohidrojen

Biyohidrojen mikroalgler ve bakteriler kullanilarak, 1sik varliginda ya da
yoklugunda ve inorganik veya organik maddelerden elde edilebilen dnemli bir

enerji kaynagidir.

Biyohidrojen; uygun sicaklik ve basing altinda gergeklestirilebilmesi,
yenilenebilir enerji kaynaklarinmi (giines, riizgar, su, biyokiitle) kullanma olanagi
saglamasi, ¢evre kirliligine yol agmamasi ve iiretimi esnasinda organik atiklarin
kullanilmast nedeniyle ekonomik; 6nemli yan iriinlerin olugsmasi nedeniyle de
avantajli bir enerji kaynagidir (Wiinschiers and Linblad, 2002; Hawkes et al.,
2007; Das and Veziroglu, 2001; Azbar et al., 2008).

Biyolojik yollarla hidrojen iiretim metotlar

Diinya c¢apinda H, {iretiminin %96 ‘s1 fosil enerji kaynaklarindan
saglanmaktadir. Mikroorganizmalardan H, iiretimi enzimler aracilifiyla olur. En
stk kullanilan hidrojenaz enzimi, H, ‘yi okside eder, proton ve elektronlara
doniistiiriir ya da protonla indirgeyerek molekiiler H, ‘nin agiga ¢ikmasina neden

olur.

Biyosferde yer alan H;, ‘nin ¢ogu biyolojik olarak mikrobiyal fermantasyon
prosesleri sonucu iiretilmistir. Bu organizmalar organik maddeyi CO, ve H, ye
pargalar. Protonlarin H, ’ye indirgenmesi hiicrede fazladan elektron aciga
cikmasina sebep olur. Bu durum da genel olarak metabolizmada ek enerji liretim
basamaklarinin olusmasina neden olur. Uretilen H, gaz1 ayni ekosistem icinde yer
alan tiiketiciler tarafindan kullanilir. Bu organizmalar hidrojenin indirgeyici

etkisiyle metabolik prosesi yliriitiirler. H, bakterileri ayn1 zamanda otomatik



olarak biiyiiyebilir. H, gazi burada indirgeyici giic ve enerji substratidir. Bu
bakterilerde oksijen terminal elektron kabul edicidir. Bu biyolojik reaksiyon
sonucunda su olusur. Enzimlerin aktivite ve miktarlar1 biitiin prosesi siirlandirici
bir etkiye sahiptir. Ancak her enzimin katalitik aktivitesi farkli olacagindan say1
veya miktar olarak belirli bir sinirlayict rakam sdylenemez. H, iireten enzimler

asagidaki reaksiyonu katalizler:
2H'+2¢ — H,

En c¢ok bilinen ve kullanilan enzimler; nitrojenaz, Fe-hidrojenaz, Ni-Fe
hidrojenazdir. Biyolojik olarak H, Ttretimi iki kategoride incelenebilir;
Fotosentetik biyohidrojen {iretimi ve karanlik fermantasyonla biyohidrojen
iretimi. Biyolojik yollarka hidrojen iiretiminde Yesil algler, cyanobakteria
heterocyteus, cyanobacteria non heterocyteus, fotosentetik bakteriler ve
fermantatif bakteriler kullanilmaktadir (Hallenbeck and Benemann, 2002).

Biyofotoliz
Direkt biyofotoliz

Oksijenik fotosentez organizmalar1 enerji acisindan zayif su molekiillerini
yiikseltgeyerek elektron ve protonlar1 ekstrakte ederek ferrodoksin ve NADP ‘nin
indirgenmesinde kullanilmasini1 saglar. Anaerobik kosullar altinda fotosentezin
primer trlinleri (indirgenmis ferrodoksin, NADPH ve ATP) kullanilarak yesil
mikroalgler ve siyanobakterler tarafindan hidrojen iiretimi gergeklesebilir. Direkt
biyofotolizde PS2 ve PSI tarafindan absorblanan 151k enerjisi, elektronlarin lineer
olarak sudan ferrodoksine aktarilmasm saglar. Indirgenmis ferrodoksin,
hidrojenaz enzimine elektron dondrii gibi daranir. Hidrojenaz enzimi tersinir
olarak protonlarin (H") molekiiler hidrojene (H,) indirgenmesini saglar (Melis et
al., 1999). Yesil mikroalgler %12-14 aras1 giines-H, doniisiimii saglayan oldukca
aktif [FeFe]-hidrojenaz enzimine sahiptir. Kloroplastlarinda suyun yiikseltgenmesi
ve H, iiretilmesini saglayabilirler (Melis and Happe., 2001, Melis, 2009). Direkt
biyofotolizde en 6nemli problem 6nemli bir PS2 yan {iriinii olan O,’nin ayni
zamanda H» baglantili reaksiyonlarin baskilayicisi olmasidir. Bu reaksiyonlar; gen
ekspresyonlari, mRNA stabilitesi ve enzimatik katalizleme reaksiyonlaridir.
Direkt biyofotolizde oksijen birikimi geceklesene kadar hidrojen iiretim
reaksiyonu devam edecektir. Fotosentetik olarak iiretilen oksijenin c¢esitli

yontemlerle uzaklastirilmas1 saglanarak hidrojen {iretiminin  devamlilig
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saglanabilir. Bu yontemler inert bir gazla havalandirma yoluyla oksijenin siirekli
olarak uzaklastirilmasi ya da hiicrenin mitokondriyal solunumunun oksijen
tilketimine yonlendirilmesi seklinde olabilir (GreenBahum, 1982, Ghirardi et al.,
2000).

Indirekt biyofotoliz

Siyanobakterler genellikle sucul ¢evrelerde (deniz veya akarsular) bulunan,
genis cesitlilige sahip, fototrofik mikroorganizmalardir. Hidrojen {ireten
siyanobakterler genellikle filamentéz yapidadir ve heterokist olarak bilinen
Ozellestirilmis tiirlerinde azot fiksasyonu gergeklestirebilirler (Nostoc, Anabena,
Calothrix, Oscilatorria...). Azot fiske edemeyen tiirleri de bulunmaktadir;
Synechocystis, Synechoccoccus, Gloebacter...(Das and Veziroglu, 2008).
Oksijenik fotosentezin ve hipoksik azot fiksasyon reaksiyonlarimin birbirinden
belirgin bigimde ayrildig: filamentdz siyanobakterlerde hidrojen iiretimi indirekt
biyofotoliz yontemi ile ger¢eklesmektedir. Filament6z siyanobakterlerin
heterokistleri azot fiksasyonu icin gerekli anaerobik cevrenin saglanmasi icin
farklilasmis durumdadir. Nitrojenaz enzimi ile katalizlenen azot fiksasyonu

reaksiyonunda hidrojen asagidaki reaksiyon dogrultusunda iiretilmektedir.
N,+8e+8H +16ATP—2NH;+H,+16ADP+16Pi

Bu reaksiyonda en ¢ok nitrojenaz/hidrojenaz katalizlenme reaksiyonu i¢in
gereken enerji ihtiyaci dikkati ¢cekmektedir. 1 mol N fiksasyonu i¢in 16 mol ATP
harcanmaktadir. Buradaki ATP ihtiyac1 siyanobakterlerin heterokistlerindeki 1s1k
tarafindan saglanan ve bu 6zel hiicrelerin thylakoid membranlarinda gergeklesen
siklik fotofosforilasyonla saglanmaktadir. Azot fiske etmeyerek hidrojen
liretebilen siyanobakter tiirleri de mevcuttur; Synechocystis, Synechococcus ve
Gleobacter...(Das and Veziroglu, 2008). Bu cesit siyanobakterlerde iki degisik
tiirde [NiFe] hidrojenaz bulunmaktadir. Iki tiiriinde farkli fonksiyon ve gorevleri
mevcuttur. 1k grup uptake [NiFe] hidrojenazdir, hup genlerine sahip olduklar:
sOylenir. Bu enzimler dncelikle nitrojenaz tarafinda sentezlenen hidrojeni tutar ve
geri dondiiriir. Genellikle nitrojenazla birlikte ¢alisacak sekilde diizenlenmislerdir.
iki yonlii cok fonksiyonlu [NiFe] hidrojenazlar hoxFUYH genleri ile kodlanirlar
ve hidrojen kullanma ve iiretme yetenegine sahiptirler (Tamagnini et al., 2002).
Azot fiske etmeyen siyanobakterler hidrojeni [NiFe] iki yonlii (hoxEFUYH)

hidrojenaz ile iiretirler.
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2.3. Karanhk Fermantasyonda Proses Verimlerinin Artirilmasi i¢in

Uygulanabilecek Stratejiler
Reaktor konfigiirasyonlar

Karanlik fermantasyonla biyohidrojen iiretiminde ¢ok farkli reaktor
konfigiirasyonlar1 kullanilmistir. Genel amag¢ kararli uzun donem c¢alisacak
sistemler olusturmaktir. Bunun yan1 sira en yiiksek H; iiretimini elde etmek i¢in
optimum kosullar saptanmaya c¢alisilmaktadir. Karanlik fermantasyonla
biyohidrojen iiretimi kesikli ve siirekli sistemlerde gerceklestirilebilir. Kesikli
sistemlerin  baslangic  optimizasyon islemlerinde daha etkili olduklar
diisiiniilmektedir. Yart siirekli ve siirekli sistemlerin ise siirdiiriilebilir hidrojen
enerjisi kosullarim1 saglamakta daha etkili olduklar diisiiniilmektedir. ilk
caligmalar siirekli sistemlerde saf kiiltiirlerle yapilmistir. CSTR reaktorleri isletimi
kolay homojen etkili karigtirma saglayan sistemlerdir. Ancak reaktorlerde
mikrobiyal biiylime hizlarinda HRT c¢ok onemli bir faktordiir. HRT degerleri
organizmanin biiyiime siirelerinden daha biiylik olmalidir ki mikroorganizmalar
reaktorde yikanarak uzaklagsmasi onlensin. CSTR tipi reaktorlerde gozlenen bu
problem mikroorganizmalarin fiziksel alikonmasiyla bazi sistemlerle asilmaya
calisilmistir. Graniillesme, floklagma, hapsetme, tutundurma gibi yontemler farkl
reaktor tiplerinde kullanilmistir. Giiniimiize dek yapilan ¢aligsmalarda halen ortak
bir reaktor tipi belirlenememistir ancak fiziksel alikonmanm  yani
immobilizasyonun hacimsel hidrojen iiretimini artirdifi konusunda ortak bir

kaniya varilmistir.
Karisik mikrobiyal konsorsiyum kullanilmasi

Biyohidrojen ¢alismalarinin ¢ogu saf kiiltiirlerle gerceklestirilmistir ancak
endiistriyel kosullar diisiintildiigiinde steril olmayan kosullarda ¢alismak ¢ok daha
avantajli olacaktir. Bu nedenle elde edilmesi ve isletilmesi kolay karigik
kiiltiirlerle calismak hidrojen enerjisinin stirdiiriilebilirligi agisindan 6nemli bir
faktordiir.

Var olan yol izlerinin metabolik miihendislikle gelistirilmesi
Metabolik  miihendislik ~ yontemleri son zamanlarda H, {ireten

mikroorganizma  kapasitelerinin  artirllmasinda  oldukg¢a  yaygin  olarak

kullanilmaktadir. Uygun genetik miidahalelerle enzim sentezleri ile sistemdeki



12

olumsuzluklar1 giderme yollar1 tespit edilmeye ¢alisilmaktadir. Bu konuda en ¢ok
calisma Escherischia Coli ile yapilmistir. Tim genetik ¢alismalarda bu
organizma; genomunun kolaylikla manipule edilebildigi, metabolizmasi
anlasilmis en iyi bakteri oldugu ve hali hazirda pek ¢ok sekeri parcalayabildigi
icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Yapilan genetik miidahalelerin amaci
substratin tam olarak kullanildig1 bir H; iiretim sistemi olusturmaktir (Hallenbeck,
2009).

Sistematik miidahaleler

Hidrojen iiretim hizin1 artirmak i¢in uygulanabilecek sistematik miidahaleler
ise; H, kismi basincini kontrol altinda tutma, olustugu anda H,’yi uzaklastirma,
karistirma hizini artirma, disaridan N,/CO,; ekleme, fosfat sinirlamasi ile Hy/VFA
(Ugucu Yag Asidi) liretimini dengede tutma gerektiginde sisteme fosfat ekleme ve

mikroorganizmanin tipine en uygun sicakliklarda ¢alisma seklindedir. (Hawkes et
al., 2002).

Biyohidrojen iiretiminde karisik konsorsiyuma én islem uygulamalart

Gilinlimiizde ticari hidrojen tiretiminin %95’ 1 dogalgazin buharlastirilmasi
ve komiiriin gazlastirilmasi ile elde edilmektedir. Bu prosesler fosil yakitlarin

kullanilmas1 ve ¢evre dostu degildirler.

Hidrojen tiretiminin siirdiiriilebilirligi a¢isindan ucuz ve faydali bir prosesin
bulunmasi ¢ok 6nemlidir. Asinin hazirlanmasi, reaktdriin baslangi¢c zaman dilimi
ve hidrojen iiretiminin ilerleyen basamaklar1 siirekli hidrojen iiretimi eldesi
acisindan ¢ok onemlidir. Hizli bir sekilde biiyiik 6lgekli iiretime gecerken hali
hazirda hidrojen iireten bakterilerin elde bulunmasi ¢ok Onemlidir. Hidrojen
tiretiminde rol alan baslica tiirler Clostridium, Escherichia Coli ve
Enterobakter’lerdir. Bu tiirler dogada ¢amur toprak atik su camuru, kompost ve

hayvan atig1 gibi kaynaklarda bolca bulunmaktadir.

Hidrojen tiretim ¢camurunun elde edilme basamaklari

e Kaynagin elde edilmesi (¢amur, kompost vs gibi kaynaklardan)

¢ Asinin hidrojen tireten mikroorganizmalarca baskin hale gelmesi
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e Aklimasyon (alistirma siireci)

seklindedir.

Hidrojen iireten bakteriler organik atik sularin degerlendirilmesinin yani1 sira
cok temiz bir enerji Uretimi saglarlar. Karisik kiiltiirlerin saf kiiltlirlere nazaran;
caligma ortaminin steril olmasina gerek olmamasindan dolay1 isletiminin ve
kontroliiniin kolay olmasi, atik sularin sterilizasyon isleminden gecirilmeksizin
dogrudan prosese verilebilmesi, elde edilme yontemlerinin ucuz ve kolay olmasi
gibi avantajlar1 mevcuttur. Ancak; Clostridium ve Enterobakter gibi tiirlerin
fonksiyonlar1 yine karisik kiiltiir i¢cinde yer alan metanojen ve homoasetojen gibi
hidrojen kullanan tiirler tarafindan baskilanmis olabilir bu nedenle metanojenik

tiirlerin baskilanmasi i¢in 6n islemlerin uygulanmasi gerekmektedir (Wang and
Wan, 2008).

Organik substratlardan fermantatif hidrojen iiretiminde diisiik hidrojen
iiretim verimlerine neden olan siirlayict faktdrler bulunmaktadir. Biiyiik dlgekli
caligmalarda hidrojen iireten bakterilerin baskin oldugu bir kiiltiir kompozisyonu
kullanmak ¢ok Onemlidir (Ren et al., 2007). Anaerobik bakterilerde organik
substratlarin 151k kaynagi yoklugunda gerceklesen karanlik fermantatif hidrojen
tiretim prosesi gelecek vaat etmektedir. Bu prosesin ham organik kaynaklardan
olan atiklarin degerlendirilmesini saglamasi gibi ¢evresel katkilart bulunmaktadir.
Asidojenik bakteriler olarak da adlandirilan hidrojen {reten bakteriler ve
metanojenik bakteriler olarak bilinen hidrojen kullanan bakteriler arasindaki
fizyolojik  farkliliklar uygulanacak zenginlestirme prosediirinde Onemli
anahtarlardir. Clostridium’lar yliksek sicaklik, asitlik, alkalinite gibi ekstrem
kosullarda sporlanabilirken metanojenikler ekstrem kosullara kars1 dayaniksizdir.
Metanojenikler ayn1 zamanda zorunlu anaerobik archeabakterlerdir yani aerobik
ortama maruz kaldiklarinda oksijen adenilaz yiiklerini indirgeyerek 6lmelerine
neden olur. Tam tersi olarak Clostridium ve Enterobakter’ler oksijen varliginda da
biiyiiyebilen fakiiltatif bakterilerdir (Zhu and Beland, 2006).

Termofilik karanlik fermantatif hidrojen tiretimi yiiksek reaksiyon hizi ve
daha 1iyi proses performansi saglayarak artirilmis enerji doniisiimii ve kontamine
edici hidrojen tiikketen mikroorganizma problemlerini indirger. Ayni1 zamanda
cogu yiyecek iiretim prosesi atik sulariin yiiksek sicaklikta olmalarindan dolay1
endiistriyel acidan ¢ok avantajli olduklari diistiniilmektedir (O-Thong et al., 2009).
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On islemler hiz smirlayict basamak olan hidroliz basamagimnim
hizlandirilmasini saglayarak hidrojen iiretiminin iyilestirilmesine katkida bulunur.
Karisik konsorsiyuma uygulanabilecek ¢esitli 6n islem yontemleri mevcuttur.
Bunlardan bazilart; 1s1l 6n islem, asit muamelesi, baz muamelesi, BESA (2-

Bromoetanosulfonat), kloroform muamelesi, TCI(Tri-kloroasetik asit)’tir.
Asit muamelesi

Asit muamelesi H; tireten bakteriler uzaklastirilirken, metanojenik aktiviteyi
baskilayarak spor olusturan bakterilerin korunmasi agisindan verimli bir 6n
islemdir. Cogu metanojenik bakteri pH 6.8-7.2 araliginda yasamini
sirdiirebilirken hidrojen {ireten bakteriler daha diisik pH kosullarina
dayanabilirler. Yani metanojenik bakteriler kiiltiivasyon kosullarinin diisitk pH
kosullarinda kontrol edilmesiyle baskilanabilir. Asit 6n islemlerinde genellikle
IN Hidroklorik veya orto-fosforik asit as1 ortamina katilarak ortam pH s1 3-4
degerlerine indirgenerek siirekli karigtirmayla 24 saat beklenir. Wang et al.,
(2008) belirtilen proses sonucunda 0.8 mol H,/mol glikoz ; Hu and Chen (2007) ;
0.72 mol Hy/mol glikoz; Mu et al., (2007); 2.6 mol Hy/mol siikroz, Ren et al.
(2008) ; 50 mL hidrojen verim degerleri elde etmislerdir. Zhu et al. (2006) ise
karistirma islemini 30 dakikada keserek 3.1 mol H,/mol siikroz verimlerine

ulasmislardir.
Baz muamalesi

Alkalin muamelesi olarak da bilinen baz muamelesi ekstrem kosullar
olusturarak metanojenlerin  biiylimesini baskilayabilir. Baz muamelesinde
genellikle 1 N NaOH c¢ozeltisi karisik kiiltiire pH degeri 10-11 olana dek eklenir
ve 24 saat karistirilarak bekletilir.

Wang et al. (2008) kiiltiir pH* sin1 10 a 1 N NaOH ile getirdikten sonra 24
saat karigtirarak bekletmistir. Kesikli reaktorde gerceklesen calismanin ardindan
1.09 mol Hy/mol glikoz; Chen et al. (2006) ayni kosullarda 0.58 mol H,/mol
glikoz, Mu et al. (2007), pH 12 degerinde muamale ederek 0.96 mol H,/mol

stikroz verim degerleri elde etmislerdir.
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Sodyum 2 bromoetanosiilfonik asit (BESA) muamelesi

Sodyum 2 bromoetanosiilfonik asit (BESA) kimyasal metanojen
inhibitoriidiir. BESA 6zellikle metanojenlerde bulunan ko-enzim M’in yapisal
analogudur. BESA ile kimyasal muamele metanojenesis i¢in sef komponent olan
co enzim M rediiktaz komponentini inhibe ederek H; iiretimini etkilemeyen ancak
metanojenik aktiviteyi inhibe edici bir yontemdir. Bazi durumlarda BESA ya
dayanikli mutantlar olusabilir ve asetat prosesini de inhibe edebilir. Zhu and
Beland (2006) 10 mmol BESA ile 30 dakika muamele ederek yaptiklari ¢alismada

5.28 mol Hy/mol stikroz verim degeri elde etmislerdir.
Kloroform

Kloroform anestezik etkisi olan kimyevi bir maddedir. Kimyasal formiili
CHCI; olup triklorometanda denilmektedir. Agir ve renksiz bir kimyasaldir.
61°C’de kaynar ve kolaylikla buharlagir. 1831 de Justus Liebig tarafindan
kesfedilmistir. Organik sentez proseslerinde de kullanim alanlari mevcuttur.
CHy’tin Hy/CO, ‘den {iretimini Onler. 100 mikrometre gibi ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile topraktaki mikrobiyal kontaminasyonun c¢ok biiyiik
kisminm 6ldiirdiigii sdylenmektedir. Kloroform metanojenler icin giiglii bir inhibe
edici ajandir. Kloroformun buharlagmasiyla gram negatif bakteriler oliir ve
mikrobiyal populasyon gram pozitif bakterilere dogru kayar. Ancak kloroform
stilfat indirgeyicilerin asetat tiiketimini de inhibe edebilir. Bu da ne yazik ki
Clostridium thermolacticum’larinda inhibe edilebilecegi anlamina gelmektedir.
Wang et al. (2008) %2 lik kloroform muamelesi ile 0.69 mol H,/mol glikoz; Hu
and Chen (2007) %0.1’lik muamamele ile 1.17 mol H»/mol glikoz; Liang et al.
(2002) %2 lik kloroform muamelesi ile 0.005 mol Hy/mol glikoz; Argun and
Kargi (2009) 9%0.05’1lik kloroform muamelesi ile 0.29 mol H»/mol glikoz verim

degerleri elde etmislerdir.

Trikloroasetik asit (TCI)

Tri kloroetanoik asit olarak da bilinen trikloroasetik 3 hidrojen atomu ve
metil grubu yerine klor atomu igeren bir asetik asit anologudur. Ilk kez 1840

yilinda Jean-Baptiste Dumas tarafindan kesfedilmistr.

Uygun katalizor varliginda klor ve asetik asit reaksiyonu ile olusur.
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CH;COOH + 3Cl, — CCI;COOH + 3HCI

TCIl metanojen inhibitérii olarak kullanilabilecek bir kimyasaldir (Speece
,1996).

Isil muamele

Isil islem spor olusturmayan bakterilerin elimine edilmesinde kullanilir.
Karisik kiiltiirde yer alan metanojenik arkealar termal olarak baskilanir ve kiiltiir
sporlu Clostridiumlar’la zenginlesmis olur. Aym1 zamanda ugucu yag asidi
olusumunun ardindaki basamakta metanojenik aktiviteyi baskilayarak H;
liretimine yoOnlendirir. Isil islem galismalari 80-104°C arasinda 15-20 dakikalik
zamanlarda gerceklestirilmistir. Is1l islem spor olusturmayan
mikroorganizmalardan vejetatif hiicreleri Oldiiriir ancak bunun yaninda
Enterobakter tirleri gibi H, iireten ve spor olusturmayan bakterilerin de yok
olmasina neden olabilir. Isil islemin bir diger dezavantaji kisa siireli kararlilik
gostermesi ve zaman zaman tekrar edilme gerekliligidir. Ayn1 zamanda biiytlik
Olcekli calismalarda biiylik miktarlarda enerji kaybina da neden olmaktadir.
Karigik konsorsiyumda hidrojen iireten bakterilerin baskin hale ge¢cmesi igin en
sik kullanilan yontem 1sil islemdir. Wang et al. (2008), 100 °C de 15 dakika
kaynatilmig agiy1 kullanarak 1.78 mol Hy/mol glikoz; Oh et al. (2004), 104 °C de 2
saat kaynatilmig kiiltiir ile 0.97 mol Hy/mol glikoz; Argun et al. (2009), 10 saat
kaynatma islemi 6n isleme maruz birakilmis as1 ile 1 mol H,/mol glikoz; Hu and
Chen (2007), 30 dakika sicak su banyosunda kaynatarak yapilan 6n islem sonucu
1.1 mol Hy/mol glikoz; Mohan et al. (2008), 20 dakika kaynatma sonucu elde
edilen as1 ile 3.18 mol Hy/mol siikroz; Mu et al. (2007), 100 °C de 1 saatlik
kaynatma muamelesi sonucu 4 mol Hy/mol siikroz verim degerleri elde

etmislerdir.

Birlestirilmis yontemler ve karsilastirma calismalar

Bazi aragtirmacilar tarafindan ise yukarida sayilan baslica yontemler ve bazi
farkl yontemler birlestirilerek ¢esitli 6n islem denemeleri yapilmistir. Cheong and
Hansen (2006), bes degisik yontem denemis (asit, BESA, 1s1l islem, kuru 1sil
islem ve dondurma-¢dzdiirme) ve en iyi yontemin asit muamelesi olduguna karar
vermistir. Hu and Chen (2007), ii¢ degisik yontem denemis (asit-1s1-kloroform) ve
en uygun yontemin kloroform muamelesi olduguna karar vermistir. Zhu and

Beland (2006), alti degisik yontem denemis (asit-baz-1si-havalandirma-BESA-
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iodopropan) ve ilk kesikli denemelerde iodopropan, ikinci kesikli denemelerde
baz muamelesinin en iyi oldugunu belirmislerdir. Mu et al. (2007), {i¢ yontem
denemis (asit-baz-1s1) ve en 1yi yontemi 1s1l islem olarak belirtmislerdir. Mohan et
al. (2008), yedi yontem denemis (asit-1s1l islem-BESA ve dort kombinasyon) ve
BESA’nin en iyi yontem olduguna karar vermislerdir. Argun and Kargi (2009),
1s1l islem ve kloroform ile degisik kombinasyonlarini denemis 1s1l islemin en iyi
olduguna karar vermislerdir. O-Thong et al. (2009), bes yontem denemis (baz-
asit-BESA-yiikleme soku-1sil islem) ve en iyi yontemin ylikleme soku olduguna
kanaat getirmislerdir. Ren et al. (2008), dort degisik yontem denemis (1s1l islem-
asit-baz-sirali havalandirma) ve sirali havalandirmanin en iyi yontem olduguna
karar vermislerdir. Wang et al. (2008), bes degisik yontem denemis (asit-baz-1s1-

havalandirma-kloroform) ve 1s1l islemin en 1yi oldugunu bildirmislerdir

Goriildugii gibi karisik kiilttirlere yapilacak 6n islem ¢aligmalar1 a1 kaynagi
ve kullanilacak substrata gore farkli 6n islem kosullarina ihtiya¢ duymaktadir.
Higbir yontemin bir digerine istiinliigii olmamakla beraber her arastirmaci
tarafindan farkli bir yontem en iyi olarak ilan edilmistir. Bu nedenle yapilacak
caligmalar Oncesinde kullanilacak karigik kiiltiir icin en uygun on islemi
belirlemek hidrojen iiretim verimlerinin artirilmas1 agisindan Onemli bir

basamaktir.

24. Karanhk Fermantasyonla Biyohidrojen Uretimi icin
Kullanilan Reaktor Konfigiirasyonlar:

Hidrojen iiretiminde siirdiiriilebilir ve kirlilik olusturmayan o6zellikleri
dolayisiyla, biyolojik prosesler ve biyoreaktdrler, lizerinde yogun olarak caligilan
konulardir. Biyohidrojen lretiminde reaktdr konfigiirasyonlari en basit haliyle
tank ve kolon sekilli olmak iizere ikiye ayrilmistir. Sekil 2.1 ’de ise bazi
reaktorlerin sematik gosterimleri yer almaktadir (Cetinkaya Dokgoz, 2009).
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(2) (b) (c) (d) (e)

Sekil 2.1. Biyohidrojen iiretiminde kullanilan bazi reaktor tiplerinin gematik gésterimleri
(a) Siirekli tam karistirmali reaktér (CSTR) (b) immobilize hiicre igeren CSTR (c) sabit yatakl
reaktor (d) akiskan yatakli reaktor (e) Yukari akisli gamur yatak reaktorii (Cetinkaya Dokgoz,
2009)

Biyohidrojen iiretimi ic¢in Tlizerinde en ¢ok calisilmis olan reaktor
konfigilirasyonu siirekli karigtirmali tank reaktorler (CSTR) dir. Bu tip geleneksel
sistemlerde karisim ortaminda hidrojen lireten bakteriler askida dururlar ancak
biyokiitlenin reaktorde kalis siiresini hidrolik alikonma zamani1 (HRT) ¢ok etkiler.
Diisik HRT’lerde biyokiitle reaktérden yikanarak uzaklasabilir. Yani hidrojen
iiretim hizlar1 CSTR da biyokiitle alikonma zamani ve hidrolik yiikleme hizlariyla
smirlanir.  Immobilize hiicre sistemleri askida sistemlere gére ©nemli bir
alternatiftir. Clinkii bu sistemlere daha yiliksek seyrelme hizlarinda yikanarak
uzaklagsma riski olmaksizin yiiksek biyokiitle konsantrasyonlar1 saglanabilir.
Biyohidrojen fermantasyonu diger pek ¢ok fermantasyona benzer olarak, siirekli
ya da kesikli modda siirdiiriilebilir. Kesikli fermantasyon denemeleri, baslangi¢
optimizasyon denemeleri i¢in daha uygundur (Kapdan and Kargi, 2006; Davila-
Vazquez et al., 2008), fakat endiistriyel olarak uygulanabilir bir liretim i¢in proses

stirekli ya da en azindan yari siirekli olarak gergeklestirilmelidir.

2.5. Foto-Fermantasyon Verimlerinin Artmasina Yonelik
Stratejiler
Metabolik yontemler

Foto-fermantatif bakterilerle hidrojen iiretiminde yiiksek 1s1k duyarliliklar
fotosentetik antenlere sahip suslarla artirilabilir. Kondo et al. (2002), tarafindan
yayinlanan bir makalede LHII igerigindeki %50 diisme ile 205 liks 1s1k
yogunlugunda hidrojen tiretim hizinda %50 artis gozlenmistir. Kim et al. (2004),
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tarafindan yapilan bir caligmada ise pigmentleri indirgenmis mutant R. Sph. ile

6830 liiks 151k yogunlugunda daha yiiksek hidrojen verimleri elde edilmistir.

Daha farkli metabolik degisiklikler de substrat doniisim verimlerini
artirabilir. Indirgenmis ferrodoksin havuzunda gergeklesen reaksiyonlar da
verimleri  artirabilir.  Foto-fermantasyonda  gerceklesen  biyokimyasal
reaksiyonlardan elektron akisini nitrojenazdan uzaklastiran metabolik reaksiyon
indirgenebilirse hidrojen verimlerinde artis saglanabilir. Bunun i¢in ¢ok degisik
yolizleri hedef alinabilir. Ornegin, fazla karbon kosullarinda yani nitrojenaz
aktivitesi i¢in 6nemli olan C/N oraninin yiiksek olmasi kosulunda indirgenmis
karbon depolama bilesigi olan polihidroksi biitiratin salgilanmasi aktive edilebilir.
Buna gore teorik olarak phb mutantlarinin verimi ylikseltmesi beklenir. Ancak
pratikte bunun gergeklestirilmesi kolay bir islem degildir. Bir phb mutant1 olan R.
Sph. ‘in malat lizerinde biiyiitiilmesi ile spesifik hidrojen iiretiminde %34 artis
saglanmistir ancak hacimsel hidrojen iiretimindeki artis %21°de kalmistir (Kim et
al., 2006). Dahast en ¢ok asetat iizerinde biiylimesi beklenen mutant sus bu
substrat iizerinde ¢ok zayif biiyiime gdstermistir. Genel olarak hup™ suslarla kiigiik

ama kayda deger hidrojen birikimleri gézlenmistir (11-40%) (Liu et al., 2010).

Foto-fermantatif olarak hidrojen yiiksek enerji tiiketimi ile nitrojenaz enzimi
sayesinde lretilmektedir (4ATP/H;,). Buna gore nitrojenazin [FeFe] hidrojenazla
yer degistirmesi iki sonu¢ dogurabilir. Birincisi diisiik dongiilenme hiz1 olan bir
enzim (6.4 s™) daha yiiksek dongiilenme hizinda bir enzimle (2000-6000 s yer
degistirecektir. Bu durum hacimsel hidrojen {iretimlerinde artis ve tutulmus
fotonlardan ATP iiretimi gereksinimini disiirerek, daha yiliksek 151k doniisiim
verimleri elde edilmesini saglayacaktir. Ancak pratikte yapilan ¢alismalarda bu
teorik bilgi tam olarak desteklenmemistir (Koku et al., 2002).

Goriintise bakilirsa metabolik yolizleri ve metabolik miithendislik yontemleri
uygulanarak foto-fermantatif hidrojen tiretimlerinde verimleri artirabilecek pek
cok olanak mevcuttur. Degisik yol izleri ve degisik mutasyonlar iizerine

arastirmalar halen devam etmektedir.
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Biyoreaktor kosullarinin ve substrat kaynaklarinin iyilestirilmesi

Reaktor tasarimi ve kiiltiirleme

Isik doygunlugu fotosentetik proseslerde verimlilik ve verimi, ozellikle
biyokiitleyi ¢ok etkileyen bir faktordiir. Bu sart1 saglarken dikkat edilmesi gereken
onemli nokta giines 1518inin fazla absorpsiyonundan korunmaktir (Melis et al.,
1999). Enerji doniisiim verimleri ile gilines enerjisi yogunlugu arasinda ters bir
iliski bulunmaktadir (Polle et al., 2003).

Foto-biyoreaktorlerde 1s1k kullanimi, enerji ve verimliligi etkileyen en
onemli faktorlerden biridir. Hidrojen {iretimi i¢in kullanilacak bir foto-
biyoreaktorde diger Onemli parametreler; pH, sicaklik, 1518in penetrasyonu,
karistirma tiirii ve biiylime ortaminin kompozisyonudur. Foto-biyoreaktorlerde
yatay, dikey tiibiiler, diiz tabaka gibi ¢ok ¢esitli reaktor geometrileri kullanilmistir.
(Eroglu and Melis, 2011).

Reaktor tasariminda bir diger onemli nokta karigtirmadir. Karistirma
reaktorde bir yandan iiretilen hidrojenin uzaklastirilmasini saglarken bir yandan da
mikroorganizmalar ve besin maddelerinin temasini artiracak ve 1sikla temas
stiresini uzatacaktir (Koku et al., 2003). Karistirma ile ayn1 zamanda reaktor
icinde sicakliginda esit olarak dagilmasi saglanmaktadir. Genellikle biiyiik hacimli
reaktorlerde inert bir gazla baloncuk piiskiirtme yontemi kullanilmaktadir.
Mekanik karistirma biiylik 6l¢ekli sistemlerde ekonomik olarak kullanimi mantikli
olmamakla birlikte kayma gerilimleri olusturmasi bakimindan da fazla tercih
edilmemektedir. Foto-biyoreaktdrlerde hidrojen iiretim hizlarinin sabit tutulmasi
icin reaktdre substratin yavas bir sekilde verilip iiretilen gazin hizli bir sekilde

uzaklastirilmasi 6nemli bir avantaj saglayacaktir (Argun and Kargi, 2011).

Foto-biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi genellikle en yiiksek seviyeye,
kiiltiirler durgun faza ulastiklarinda gerceklesir. Bu nedenle reaktdr icinde
hidrojen {retimi acisindan aktif biyokiitlenin siirekli olarak aktif halde
kalabilmesini saglamak amaciyla eksponansiyel fazda kiiltiirleme siirekli olarak

yapilabilir.
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Substrat kaynaklar

Foto-fermantatif ~ bakteriler ¢ogu karbon ve azot kaynagini
kullanabilmelerine olanak saglayan c¢ok c¢esitli metabolik yol izlerine sahiptir. Bu
kabiliyetleri bakimindan foto-fermantatif bakterilerin tiirleri arasinda hatta ayni

tiirtin farkli suslar1 arasinda dahi farkliliklar gézlenebilmektedir.

Spesifik bir substratin hidrojen iiretim performansinin belirlenmesinde iki
kriter sik olarak kullanilmaktadir: Birincisi kiiltiir miktar1 ya da bakteri kuru
agirhgina dayanan gaz Uretim hizidir (miktar/zaman), ikincisi ise substrat
kullanim verimidir. Substrat kullanim verimi, hidrojen iiretimi i¢in ne kadar
substratin kullanildigin1 ifade eder ve teorik olarak substrat basina iiretilen

hidrojenin ger¢cek mol degeridir.

C.H,0, + (2x — z) H,0 — (y/2 + 2x - 2)H, + xCO,

Yiizde substrat kullanim verimi i¢in ifade:

% Substrat Kullanim Verimi =100* (gercek hidrojen iiretim degeri / teorik

hidrojen {iretimi)

Isik yogunlugu

Foto-fermantasyonda maksimum hidrojen tretimi i¢in gerekli en dnemli
sartlardan biri de optimum 151k kullanimidir. Florasan, halojen, optik fiber, neon
tiplerden secilen yapay 1s1k kaynaklari foto-fermantatif bakteriler ile hidrojen
tretiminde kullanilabilir. Foto-biyoreaktor i¢in yalniz giines 15181 kullanilabilecegi

yapay 151k kaynaklari tek, ikili ya da kombinasyonlar halinde de kullanilabilir.

Isik  donlisim  verimi mikroorganizma tipine gore degismektedir.
Laboratuvar kosullarinda, R. Sph.. ile % 6-8 maksimum enerji doniisiim verimi
(hidrojen gaz1 iiretiminin yanma enerjisi/ perdeli 151k enerjisi olarak ifade edilir)
elde edilmistir (Miyake et al., 1982). Oksijensiz ortamda hiicre biiylimesi i¢in
4000-6000 liikks ve hidrojen iiretimi i¢cin 6000-10000 liiks 151k siddeti tercih
edilmektedir (Basak and Das, 2007). Genellikle foto-biyoreaktorler disaridan
aydinlatilmaktadir ve aydinlatilan tarafin dis yiizeyine diisen 151k siddeti goz
oniinde bulundurulmaktadir. Sasikala et al., (1991), R. Sph. 0.U.001 igin

optimumun tizerindeki 151k siddetinin biyokiitlenin biiylimesini olumlu etkiledigi
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ve foto-hidrojen iiretimini inhibe etmedigini rapor etmistir . Baska bir ¢alismada
ise, fotosentetik bakteri kiiltiiriinlin siirekli aydinlatma ile karsilastirildiginda
karanlik ve 1s1k dongiilerinin kullanilmasinin hidrojen {iiretimini arttirdigi rapor
edilmistir (Koku et al., 2002).

Nath and Das (2009), R. Sph. O.U.001 susu ile 1s1k yogunlugunun hidrojen
iiretimi lizerine etkisini arastirdiklar1 bir ¢alismada; 1s1k siddetinin arttirilmasinin
toplam gaz igerisindeki hidrojen iceriginin ve hidrojen iiretim hizinin artmasina
sebep oldugunu rapor etmislerdir. Fakat, 151k yogunlugunun arttirilmas: ile
birlikte, 151k doniisiim verimi azalmistir. Maksimum 151k doniisim verimi % 0.51
olarak, 2500 liiks gibi oldukga diisiik 151k yogunlugunda, gézlenmistir. R. Sph.
0.U. 001 susu ile yapilan baska bir ¢calismada, 151k yogunlugunun arttirilmasi ile
birlikte hidrojen tiretim hizinin arttig1 ve yaklasik 18500 liikks doygunluga ulastig
rapor edilmistir. Yine aym1 ¢alismada, infrared 1518imm yoklugunda hidrojen
tiretiminin % 39 oraninda diistligii, ve karanlik periyotlarda hidrojen iiretilmedigi

gozlenmistir (Uyar et al., 2007).

Sicaklhik

Foto-fermantatif bakterilerin metabolik yol izinin hidrojen iiretimine dogru
kaydirilmasinda, optimum reaksiyon sicakligi Onemli yer tutmaktadir.
Rhodobacter tiirlerinden hidrojen tiretimi i¢in optimum ortam sicakligi 31-36° C
arasinda degismektedir. Prosesin maliyetinin diisiiriilmesi i¢in sicaklik kontrol

sistemi ekonomik Onem arz etmektedir.

2.6. Foto-Fermantasyonda Kullanilan Reaktor Konfigiirasyonlar:

Foto-fermantatif hidrojen iiretiminde kesikli ve siirekli reaktorler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kesikli sistemlerde, kiimiilatif hidrojen tiretimi hiicrelerin
durgun faza ulasmasi ile sona ermektedir. Siirekli sistemlerin kullanilmasinin
avantaji, hiicre popiilasyonunun tercih edilebilir seyreltme hizinda eksponansiyel
biiylime fazinda tutulabilmesidir. Siirekli hidrojen iiretimi, R. Sph. (Eroglu et al.,
1998), R. Rub., Rp. Cap. ve R. Cap. tirleri i¢in uygulanabilir bulunmustur.
Kesikli proses i¢in, 6000 liikks 151k siddetinde, 7.5 mM malik asit iceren
400 mL’ lik foto-biyoreaktdr icin en yiiksek hidrojen tiretimi 2 mL Hy/L
kiiltiir/saat olarak bulunmustur. Bununla birlikte, gece boyunca biiyiitiilen 30 mL
bakteri kiiltiirii ve 100 mL taze ortam ilavesi ile (siirekli fermantasyon) hidrojen
tiretim hiz1 20 mL H,/L kiiltiir/saat’e ¢ikarilmistir (Eroglu et al., 1998). R. Cap.
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icin 0.04 saat seyreltme hizi/saat ve 6000 liiks 151k siddeti altinda 80 mL H,/ L
kiltiir/ saat hidrojen iiretim verimi slirekli fermantasyon i¢in rapor edilmistir. Shi
and Yu (2006), asetat (1.8 g/l), propiyonat (0.2 g/l) ve biitirat (1.0 g/l) karisimin1
kullanarak R. Cap. ile asilanmis siirekli foto-fermantasyon denemeleri sonucunda
maksimum hidrojen {iretim hizin1 37.8 mL H,/g kuru hiicre/saat, 151k doniisiim

verimini % 3.69 ve substrat donilislim verimini % 45 olarak rapor etmislerdir.

Sabourin-Provost and Hallenbeck (2009), tarafindan yapilan caligmada
biyodizel iiretimi sonucunda agiga c¢ikan ham gliserolden foto-fermantasyonla
hidrojen {iretimi iizerine g¢alisilmistir. 125 mL ortam iceren serum siselerinde
30°C ‘de 50 wattlik halojen lamba 1siklandirilmasinda 6 mol Hy/mol gliserol

verimlerine ulasilmistir.

(Calismada ayni zamanda degisik azot kaynaklarinin gliserolden hidrojen
iretimine etkisi arastirilmistir. Hidrojen iiretim prosesi nitrojenazla katalizlenen
bir proses oldugu i¢in onun sentezine izin veren ortam kompozisyonlarini
kullanmak Onemlidir. Artan amonyum oraniyla (0 mM’dan 4 mM’a)
mikroorganizmalarin yogunlugunun artti§i goriilmiistiir. Ancak artan biyokiitle
yogunlugunun 15181in gecirgenligini azalttigi goézlenmistir. Ayrica glutamatla da
yapilan calismada 2 mM glutamat ile 6.2 mol Ha/gliserol verim degerlerine
ulagilmistir. Calismada hem ham hem de saf gliserol kullanilmis arada ¢ok fark
olmadig1 gozlenmistir. Yapilan paralel caligmalarda 4 mM glutamatin azot
kaynagi olarak katildig1 ortamda 3.9 mol H»/mol saf gliserol ve 4 mol Hy/mol ham
gliserol; 6 mM glutamatin azot kaynagi olarak katildigi ortamda 3.5 mol H»/mol

saf gliserol ve 3.1 mol Hy/mol ham gliserol sonuglar1 elde edilmistir.

Mikrobiyal yakit hiicrelerinde elektrik {iretebilen mikroorganizmalar son
yillarda yogun ilgi ¢ekmektedir. Ancak bu sistemlerde yiiksek giic liretebilen ¢ok
az sus mevcuttur. Mikrobiyal bir yakit hiicresinden izole edilmis Rp. Pal. DX-1
susu ‘nun (3600 liks) aynmi cihazda kullanilan karisik kiiltiirden daha yiiksek
yogunlukta gii¢ lirettigi gdzlenmistir. Bu susun ¢ok degisik substratlari (ugucu yag
asidi, yeast extract ve thiosiilfat) kullanabildigi gozlenmistir. Bu ¢alisma ile foto-
fermantatif bakterilerin direk elektron transferi ile verimli bir sekilde elektrik

tiretebildigi gosterilmistir (Xing et al., 2008).

Rp. Pal. WP3-5 susu ile asetattan hidrojen firetilmesi ilizerine Giines
Enerjisi ile Optik Fiber Reaktorii (SEEOF) ve Foto-Biyoreaktor (PBR) ile yapilan

calismada giines enerjisinden 1s1k alan optik fiberlerle i1siklandirmay1 igeren
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kombine bir 1s1klandirma sistemi kullanilmistir. PBR tungsten filament bir lamba
ile 1siklandirilmistir. 50 mL ‘lik kesikli ve 1800 mL’lik siirekli reaktorlerde
calisitilmistir. Calisma sonucunda 2.45 mol H,/mol asetat 1800 mL’lik siirekli
sistem ile ise 48 saat hidrolik alikonma zamaninda 3.24 mol/L/saat verimlere
ulagilmistir (Chen et al., 2008).

Uzerinde yaygin olarak ¢alismalar yapilmis hibrit sistemlere 6rnek olan bir
caligmada karanlik fermantasyon ortaminin ¢ikis suyu, degisik oranlarda
seyreltilerek Rp. Pal. WP3-5 ortamina verilmistir. En yiiksek foto-H, {iretim
performansi en iyi 1:2 oraninda 10.72 mL/L/h olarak ve 6.14 mol H,/mol siikroz

olarak elde edilmistir. %88.1’lere varan H; iiretimleri gozlenmistir (Chen et al.,
2010).

Yine Chen et al. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada iki asamali
karanlik fermantasyon sisteminde C. Pas. ile 3.80 mol H,/mol siikroz elde edilmis
karanlik fermantasyon sonucu agiga ¢ikan asetik ve biitirik asit bakiminda yogun
olan ortam R. Pal. WP3-5 ortamina verilmis ve iki asamali sistem sonucu
hidrojen iiretim verimi 10.02 mol Hy/mol siikroz olarak elde edilmistir. Kimyasal
Oksijen Ihtiyact (KOI) giderim verimleri %72 olarak elde edilmistir. Foto-
biyoreaktdr ortamina tutunma ylizeyi olarak %2’ lik tasiyici kil eklenmesi ile
hidrojen iiretim verimlerinin 14.2 mol H,/mol siikroza yiikselmis KOI giderimi

%90’lara ulasmustir.

Karanlik fermantasyon ¢ikis suyunda yogun olarak bulunan bes degisik
VFA ¢esidinin (malat, asetat, propiyonat, biitirat, laktat) ve bu organik asitlerin
karisimlarinin R. Sph. O.U. 001 susu igeren fotobiyoreaktdrde hidrojen iiretimi
icin kullanilmas: iizerine yapilan ¢aligmada en yliksek hidrojen tiretimi malatla 24
mL H»/L reaktor.saat olarak elde edilmistir. En yliksek biyokiitle konsantrasyonu
1.65 g/l olarak asetat iceren ortamlarda gerceklesmistir. Substrat doniisiim
verimleri %14-50 arasinda degisirken, malat tiiketim hizi 0.026 mol/saat ‘e
ulasilmistir. Karisim beslenen ortamlarda once asetat sonra propiyonat sonra da

biitiratin kullanildig1 gézlenmistir (Uyar et al., 2009).

Yeni izole edilmis foto-fermantatif bakteri susu ZX-5 ile atik sudan hidrojen
liretimi {izerine yapilan bir ¢alismada susun biiyiime araliklar1 5.5-9.5 olarak
belirlenmigtir. ZX-5’in 22 c¢esit karbon kaynagimi kullanma potansiyeli
incelenmis, 15 tanesi ile hidrojen iretilebildigi gozlenmistir. ZX-5 ile hidrojen

doniisiim verimleri, siiksinat, laktat ve biitirattan %89.7, %81.5 ve %71.5 olarak
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elde edilmistir. En yiiksek hidrojen tliretim hiz1 118 mL/L.saat olarak biitirattan
elde edilmistir (Tao et al., 2008).

Chen et al. (2006), asetat1 karbon kaynagi olarak kullanarak Rp. Pal. ile H,
dretimi lizerine yaptiklari calismada 1siklandirma  yOnteminin  etkisini
incelemislerdir. Optik 1siklar, halojen lamba, tungsten filament lamba ve
birlesimleri karsilastirilmistir. Karbon kaynagi olarak asetat, azot kaynagi olarak
glutamik asit kullanilmistir. En yiiksek hidrojen iiretim hizi ve hidrojen verimleri
tungsten lamba ile sirasiyla; 20.9 mL/saat.L olarak ve 2.47 mol H,/mol asetat
olarak elde edilirken en yiiksek hidrojen verimleri ve {iretim hiz1 {i¢ 1s1klandirma
kaynaginin da birarada kullanildig1 sistemde 3.15 mol H,/mol asetat ve 38.2

mL/L.saat olarak elde edilmistir.

Lo et al. (2010), yaptiklar1 ¢alismada enzimatik hidroliz ve karanlik-foto
fermantasyonun entegre sistemi ile nisastadan H, iiretimini incelemislerdir.
Nisasta once sirali kesikli reaktdrde Cal. Tai. ile parcalanarak 0.5 g indirgenmis
seker/g nisasta verimi elde edilmistir. Hidrolize olmus nisasta’dan 0.22 L H,/L
reaktor/saat Hy tiretimi C. But. ile pH 5.8-6 da 37°C de 12 saat HRT kosulunda
elde edilmistir. Karanlik fermantasyon ¢ikis suyu kullanilarak 35°C de 6830 liiks
1siklandirmada pH 7 de 48 saat HRT kosullarinda Rp. Pal. WP3-5 ile 16.1 mmol
H,/g KOI ve 3.09 mol H,/ mol glikoz verim degerleri elde edilmistir.

Nisastanin hidrolizi sonucu elde edilen seker c¢ozeltisi substrat olarak
kullanilarak foto-fermantasyonla hidrojen {liretimi {izerine yapilan baska bir
calismada 1ti¢c degisik kaynaktan alinmis (RV, NRRL, DSMZ) suslar
kullantlmistir. En iyi sus ile (DSMZ) 178 mL kiimiilatif H, iiretimi, 1.23 mol
H,/mol glikoz hidrojen verimi ve 46 mLH»/g biyokiitle spesifik hidrojen iiretim
degerleri elde edilmistir (Kapdan et al., 2009).

Ekonomik bir foto-fermantatif biyohidrojen {iretimi; 151k enerjisinin uygun
substrat konsantrasyonu ve hiicre bliylimesinde optimum kosullarin saglanmasiyla
gerceklesecektir. Bu proseslerde gilinlimiizde asilmasi gereken en biiyiik
dezavantaj diislik enerji verimlerini yenmek i¢in kurulmasi gereken ve biiyiik alan
kaplamas1 gereken reaktorlerdir (Ozgiir et al., 2009). Bunun igin heniiz uygun
tasarim tamamlanmamistir ancak Gadhamsetty ve ark. (2008) foto-
fermantasyonda biyohidrojen iiretiminde proses dinamiklerinin tespiti i¢in kinetik
model gelistirmislerdir. Hiicre biiylimesi, substrat tiiketimi, hidrojen iiretimi,

biyokiitles inhibisyonu, 151k etkisi ve substrat etkisi gibi 17 parametreyi
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incelemislerdir. Model biyokiitles olarak R. Sph. se¢mis substrat olarak da malik
aside karar vermislerdir. Literatiirde var olan datalardan yola ¢ikmis aralarinda
korelasyon katsayis1 0.9 olan 4 ayr1 arastirmacinin verilerinden faydalanmiglardir.
Yapilan model simiilasyonu ile hidrojen veriminin 4000-7000 liks lere

cikabilecegini tespit etmislerdir.
2.7.  Immobilizasyon
Immobilizasyonun tarihgesi

[lk defa 1950°li yillarda enzimler suya dayanmikli sistemler icinde
tutuklanarak verimleri arttirilmis; geri doniistiirme ve saflastirma islemlerinde
kolaylik saglanmistir. Bu teknik daha sonra gelistirilmeye devam edilmis ve ilk
defa 1969 yilinda endiistriyel dlgekte enzim immobilizasyonu gerceklestirilmistir.
Immobilizasyon sistemlerindeki gelistirme islemleri 1970°li yillarda ¢oklu
immobilizasyon ve ko-faktor seklinde gelistirilmeye devam edilmistir. Ayni
yillarda Abbott, Jack, Zajic ve Vieth tarafindan hiicre immobilizasyonu
denemeleri baglatilmistir. Tirlerin saf bir sekilde immobilizasyonu seklinde
baslayan caligmalar daha sonra fermantasyon teknolojilerinde de uygulanmaya
devam edilmigstir. O yillarda immobilizasyon i¢in: “Mikrobiyal hiicrelerin belirli
bir alana metabolik aktivitelerini devam ettirecek ve tekrar kullanilmalarini
saglayacak ortam kosullar1 saglanarak hapsedilmesi” tanimi yapilmistir. Daha
sonraki ¢aligmalarda biyofilm olusumunun da bir immobilizasyon yontemi oldugu
kanaatine varilmistir. Atkinson ve Davies ilk defa tam karistirmali mikrobiyal

film fermantorii terimini ortaya atmistir (Webb et al., 1996).

Fermantasyon prosesleri mikroorganizmalarin hiicre kiiltiirii ve kiiltiirlenmis
hiicrelerin kompleks metabolik aktiviteleri sonucu ortaya ¢ikan fermantasyon
tirtinleri tanimlarini kapsamaktadir. Fermantasyon proseslerinde
immobilizasyonda en dnemli faktor hiicrelerde fizyolojik bir baski olusturmadan
iiriiniin elde edilebilmesidir. Arastirmacilar i¢in immobilizasyon g¢aligmalar1 hala

giiniimiizde merak konusu olmaya devam etmektedir (Webb et al., 1996).
Hiicre immobilizasyonu
Bir fermantasyon ortammin en Onemli bilesenleri mikroorganizma

gruplaridir. Askida sistemlerde fermantasyon ortaminda mikroorganizmalar

akiskan ortamin bir pargasidir. Ortamdan s1vi uzaklastirilmasi durumunda hiicreler
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de uzaklastirilmaktadir. Siirekli ve tekrarli kesikli sistemlerde hiicrelerin geri
doniisiiniin  saglanamamasindan dolayr bu olduk¢a olumsuz bir durumdur.
Hiicrelerin metabolik aktivitelerini kaybetmeden uygun ortama hapsedilmeleri
ancak immobilizasyonla miimkiin olabilmektedir. Bu durum hiicrelerin ve ortamin
hidrodinamik  karakterlerini g6z Oniinde bulundurarak, efektif hiicre
yogunlugunun saglanmasi ile miimkiin olacaktir. Iimmobilizasyon bazi tekniklerle
gerceklestirilebilecegi gibi kendiliginden de olusabilir. Atik su sistemlerinde
biyofilm olusumu bu duruma 6rnek olarak gosterilebilir (Webb et al., 1996).

Immobilizasyon yontemleri

Gilinimiize dek yapilan ¢ogu hiicre immobilizasyonu sisteminde enzim
immobilizasyon yontemlerinden esinlenilmistir. Hiicrelerin fizyolojisine en uygun
immobilizasyon yonteminin sec¢ilmesi ¢ok onemlidir. Fermantasyon proseslerinde
hiicreler canli, ¢ok sayida olmalidir bunun yani sira biiyliyen ya da biiylimeyen
hiicreler seklinde olabilirler. Fermantasyon proseslerinde bir diger 6nemli etmen
de hiicrelerin tekrar kullanim olanaklar1 ya da ortamdan uzaklastirilmalarinin
gerekliligidir. Giiniimiize dek gergeklestirilen teknikleri belirli ana bagliklar
altinda; tutuklama, tutundurma, kiimeleme, yiizeyler arasina alma seklinde
gruplandirabiliriz (Sekil 2.2)(Webb et al., 1996).
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Sekil 2.2. Hiicre immobilizasyon yontemleri (Webb et al., 1996).



28

Tutundurma

Immobilizasyon tekniklerinden hiicrelerin kat1 bir yiizey saglayiciya belirli
yontemlerle baglanmasi tutundurma ydntemi olarak adlandirilmaktadir. Icerdigi
mekanizma tam olarak anlasilamamakla beraber hiicrelerin ylizeylere adezyonu
yaygin kullanilan bir fenomen ve ¢ogu calismanin ana yontemidir. En kolay
yontemlerden biri olarak adlandirilmakla birlikte sarap ve atik su teknolojileri gibi
bilinen en eski teknolojilerden itibaren yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Gelistirilen sistemler bireysel parcaciklara tutundurma seklindedir. Tutundurma
icin yaygin olarak kullanilan kati1 pargaciklar; kum, tas, aga¢ parcaciklari ve
camlar seklindedir (Webb et al., 1996).

Tutundurulmus hiicreler dis ¢evre ile dogrudan bir iliski i¢ine girerek kayma
kuvvetleri gibi olumsuz etkilere maruz kalarak kopmak zorunda kalabilirler. Bu
dezavantajinin yani sira bu immobilizasyon sistemlerinde besinle hiicrenin direk
temast saglanmasi arada kiitle aktarimindan dolay1 olusabilecek kayiplarin ortadan
kaldirilmasi gibi avantajlar1 da mevcuttur. Olusacak biyofilmin kalinligin1 kontrol
altinda tutmak oldukca zor bir islemdir. Yine de tutundurma ydntemi oldukca
ucuz, uygulanmasi kolay ve hiicre yogunlugunun saglanmasi acisindan faydali bir
yontemdir (Webb et al., 1996).

Tutuklama

Tutuklama yontemi gozenekli yapilarin 6nceden veya hiicreyle karsilagma
aninda olusturularak  hiicrelerin  olusturulan bdélgeye hapsedilmesi ile
gerceklestirilir. Hiicre biliylimesi hiicre ve destek materyali tipine bagli olarak
degisir. In situ olarak olusturulmus poroz malzemelerle hemen her ¢esit hiicrenin
immobilizasyonu gerceklestirilebilir. Ancak bazi durumlar ve bazi hiicre tipleri
icin toksik etki gosterebilir. Poroz malzemelerle tutuklama da seramik,
gozeneklendirilmis cam malzeme, gibi malzemelerle mikro-poroz yapilar
olusturulabilir. Makroskopik seviyede ise biiyiikk gozenekli destek yapilar
olusturulabilir. Atkinson tarafindan c¢elik tel ve kopiklii yap1 olarak iki tip
makroporoz malzeme gelistirilmistir. Tutundurulmus hiicrelerin  tersine
tutuklanmis hiicreler dis bolgelerde olugan kayma etkisinden korunabilirler. Bu tip

sistemlerde biyoreaktorlerde hic askida hiicre gozlenmez (Webb et al., 1996).

Bagka bir tip tutuklama yontemi ise hiicreleri ¢camursu bir yap1 ya da jel

icersinde malzeme ile birlikte karistirmak kosuluyla tutuklanmasidir. Bu
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yontemde hiicre canliligt malzemenin fiziksel yapisindan higbir sekilde olumsuz
etkilenmeyecektir. Bu islem i¢in K-carrageenan, agar, aljinat, kalsiyum aljinat jeli
en ¢ok kullanilan polisakkarit jellerdir. Hemen her mikroorganizma tiirii jellesme
yontemiyle tutuklanabilir. Kalsiyum aljinat fosfat varligi veya gaz olusumu
gozlenen proseslerde kararliliklarini koruyamazlar. Jelle tutuklama yontemleri
ortamda bulunan bazi sivilardan olumsuz etkilenme ya da hiicrelerin hizlica

bliyliyerek tutuklanma alanlarindan tagmasi gibi dezavantajlara sahiptir (Webb et
al., 1996).

Kiimelenme

Sabit yatak ya da akiskan yatakta kullanilabilecek bir immobilizasyon
yontemidir. Hiicreler floklagma prosesi ile bir araya toplanirlar. Kule reaktorlerde
dogal olarak floklagmis maya hiicreleri ile bira iiretimi gergeklestirilebilen
proseslerdendir. Fungal misellerin kiiresel kiimelenmeleri atik su aritma
tesislerinde aktif ¢amur i¢in yol gosterici bir immobilizasyon yontemi olmustur.
Normal ve dogal olarak floklasmayan mikroorganizmalarda belli kosullar altinda
floklastirict ajanlar kullanilabilir (Webb et al., 1996).

Bariyerler arasina alma

Hiicreler bariyer arasina ya da arkasma alma yontemiyle de immobilize
edilebilirler. Bariyer ortami iki tane birbiri i¢inde ¢Oziinmeyecek sivi ile
saglanabilir. Daha ¢ok hayvan hiicre kiiltiirlinde kullanilan bu yontem hassas
hiicrelerin bir membran ardindan besin alimma devam etmesini saglayan
sistemlerdir. Mikro ve ultrafiltrasyon yontemleriyle hiicreler geri kazanilir (Webb
et al., 1996).

Immobilize hiicrelerde metabolik degisiklikler

Immobilize hiicrelerin iizerinde olusabilecek metabolik etkiler:

o Biiytime karaktesitikleri konusunda sikintilar gézlenebilir. Hiicreler
hizli bir sekilde biiyliyeceginden ortama verilen besin miktar1 yetmeyecektir ve

hiicreler yol-izlerini yeni kosullara gore degistirecektir.

. Yiizey gerilimi/osmotik basing etkisi oksijen alim hizinin artmasi

seklinde olumlu bir etki olusturabilir.
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. Indirgenmis su aktivitesi oksijen bagimlilig1 fazla olan proseslerde

olumsuz etki yapabilir.

. Hiicre-hiicre iletisimleri 0Ozellikle Okaryotik hiicrelerde belirli

biyosentetik aktivitelerde olumlu etki yapabilir.

. Hiicre morfolojisinde degisimler olumlu yonde olabilecegi gibi
olumsuz olarak da prosesi etkileyebilir. Asir1 biiyliyen hiicreler tutuklanmissa
tutuklama materyalini  parcalayabilecekleri gibi tutundurma yOntemiyle
tutunduruldularsa birbirlerinin besin ya da oksijen tutunmasini etkileyebilir,
kayma gerilimden etkilenme oranlar1 artabilir.

o Membran gecirgenliginde iyilesmeler Ozellikle hayvan hiicre
kiiltiirlerinde besine ulasma ve ayirma saflagtirma basamaklarinda kolaylik

saglayacaktir.

° Ortam temini konusunda, kullanilacak ortamin tutunma

materyaline toksik etki etmeyecek kimyasallardan olusmasit ¢ok dnemlidir.

o Difuzyon kisitlamalar1 konusunda, jel icine hapsederek tutuklama
islemlerinde olumsuz etkiler gozlenebilir. Besine veya oksijene ulagamayan
hiicreler yol izlerini degistirebilir.

Immobilize sistemlerin askida sistemlere gire avantajlart

e Geri doniisiim ve saflastirma maliyetlerinin azaltilmasi

e Yiiksek alikonma zamanlarinda hiicre yilkanmasinin 6nlenmesi

e Mikro ¢evresel kosullarin iyilestirilerek yiiksek performans saglanmasi

¢ Bazi durumlarda genetik kararliligin artmasi

e Kayma geriliminden hiicrelerin korunmasi

e [yilestirilmis kiitle transferi

e [yilestirilmis iiriin verimleri
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e lyilestirilmis reaktor secenekleri

e lyilestirilmis iiriin kararlig1

e lyilestirilmis reaksiyon segiciligi

e Yiiksek hiicre konsantrasyonlari (Webb et al., 1996)

Karanlik fermantasyonla immobilize biyoreaktorlerle hidrojen iiretimi

Giliniimiizde kullanilan enerji kaynaklar1 kiiresel 1sinma cevre kirliligi ve
saglik problemlerinin baglica kaynagi durumuna gelmistir. Biyoyakit iiretimi
tarimsal {iriin tiretiminin fazlasinin ya da atiklarinin degerlendirilmesinin yani sira
CO, emisyonlarinin da diisiiriilmesine yardimei olur. Anaerobik proseslerle etanol
ve metan Uretimi, tarimsal atik degerlendirmesinin en yaygin O6rneklerindendir
(Gavala et al., 20006).

Hidrojen enerjisi fosil yakitlara alternatif bir enerji kaynagi haline gelmistir
(Zhang et al., 2010). Hidrojen temiz geri doniistiiriilebilir ve verimli olmasindan
dolay1 gelecegin enerji kaynaklarindandir. Yakit hiicreleriyle elektrige

dontistiirilebilmesi cazibesini artirmaktadir (Wu et al., 2005).

Askida hiicre sistemleri karanlik fermantasyonla H, {iretimi i¢in en sik
kullanilan sistemdir. Ancak askida hiicre sistemlerinin siirekli operasyonu yiiksek
seyreltme hizlarinda yikanarak uzaklasma sorunu ve H, iiretim aktivitesi i¢in

biyokiitlenin geri dondiiriilmesi gibi gereklilikleri vardir (Wu et al., 2005).

Metan igermeyen hidrojen agirlikli biyogazin CSTR sistemlerinde
kullanilabilmesi i¢in ana prensip hidrojen lireten bakterilerin yiliksek hizda lireme
avantajin1 kullanmaktir. CSTR sistemlerinde HRT camur alikonma zamanina
(SRT) esit oldugunda optimum iiretim gozlenir. HRT kisaltildiginda metanojenik
arkealar biilyiime hizlar1 daha yavas oldugundan sistemden yikanarak uzaklagirlar.
CSTR, pH ve HRT gibi cevresel parametrelere ¢ok duyarlidir. Yukar: akish
anaerobik sistemler ile immobilize biyokiitle inert tasiyicilar iizerine
tutundurularak hidrojen iiretimi gergeklestirilebilir. Immobilize sistemlerin diger
avantajlan yiiksek yiikleme, toksisite ve soka yiiksek tolerans gosterebilmeleridir.
Bu sistemler sabitlenmis biyokiitle acisindan da oldukca avantajlidir. Sabitleme

prosesi olarak graniillesme olusumundan faydalanilmaktadir. Ancak bu sistem
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yaklasik 120 giin uzun reaktor baslatma ihtiya¢ duyar. Buna karsilik kat1 tutunma
yiizeylerine mikrobiyal tutundurma sistemleri iyi bir alternatif olarak
sunulmaktadir (Zheng et al., 2005).

Giliniimlize dek yapilan c¢alismalarda ortak bir kaniya varilamamasinin
nedenlerinden biri reaktor konfiglirasyonu iken bir digeri kullanilan karisik
konsorsiyumun standart 6zelliklere sahip olmamasidir. Ayni ortamdan alinan
karisik konsorsiyum igin bile hidrojen iiretim performanslar agisindan farkliliklar
gbzlenebilir. Bazi immobilizasyon c¢aligmalarinda kat1 pargaciklar {izerine
biyofilm seklinde tutundurma yonteminin jele hapsetmeye gore daha avantajli
oldugu kanisina varilmistir. Jele hapsetme yonteminde kiitle transferlerinin yani
sira uzun dénemli kullanimlarda hapsetme materyalinin dayaniksizlik géstermesi
gibi sorunlar ortaya ¢ikmustir. Graniil c¢amur sistemlerinin ise biyofilm
sistemlerine gore daha avantajli oldugu one siirlilmiistiir. Bazi biyofilm
tutundurma yontemlerinde kullanilan destek materyalinin de reaktérden
uzaklastigr gozlenmistir. Hidrojen iireten mikroorganizmalarin spesifik biiylime
hizlar yliksek oldugunda biyofilmde olusacak hizli kalinlagsma yine kiitle aktarimi

sorunlarini beraberinde getirecegi sdylenmektedir (Zhang et al.,2008).

Graniillesme proseslerinde ise spontane graniillesme islemi diisiik HRT ile
yukart akigli reaktorler veya CSTR tipi reaktorlerde saglanabilir. Ancak
graniillerin olugmast i¢in uzun baslatma zamanlarina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Graniillesme islemlerinde kolon reaktorler silindirik aktif karbon, kiiresel aktif
karbon, toprak veya siingerle %90-99 porozite kosullarinda doldurulabilir.
Yaklasik 4.8 saat HRT kosullarinda tasiyict tipine bagli olarak graniillesme
goriilmeye baslanabilir. Graniil ¢amur olusumunda tasiyicilarin rolii hala tam
olarak anlasilamamakla beraber baglatict ¢ekirdek rolii {istlendikleri
diisiiniilmektedir. Graniillesme islemi ¢esitli anyonik ve katyonik polimerlerle de
hizlandirilabilir (Zhang et al., 2008).

Zhang et al. (2008) siirekli sistemlerde askida ve immobilize sistemleri
karsilastirmak icin yaptiklari calismada; pH’ y1 5.5 te sabit tutarak mezofilik
kosullarda askida, biyofilm ve graniil ¢amur sistemlerinin yan1 sira CSTR ve
akiskan yatak ile hidrojen iiretimi gergeklestirmislerdir. CSTR ile 0.32 L/L.saat;
Graniillesmis mikroorganizma igeren reaktorde 3.2 L/L.saat ve akigkan yatak ile

6.4 L/l.saat H; tiretim verimleri degerlerine ulagsmislardir.



33

Anaerobik konsorsiyumun immobilizasyonu i¢in dayanikli sentetik
polimerlere hapsetme yontemi de kullanilabilir. Wu et al. (2005), etilen vinil
asetat (EVA) ko-polimer yeni bir sentetik polimer iireterek bunu anaerobik
konsorsiyumun immobilize edilmesinde kullanmiglardir. Mikroorganizmalar
polimer maddesi ve uygun oranlarda kolajen ve aktif karbonla karistirilarak
kiiresel immobilize pargaciklar elde etmislerdir. 40°C kosullarinda tekrarl kesikli
reaktor sistemleri ile slikrozu substrat olarak kullanarak gerceklestirdikleri
caligmada askida sistem denemelerine nazaran 3 kat iyilestirme gergeklestirerek

1.74 mol Hy/mol siikroz verim degerine ulagsmislardir.

Yine aym grup 2007 yilinda yayinladiklari ¢alismada (Wu and Chang,
2007) anaerobik konsorsiyumu kompozit polimerik bir matrix olan
polimetilmetakrilata hapsederek kesikli ve siirekli reaktor karsilastirmasi
yapmuglardir. Her iki reaktor konfigiirasyonunda 35°C de ve 20 g/L siikroz ile
calismislardir. Kesikli reaktor ile 238 mL H,/L. Saat, siirekli reaktor ile 4-8 saat
alikonma siirelerinde ortalama 1.8 L Hj/L.saat verimlilik degerleri elde
etmislerdir. Glikozdan H; iiretimi askida (CSTR) ve yukari akish ¢amur yatakli
(UASB) reaktorlerde mezofilik ve termofilik kosullarda karsilagtirilmistir. CSTR
denemelerinde termofilik kosullarda yiiksek hidrojen iiretim hizi ve diisiik
mikrobiyal kiitle kosullarini bir araya getirmistir. Bu kosullarda 6 saatlik alikonma
siiresinde 104 mmol Hy/saat/L/g VSS (Ucucu Kati Madde); mezofilik kosullarda

ise 12 mmol Hy/saat/L/g VSS hidrojen iiretimi gézlenmistir.

UASB reaktorii ile CSTR ile yapilan ¢aligmaya nazaran daha diisiik
alikonma degerlerinde hidrojen iiretimi pH ve glikoz tiiketimi agisindan daha
kararli bir iiretim gozlenmistir. 2 saatlik alikonma siiresinde UASB ile 19.05
mmol Hj/saat/LL CSTR ile 8.42 mmol H,/h/L hidrojen iiretim degerleri elde
edilmistir. UASB ve CSTR reaktorler arasinda teknik olarak ve ekonomik

verimlilik arasinda ters bir iliski oldugu gosterilmistir (Gavala et al., 2006).

Anaerobik akiskan yataklar (AFB) immobilize biyoreaktor konfigiirasyonu
olarak yaygin bi¢imde kullanilmaktadir. AFB reaktorde tutunma materyali olarak
aktif karbon kullanilan bir ¢alismada (Zhang et al., 2007) 37°C’de pH 4
kosullarinda HRT kademeli olarak 4 ‘ten 0.5 saate diisiiriilmiis, siikroz
konsantrasyonu ise 10 g/L’den 30 g/L’ye c¢ikarilmistir. HRT degerleri
diisiiriildiikce H, kompozisyonunda %61 den %57 ye diisme gozlenirken ayni
zamanda hidrojen tiretim verimlilik degerleri maksimum 2.36 L Hy/saat/L reaktor

olarak elde edilmistir.
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Reaktoriin  baslatilma sisteminin etkisini incelemek {izere yapilan bir
calismada (Zheng et al., 2008) iki ayr1 sistemden birincisinde reaktor kesikli
olarak  asillanip  zenginlestirilmis  plastik  tasiyicilarla  digeri  sadece
zenginlestirilmemis plastik tasiyicilarla doldurulmustur. Ikinci tipte inokulum 4
giin yavasca elle eklenmistir. Her iki sistemde siirekli besleme ilk giinden
baslatilmistir. Her iki deneme de 70 °C’ de gergeklestirilmistir ve substrat olarak
glikoz kullanilmistir. Zenginlestirme kiiltiiriiyle 6nceden asilanan plastik tasiyicili
reaktorde bir ay baslangi¢ zamanina ihtiya¢ duyulmus ve 2.21 mol Hy/mol glikoz
tikketim degerleri elde edilmistir. Diger reaktorde ise 8 giin baslangi¢ zamanina
ihtiya¢ duyulmus ancak 0.69 mol H,/mol glikoz tiiketim verimleri elde edilmistir.
Basarili  bir immobilizasyon isleminde hidrolik basing uygulamasinin,
biyokiitlenin yikanarak uzaklasmasi riski s6z konusu olsa da olumlu etki

yapabilecegi belirtilmistir.

Graniillesme prosesi iizerine yapilan ii¢ yillik bir ¢calismada (Yu and Mu.,
2006) karisik asidojenik populasyonun; atik su segiciligi, reaktdr konfigiirasyonu,
hidrolik alikonma zamani, giris substrat konsantrasyonu ve organik ylikleme
hizlarindan etkilendigi gosterilmistir. Reaktor performansini etkileyen ana
parametreler olan; pH, sicaklik, besin ihtiyaci, yiikseltgenme-indirgenme
potansiyeli gibi parametreler arasinda giris substrat konsantrasyonu ve HRT nin
de diger kosullara gore daha etkili olduklar1 6ne siiriilmiistiir. Wu and Chang
(2007) tarafindan UASB reaktorii ile hidrojen {iretiminin fizikokimyasal
incelemesi lizerine yapilan c¢alismada hiicre dist ortamda graniillerdeki
protein/karbonhidrat oraninin diisiik tutularak daha yiiksek hidrojen iiretim
degerlerinin elde edilmesi, karbonhidratlarin proteinlerden daha onemli bir rol

tistlendikleri gostermistir.

Sabit yatakli (fixed-bed) reaktorlerde biyohidrojen iiretimi lizerine yapilan
baska bir ¢alismada (Chang et al., 2002) ¢camur orijinli, hidrojen {ireten bakteriler
ile degisik dolgu malzemelerinin biyohidrojen iiretimi Tlizerine etkisi
karsilastirilmistir. Sabit yatakli reaktor sistemlerinde ii¢ degisik porozlu dolgu
malzemesi; loofah sponge (LS) , genisletilmis kil (EC) ve aktif karbon (AC) ile
hidrojen iiretim bakterilerinin alikonmasi iizerine ¢alisilmistir. Immobilizasyon
malzemelerinin biyofilm olusumu; kesikli ve siirekli sistemlerde hidrojen iiretimi
lizerine etkilerinin karsilastirilmasi sonucunda LS ‘nin biyokiitle immobilizasyonu
icin verimsiz bir malzeme oldugu, EC ve AC’ nin daha iyi biyokiitle verimleri
sergiledigi gozlenmistir. Daha sonra EC ve AC siirekli reaktorlerde

kullanildiginda ise siikrozun karbon kaynagi olarak kullanilmasi ile 0.5-5 saat
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alikonma siirelerinde EC reaktoriinde (300 mL) 2 saat HRT siiresinde 0.415 L
H/saat/L reaktdr iiretimi gdzlenmistir. Ote yandan AC (300 mL ) reaktdriinde 1
saat alikonma siiresinde 1.32 L Hj/saat/L reaktor iiretimi gozlenmistir. AC
reaktoriinde yapilan 6lgek biiylitme isleminde reaktor hacmi 3 L’ye cikarildiginda
1-3 saat HRT siirelerinde 0.53-0.68 L Hj/saat/L {iretimi gézlenmistir. Bir siire
sonra reaktor 75°C de termal muameleye tabi tutuldugunda hidrojen tiretim hiz1 1

saat HRT degerinde 1.21 L Hy/saat/L reaktor iiretim degerine ylikselmistir.

Wu et al. (2002), evsel aritma ¢camuru immobilize ederek anaerobik sartlarda
hidrojen gaz1 iiretimini incelemislerdir. Hiicre immobilizasyonu aktif karbon
(AC), politiretan (PU) ve akrilik lateks ve silikon (ALSC) ile kimyasal ya da
fiziksel olarak modifiye edilerek jelde tutuklama yaklagimi ile gerceklestirilmistir.
Degisik immobilizasyon materyallerinin kesikli reaktorlerde hidrojen {iretimine
etkisi aragtirtlmistir. Stikrozun karbon kaynagi olarak kullanildig: sistemde asetik
asit ve biitirik asit’in agiga ¢ikan metabolik yan iiriinler olduklar1 gbzlenmistir.
Aktif karbonun aljinat jeline eklenmesi ile yani CA/AC hiicre sisteminin
olusturulmast ile hidrojen iiretim hizinin arttig1 gézlenmistir. Poliliretan ve akrilik
lateks/silikonun immobilize hiicrelerin mekanik giicliniin ve isletim stabilitesini
arttirirken hidrojen liretim hizinda diisiise neden oldugu gézlenmistir. Michelis-
Menten yaklasgimi ile yapilan kinetik analizler sonucunda CA/AC hiicrelerinin
hidrojen tiretimi i¢in daha yiiksek aktiflikte biyokatalizler oldugu PU ve ALSC
hiicrelerinin ise substrata daha yliksek afinitesi oldugu sonucuna varilmistir.
ALSC hiicrelerinin ise PU ve CA/AC hiicrelerine nazaran daha yiiksek
dayanikliliga sahip olduklar1 gozlenmistir.

Endiistriyel seliilozik bir atik olan damitilmis {iziim posasindan karisik
kiiltiir kullanilarak fermantatif hidrojen {retimi iizerine yapilan bir calisma
sonucunda 80 g/L substrat konsantrasyonu ile 50° C’de ve pH 6 da asit ve 1s1l 6n
islem karsilagtirmasi yapilmistir. 7.9 mmol Hy/L.giin H; iretim hiz1 elde edilmistir

(Chuang et al.,2012).

Biiytik bas hayvan atiklarinin siikrozla karistirilarak net enerji kazaniminin
kat1 organik atiklardan karanlik fermantasyonla iyilestirilmesi iizerine yapilan bir
caligmada en iyi siikroz oran1 %4.5 olarak belirlenmis ve 2.9-5.3 M H,/M siikroz
verim ve 2-3.7 kj/gKOI net enerji kazanimi elde edilmistir (Perrera and

Nirmalakhandan, 2012).
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Gida atiklarindan anaerobik karisik kiiltiirlerle stirekli karistirmali tank
reaktorde yapilan bagka bir ¢aligmada 379 mL H,/L. giin hidrojen tiretim hizi, 261
mL H,/g VSS hidrojen verimi degerleri 60 saatlik HRT kosullarinda elde
edilmistir. Cikis suyunda baskin olan organik asitler asetik ve biitirik asit olarak
gozlenmigtir. PCR ile yogunluklu olarak Clostridium tirleri goézlenmistir

(Reungsang et al. 2013).

Melastan biyohidrojen iiretimi i¢in etanol tip fermantasyon ile HRT
etkisinin arastirildig bir ¢calismada CSTR’da 4-10 saat aras1 bes degisik HRT de 5
saatlik HRT degeri ile en iyi sonuglar elde edilmistir ve 12.27 L Hy/L.saat
hidrojen tiretim hiz1 gézlenmistir (Wang et al., 2013). Siikroz igerikli olan melas

oldukg¢a avantajli1 bir organik karbon kaynagidir.

Fasiilye atiklar1 (FA), misir saplart (MS) ve kentsel atiklarin organik
fraksiyonlarinin (KAOF) en yiiksek hidrojen iiretimi i¢in en uygun oranda
karigtirilmasi i¢in yapilan ¢alisma sonucunda box-behnken tasarimi ile 40.45 g/L
kentsel atiklarin organik fraksiyon, 30° C sicaklik, 7.9 pH ve 86.26 saat HRT
kosullarinda 57.73 mL H,/gVSS elde edilmistir. Oncesinde yapilan tarama testleri
sonucunda optimum KAOF:FA:MS orani ;15:15:0 olarak belirlenmistir (Sekoai
and Kana, 2013).

Stit ve siit iriinleri endistrisi atiksularinda biyohidrojen {iretiminin
optimizasyonu i¢in yapilan ¢alismada Box-Behnken tasarimi kullanilmis, substrat
konsantrasyonu, pH, KOI/N ve KOI/P oranlari sirasyla; 15.3 g KOI/L, 5.5, 100.5
120 oldugunda 13.54 mmol H,/g KOI hidrojen verimi elde edilmistir (Gadhe et
al., 2013).

Icecek atiksularmin konsatrasyonu, inokulum konsantrasyonu ve pH
degerinin keskli karanlik fermantasyon prosesine etkisi lizerine yapilan bir
calismada kentsel atik aritma ¢camuru inokulum olarak kullanilmistir. 1 L H,/L
ortam maksimum H, tiretimi ve 0.12 LH»/L reaktor.saat hidrojen iiretim hizi elde
edilirken cikis suyunda en fazla asetat ve biitirat goriilmiistiir (Wicher et al.,

2013).

Wu et al. (2007) tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada fermantatif hidrojen
tiretimi Oncelikle 4-12 saat arasinda degisen HRT kosullarinda siirekli karistirmali

tank reaktorde askida kiiltlirlerde incelenmistir. Hidrojen iiretim hizinin (HPR)
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HRT degerinin 12 saatten 6 saate diisiiriiliirken arttig1 ve 6 saatte optimum degeri
olan 0.6 L Hy/saat/L reaktor degerine ulastigi gozlenmistir. Ancak HRT degeri
daha fazla diisiiriildiigiinde Ozellikle 4 saatte, biyokiitle miktarinin azalmasina
(1.63 g VSS/L) bagli olarak hiicre yikanmasindan dolay1 ¢ok fazla diisiis
gostermistir. Silikonla immobilize edilmis anaerobik biyoreaktér (ICSAB) veya
toz halinde aktif karbonla immobilize edilmis hiicrelerin (AGSB) anaerobik
biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi gozlenmistir. Her iki immobilize reaktor
sisteminde de biyokiitle alikonmasinda gelisme goézlenmistir. AGSB siteminde
biyokiitle konsantrasyonu 10.3 g VSS/L degerine ylikselirken hidrojen iiretim
performansinda ise 0.97 L Hy/saat/L reaktor degerine yiikkselme gozlenmistir.
DGGE ve 16 sRNA yontemleri ile yapilan bakteriyel komiinite analizlerinde

immobilize reaktor sistemlerinde daha farkl: tiirlerin baskin oldugu gézlenmistir.

Lin et al. (2006) silikona immobilize edilmis anaerobik ¢amur igeren draft-
tube akiskan yatak reaktorle fermantatif hidrojen iiretimi iizerine yaptiklar
calismada 8 L calisma hacminde bir reaktorii 2.2-8.9 saat hidrolik alikonma
zamanlarinda 5-40 g/L arasinda degisen giris konsantrasyonlarinda denemeler
gerceklestirmislerdir. Yapilan caligmalar sonucunda diisen alikonma zamani ya da
artan siikroz konsantrasyonlarinda volumetrik hidrojen iiretiminde artig gozlerken,
hidrojen veriminde diisiis go6zlemislerdir. En yiliksek hidrojen iiretim hiz1
2.27+0.13 L Hay/saat/L reaktor olarak 40 g/L giris konsantrasyonunda 2.2 saat
hidrolik alikonma zamaninda elde edilmistir. En yiiksek hidrojen verimi ise; 4.98
+0.18 mol Hy/mol siikroz olarak 40 g/l siikkroz konsantrasyonu ve 8.9 saat hidrolik

alikonma zamaninda elde edilmistir.

Immobilize sistemlerde saf kiiltiirlerin kullamildig1 pek ¢ok calisma
gerceklestirilmistir. Jo et al. (2008), yemek atiklar1 aritma tesisinden izole edilmis
C. Tyr. JMI susunun immobilize edilmesiyle biyolojik hidrojen iiretimini
incelemiglerdir. C. Try. JMI atiksu aritma tesisinden 16 sSRNA gen sekanslama ve
amplifiye edilmis ribozomal DNA restriksiyon analizi ile izole edilmistir.
Politiretan kopilikte immobilize edilmis mikroorganizmalarla doldurulmus sabit
yatakli reaktorde 2 saat hidrolik alikonma zamaninda 7.2 L H/L. giin maksimum
hidrojen tiretim hizina ulasilmistir. Hidrojen yiizdesi %50 iken substrat doniisiim

verimi % 97.4 olarak elde edilmistir.

Zhu et al. (2006), hidrojen liretiminde azotun olumsuz etkisi nedeniyle azot
icerigi diisiik olan tofu atik suyunu karbon kaynagi olarak kullanarak agar jelde
immobilize edilmis R. Sph. ile yaptiklar1 ¢alismalarinda 2.1 L/saat/m” jel hidrojen
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iretimi goézlemislerdir. Bu miktar kontrol grubu olarak kullandiklar1 glikoza gore
oldukca yiiksek olmasinin yanisira immobilizasyon sayesinde de 50 saate kadar
hidrojen iiretimi rapor edilmistir. Hidrojen verimi 1.9 mL/mL olarak glikozun

substrat olarak kullanildig1 sistemlere nazaran %53-65 oraninda daha yiiksektir.

Kat1 matris olarak lignoseliilozik materyallerin kullanilarak Enterobacter
Cloacae ITT-BT 08 immobilize edilmesiyle siirekli hidrojen tiretimi degisik
reaktor konfigiirasyonlarinda incelenmistir (Kumar ve Das, 2001). Maksimum
hidrojen tiretimi konik ve romboid tipli reaktorlerde elde edilirken bu reaktorlerde
hidrojen iiretiminde problem olusturan gaz tutulma zamaninin da kontrol altina
alindigr gozlenmistir. Maksimum hidrojen iretimi 75.6 mmol/L.saat olarak
0.93/saat seyreltme hizinda ve 6.4 geri doniisiim hizinda elde edilmigstir. Stirekli
sistemin kullanilmasiyla kesikli sisteme nazaran 2.1 kat daha yiiksek hidrojen

tiretimi elde edilmistir.
Immobilize sistemlerle foto-fermantatif biyohidrojen iiretimi

Askida hiicre sistemleri ile biyohidrojen iiretimi giliniimiize dek yaygin
olarak c¢alisilmistir. Askida hiicre sistemlerinin mikroorganizmalar ve substrat
arasinda iyi kiitle transferinin ger¢eklesmesi gibi dnemli bir avantaj1 vardir. Ancak
diisik HRT kosullarinda reaktor i¢inde olusacak hiicre yikanmalar1 sonucunda
yeterli hiicre yogunlugunun saglanamamasi gibi bir dezavantaji da bulunmaktadir.
Bunlara ek olarak askida sistemler diisiik miktarda hidrojen iiretim degerleri,

diisiik verimler ve diisiik 151k doniisiim verimleri ile tanimlanmaktadir.

Ozellikle kimyasal madde iiretimi ve eczacilik uygulamalarinda
mikroorganizma immobilizasyonu konusu yaygin bir uygulama alanina sahiptir.
Immobilizasyon teknikleri genel olarak adsorpsiyon (biyofilm olusumu) |,
enkapsiilasyon ve tutuklama seklinde iige ayrilmaktadir. Immobilizasyon
isleminde dikkat edilmesi gereken en 6nemli nokta immobilizasyon i¢in segilen
materyalin toksik olmamasi, dayanikli olmasi ve kiitle aktarim performansinin iyi
olmasidir (Keskin et al., 2011). Tiim immobilizasyon tekniklerinin kendine 6zgii
avantaj ve dezavantajlar1 vardir (Hallenbeck, 1983). Karanlik fermantasyonla
yapilmis immobilizasyon yontemlerinin hidrojen iiretimi ve biyokiitle
konsantrasyonuna olumlu etkileri gosterilmistir (Zhang et al., 2008). Yapilan
degisik c¢alismalarda 0.5 ve 4 saat arasinda degisen hidrolik alikonma
zamanlarinda degisik immobilizasyon yontemleri ile 0.93-7.33 L/L/saat arasinda

hidrojen {tiretim hizlar1 gozlenmistir. Askida sistemlerle elde edilen hidrojen
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iiretim hizlar1 0.15-0.58 L/L/saat degerleri arasinda degismektedir (Zhang et al.,
2007;  Hallenbeck, 2009). Foto-fermantasyon islemlerinde yapilacak
immobilizasyon islemlerinde dikkate alinmasi gereken en onemli konular 151k
penetrasyonu ve 1s1k kullanim verimleridir (Liao et al., 2010). Diisiik maliyeti ve
kolay elde edilebilirligi nedeniyle jel tutuklama yontemi yiliksek miktarda
biyokiitle konsantrasyonu saglamasi ve anaerobik ortamin olusabilmesi nedeniyle
oldukca yaygin bir immobilizasyon teknigidir. Ancak bu yontemlerde distik
mekanik dayaniklilik, uzun doénemlerde diislik stabilite gibi dezavantajlar
gozlenmektedir. Agar, agaroz, aljinat, carrageenan ve kitosan en ¢ok kullanilan
immobilizasyon malzemeleridir. Agar, agaroz ve c-carrgenan iginde tutuklanmis
Rp. Palile yapilan bir c¢alismada boncuk c¢apmin 3 mm den 0.05 mm ye
diisiiriilmesi ile hidrojen iiretim degerleri 145 ten 272 pmol H,/g kuru madde /saat
degerine yiikselme gostermistir (Fissler et al., 1995). Rp. Pal.’in polivinil alkol-
124 ve carragenan tozuna tutuklanmasi ile siirekli isletim ii¢ ay siirmiis ve 2.61
mmol Hy/L/saat hidrojen tiretim hizi ve 3.59 mol Hy/mol glikoz verimleri elde
edilmistir (Wang et al., 2010). Bu immobilizasyon materyali daha yiiksek
mekanik dayanikliliga sahip oldugu gosterilmistir. Benzer seklinde Tian et al.
(2009), yaptiklar1 calismada PVA-borik asit graniillerine Rp. Pal. CQK 01’1
immobilize ederek seffaf, porozlu yap1 gibi 6zellikleri artirmislardir. Hidrojen
iiretimi 20 glin boyunca slirmiis, jeller uzun sure dayaniklilik gostermis ve 60 mM
giris glikoz konsantrasyonu ile 3.6 mmol /g kuru hiicre/saat hiz ve 0.23 mol
H,/mol substrat verimleri elde edilmistir. Immobilize kiiltiirler icin atik sular da
substrat olarak kullanilabilir. Zhu et al. (1999) tofu atiksuyunu substrat olarak
kullanarak R. Sph. ile %2’ lik agar jelde 2.1 L/saat/m”> maksimum hidrojen iiretim
hiz1 ve 1.9 mL/mL atiksu verimler elde etmislerdir. Bu ¢alismada ayni1 zamanda
bakterinin amonyumun inhibe edici etkisinden de korundugu kararma varilmistr.
PVA i¢ine hapsetmeye dayali immobilizasyonda elde edilen basarili ¢aligmalar
sonucunda PVA yonteminde polimerin cagraz baglanma kapasitesi artirilarak
LentiKat® gelistirilmistir. LentiKat® lens sekilli hidrojeller seklinde kolay
kosullarda oda sicakliginda ve kisa siirede {iretilebilir. Reaktdrde uzun siire
kalabilme ve difiizyon limitlerinin yiiksek olmasi avantajlarina sahiptir. Yiiksek
mekanik stabiliteye sahiptir ve biyobozunmasi olduk¢a giictiir. Yiiksek
sicakliklart da tolere edebildiklerinden dolayr 55 °C’ye kadar termofilik
sicakliklarda immobilizasyon malzemesi olarak kullanilabilirler (Schlieker and
Varlop, 2006). Daha 6nce polimer iiretiminde kullanilan bu malzemenin foto-
fermantatif bakterilerin tutuklanmasinda kullanilmasiyla hidrojen {iiretiminde

iyilesmeler oldugu gozlenmistir (Keskin et al., 2013)
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Biyofilm olusturma yontemi de uzun donem alikonabilen biyokiitle ve {iriin
inhibisyonundan korunma gibi avantajlara sahiptir. Buna ragmen bu sistemlerde
diisiik 151k donilisim verimi gibi dezavantajlar da mevcuttur (Zhang et al., 2010).
Isik kullanim verimini ve hidrojen iiretim verimlerini artirmak amaciyla cam
boncuklarin kullanildig1r bir ¢alismada pH ve substrat konsantrasyonun sistem
performansina etkisi incelenmistir. 0.12 M giris glikoz konsantrasyonun ve bu
degerden yiiksek degerlerin substrat inhibisyonuna neden oldugu kanisina
vartlmigtir. En 1yi degerler ise %56’ lik doniisiim ile 5000 liiks degerinde elde
edilmistir (Tian et al., 2010). Baska bir ¢calismada Rp. Pal. CQ 01 cam bir levha
iizerine tutundurulmus, biyofilm olusumuna, yapiya ve hidrojen olusumuna
illuminasyon etkisi arastirilmistir. SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) analizi
ile en biiyiik parcaciklarin 590 nm’ de elde edildigi ve 151k yogunlugu ve dalga
boyunun biyofilm olusumunda etkili oldugu gozlenmistir. Maksimum hidrojen
{iretim hizt 11.2 mmol /m?/ saat seklinde 70 mL/saat hizinda hidrojeni 60 mM
glikoz giris konsantrasyonunda 0.25 mol Hy/mol glikoz seklinde %38.9 151k
doniisim hiziyla elde edilmistir (Liao et al., 2010). Diiz cam yiizeylerle
karsilastirildiginda cam boncuklarin, yiizey alanini artirabilmesinin yanisira iyi bir
kiitle transferi ve iyi bir 151k penetrasyonu sagladigi bilinmektedir. Poroz cam
malzemelerin en 6nemli avantaji toksik olmamalaridir. Poliiiretan kopiikler, cam
boncuklara alternatif olarak kullanilan tutundurma malzemeleridir. Poliliretan
kopiiklerin dayaniklilik, yliksek yilizey hacim orani gibi avantajli 6zellikleri vardir.
Politiretan kopiik R. Sph. GL-1 poliiiretan kopiik yiizey (5 mm kalinlik 114 mL
hacim ve 0.5-1 mm por ¢ap1) igeren cam kiivet seklinde 210*150*8 mm reaktorde
kullanilmistir. En yiiksek H, iiretimi (0.21 mLH,/saat/mL matrix) olarak 2040
liiks 151k yogunlugunda elde edilmistir. Laktatin hidrojene doniisiimii artan 151k

yogunluguyla artmis ve 865 derecelere ulagsmistir (Fedorev et al., 1998).

Karanlik fermantasyon c¢alismalarinda aktif karbon aktif kil, silika
parcaciklar1 gibi malzemelerin sisteme eklenmesinin sistem performansini
artirdig1 gozlenmistir (Lee et al., 2004a). Bu teknik foto-fermantatif bakterilerde
de uygulanmistir (Lee, 2004b). Rp. Pal. WP3-5 aktif karbon, silika jel,
genlestirilmis kil (hepsi %2 oraninda) katilarak 2 g KOI/L asetattan hidrojen
liretimi incelenmistir. Reaktdr icine optik fiber; ve dis 151k kaynaklarinin
kullanildig1 reaktor sisteminde 3000 liks 151k yogunlugu elde edilmistir. 26
mL/L/saat hidrojen iiretim hiz1 ve 2.34 mol Hy/mol asetat verim elde edilmistir.
SEM ile yapilan analizlerde Rhodobacter hiicrelerinin tasiyici yiizeye biyofilm
seklinde yapistig1 gézlenmistir (Chen et al., 2006).
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Sonug olarak siirekli foto-fermantasyonun pek ¢ok avantaji bulunmaktadir.
Hiicre immobilizasyonu siirekli hidrojen {iiretimi i¢in askida sistemlere nazaran
daha verimli bir yontemdir. Jel tutuklamasi ve biyofilm teknikleri genis uygulama
alan1 bulmustur. Yukarida tartisildigi gibi her sistemin kendine has avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Simdiye kadar yapilan calismalarda immobilizasyonun
yiiksek biyokiitle konsantrasyonunun daha diisiik reaktdr hacimlerinde ve yliksek
verimlerde elde edilmistir. Atik sularinda kullanilabilme avantaji nedeniyle
gelismeye acik sistemlerdir.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Analitik Yontemler

3.1.1. Kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) analizi

Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (KOI) Analizi “Standart Methods 5220.C
Closed Reflux Method” a gore yapilmigtir.

Reaksiyon tiiplerinin hazirlanmasi:

e Girisim yapabilecek kirlilikleri gidermek i¢in tiipler oncelikle %20’lik
H,SOy, ¢ozeltisi ile yikanir.

e Reaksiyon cozeltileri Cizelge 3.1°e gore tiiplere eklenir.
e Tipler dikkatlice kapatildiktan sonra karistirilir.

e 150 °C’de 2 saat sitildiktan sonra oda sicakhigina gelene kadar

sogutulur.

Dikromat indirgenmesinin olciilmesi:

e Absorbans Ol¢lilmeden dnce tiim kati pargaciklar ¢oktiiriiliir.

e Tiipiin etrafindaki parcaciklarin da ¢ozeltiye karigmasi saglanir.

¢ 600 nm degerde okumak iizere hazirlanmis spektrofotometreye tiipler

kapaklar1 agilmadan yerlestirilir.
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e Absorbans okunur ve kalibrasyon egrisiyle karsilagtirilir.
Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi

e Potasyum hidrojen fitalat ¢ozeltisinden KOI esdegeri 20-900 mg O,/mg L
arasinda olacak sekilde bes degisik konsantrasyonda reaksiyon tiipleri

hazirlanir.
e Standartlarin hacimleri de reaksiyon tiipleri gibi hazirlanir.
KOI tayininde standart egrinin olusturulmasi

Tiim oOrnekler icin spektrofotometrik yontemle KOI &lciimlerinin
yapilabilmesi i¢in Oncelikle standartlarla kalibrasyon egrisi hazirlanmalidir. Her
yeni ¢ozelti sistemi icin yeni kalibrasyon egrisi hazirlanmalidir. Kalibrasyon egrisi
icin 0, 20, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 mgO,/mg L konsantrasyonlarinda KHP
¢ozeltileri hazirlanir (Cizelge 3.1). KOI &lgiimleri icin lineer bir denklem elde
edilir (APHA; AWWA, 2001) . KOI i¢in elde edilen kalibrasyon grafikleri Ek
1’de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. KOI hazirlama prosediirii

Konsantrasyon
0 20 50 100 250 500 750 1000
(mgO,/mg L)
KHP hacmi
2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

(mL)
K,Cr,O 0Z.

S s s s | os | o1s | 1S 15 1.5
hacmi (mL)
H,SOy4 3, (mL) | 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5
Ornekler iyice karistirilir. 148 °C ‘lik 1s1tma bloguna yerlestirilir.
148°C 1s1tma blogunda 2 saat bekletilir.

Hesaplamalar:
KOI= (son hacimdeki mgO,*1000)/ mL drnek
3.1.2. Toplam seker analizi

Kolorimetrik  fenol-siilfiirikk  asit  yontemi, gidalar  icerisindeki

karbonhidratlarin toplam konsantrasyonun bulunmasinda kullanilan en yaygin
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metottur (Masuko et al., 2005). Toplam Seker Analizi Dubais metoduna gore
yapilmustir.

e Analizi yapilacak olan karbonhidratin renksiz ve temiz soliisyonu test

tiiplerine yerlestirir.

eDaha sonra fenol ve derisik siilfiirik asit eklenir. Fenol ve
karbonhidratlarin birbiri ile tepkimeye girmesinden dolay soliisyon sarimsi-
portakal renge doner. Rengin koyulugu ¢ozelti igerisindeki karbonhidrat
miktarina baghdir.

e Absorbans dlgiimiinde 490 nm dalga boyu kullanilir.

e Eklenen siilfiirik asit, ¢ozelti igerisinde bulunan biitiin indirgenmeyen
sekerlerin indirgen sekerlere doniismesini saglar. Boylece, bir ¢ozelti

icersindeki tiim karbonhidrat konsantrasyonu odl¢tilebilir.

eBu metot sitokiyometrik  olmadigindan, kalibrasyon  grafigi,

konsantrasyonu bilinen bir karbonhidratin, farkli seyreltmeleri ile hazirlanir.

Reaksiyon ¢ozeltilerinin hazirlanmast

o5 g fenol tartilarak 100 mL distile su igersinde 1sitilarak c¢oziinmesi

saglanir.

e Kolorimetrik bir 6l¢lim oldugu icin, denemelerde renksiz ve yliksek
saflikta (%99) siilfiirik asit (Merck, Co.) kullanilir.

Toplam seker analizi deney prosediirii
e Toplam seker analizi yapilacak olan ornekler, 10000 rpm de 10 dakika
santrifiij edildikten sonra, standart egrinin hazirlanmasinda kullanilan uygun

konsantrasyon oranina gore seyreltilir.

o Cizelge 3.2’de verilen hacimlerde deney tiipline 6rnek, fenol ¢ozeltisi ve
stilfiirik asit ilave edilir.

e Hazirlanan deney tiipleri vorteks yardimu ile karigtirilir.
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¢ 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilir.

e Siire bitiminde tekrar vorteks ile karistirilarak 25 - 30°C su banyosunda

inkiibasyona birakilir.

e Siire bitiminde kore karst 490 nm’de spektrofotometre ile ornekler
okutulur.

e Konsantrasyon, standart egrinin olusturulmasindan elde edilen lineer
denklem kullanilarak hesaplanir (EK 2).

e Standart egri konsantrasyon-absorbans grafigi ¢izilerek hazirlanir.

Cizelge 3.2. Toplam seker tayini yapilacak 6rneklerin miktarlari

TS$* Tayini Kimyasallari Kor Ornek

dH,0 (mL) 1 1 (Seyreltilmis drnek ¢ozelti)
% 5 Fenol Cozeltisi (mL) 1 1

Derisik H,SO,4 (mL) 5 5

*TS: Toplam seker

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi

¢ (0.1 g glikoz tartilir ve 100 mL’lik balon jojede 100 mL icersinde ¢oziilerek
1000 mg/L ’lik seker ¢ozeltisi hazirlanir.

¢ Bu ¢ozeltiden 10 mL alinarak yeni bir balon jojede distile su ile 100 mL
‘ye tamamlanir. % 0.01°1ik (100 mg/L) glikoz ¢ozelti elde edilir.

e Standart egri icin kullanilan glikoz konsantrasyonlart Cizelge 3.3’te

gosterilmistir.

e Hazirlanan standartlar {izerine deney prosediiriinde verilen hacimlerde

fenol ve stilfiirik asit ¢ozeltisi eklenir.

e Deney prosediirii uygulanir. Standartlar 490 nm’de spektrofotometrede
okutulur.
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e Konsantrasyona kars1i absorbans grafigi cizilir. Grafikten elde
edilen denklemden toplam seker konsantrasyonu bilinmeyen c¢ozeltinin
seker konsantrasyonu hesaplatilir. Toplam seker tayininde elde edilen

kalibrasyon grafikleri Ek 2°de yer almaktadir.

Cizelge 3.3. Toplam seker tayininde standart egrinin hazirlanmasi

Standartlar % 0.01’lik Glikoz Cozeltisi dH,0 Glikoz Konsantrasyonu
(mL) (mg/L)

Kor 0 1 0

Std 1 0.2 0.8 20
Std 2 0.4 0.6 40
Std 3 0.6 0.4 60
Std 4 0.8 0.2 80
Std 5 1.0 0 100

3.1.3. Askida kati madde (AKM) tayini

Askida katt madde (AKM), bir c¢ozelti icerisindeki filtre edilemeyen kati

maddeler olarak ifade edilir (APHA; AWWA, 2001). Askida Kat1 Madde Tayini
Standart Methods 2540.B’ye gore yapilmustir.

©0.45 um cam fiber membran filtre 1 saat siireyle 103-105°C’a ayarlanmis

etlivde tutularak sabit tartima getirildikten sonra desikatérde sogutulur.

e Cam fiber membran filtre tartilarak darasi alinir.

e Filtre vakum pompasina bagl filtrasyon aparati {izerine yerlestirildikten

sonra, 10 mL distile su ile 3 kez yikanir.

e AKM tayini yapilacak Ornekler iyice karistirildiktan sonra, vakum

pompast yardimiyla filtre edilir ve gecirilen 6rnek hacmi kaydedilir.

e Membran filtre porselen krozeye yerlestirildikten sonra yeniden 103-

105°C’da 1-2 saat sabit tartima gelinceye kadar etlivde kurutulur.

e Kurutulan filtre kagitlar1 desikatorde sogutularak tartilir.

e Elde edilen tartim sonuclari ile asagida verilen formiile gore AKM miktari

mg/L cinsinden hesaplanir.
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mg toplam askida kat: madde / L= (A-B) g x 10°/ 6rnek hacmi (mL)

A: filtre agirhigi + bakiye agirlig

B. Filtre agirlig

3.1.4. Gaz kromatografisi (GC) ile VFA (Ucgucu Yag Asidi) analizi

e Ucucu yag asitlerinden, asetik asit, propiyonik asit, biitirik asit, izobiitirik
asit, izovalerik asit, valerik asit, kapriyonik asit, izokapriyonik asit,
heptanoik asit ve alkol (etanol, butanol ve aseton) tayini Gaz Kromatografisi
(GC) (6890N Agilent Technologies Network GC System) Flame Ionization
Detektorii (FID) ve HP-FFAP 30 m x 0.25 mm kapiller kolon (J&W
Scientific) ile yapilir.

¢ Kolon baglangi¢ sicakligi olan 40 °C’de 3 dakika bekledikten sonra 20 °C
/dak. artislarla, 60 °C ‘ye ¢ikarilir ve 3 dakika beklemeden sonra, 30 °C /dak
artiglarla 120 °C’de 4 dakika bekletilerek son sicaklik noktasi olan 240
°C’ye 30 °C /dak artislarla ulasilir ve 240 °C’de 6 dakika bekletilir.

e inlet (enjektdr) ve detektdr sicakliklari, 240 °C olarak ayarlanir.

e Helyum sabit 103 kPa’da tasiyic1 gaz olarak kullanilir.

Kalibrasyon i¢in yiiksek saflikta GC standart ¢ozeltileri (Dr. Ehrenstorfer
GmbH) kullanilmustir.

GC analizi icin érnek hazirlama protokolii
e 1.5 mL hacminde 6rnek eppendorflara aktarilir.
e 10000 rpm’ de 15 dakika santrifiijlenir.

e Siipernatant siringa yardimiyla g¢ekilerek 0.22 pum ‘lik siringa

filtresinden stiziilerek temiz viallere aktarilir.

GC analizlerinde elde edilen kalibrasyon grafikleri Ek 3’ te yer almaktadir.
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3.1.5. Toplam gaz ve gaz yiizdeleri analizi

BHP (Biyokimyasal Hidrojen Potansiyeli) denemelerinde kesikli reaktor
iizerinde toplanan gaz cam siringalar yardimiyla ol¢iilmistiir (Sekil 3.1). Tepe

gazinin % gaz iceriklerine ise GC ile bakilmistir (Sekil 3.2).

Stirekli reaktdrde ise su tasirmali gaz diizenegi kullanilmustir. Kalibre
edilmis uzun ve silindirik borunun alt kism1 reaktoriin tepe gazina baglanmaktadir.
Alt kisimda yer alan diger cikistan gazin etkisiyle yer degistiren su, genis su

haznesine akar.

Denemelerde firetilen toplam gazin, igerigini olusturan gazlarin tespiti i¢in
GC (6890N Agilent Technologies Network GC System) Termal Kondiiktivite
Detektorii (TCD) ile ve Hayesep D 80/ 100 dolgulu kolon (ALLTECH)
kullanilmistir. Gaz Olglimii i¢in kullanilan GC metodunda, inlet (enjektor),
detektor ve kolon sicakliklari sirasi ile 120 °C , 140 °C, and 35 °C’dir ve argon 20
mlL/dak akim debisi ile tasiyic1 gaz olarak kullanilmistir. Yiiksek saflikta hidrojen,
metan ve karbondioksit (% 30 H,, % 30 CH4 ve % 30 CO,) iceren gaz karisimi

GC’nin gaz kalibrasyonu i¢in kullanilmistir.

Sekil 3.1. Toplam gaz 6l¢iimi
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Sekil 3.2. Gaz kromatografisi ile gaz yiizdesi dl¢timii

3.1.6. Yiiksek basin¢h sivi kromatografisi (HPLC) ile analiz metodu

Asetik asit, laktik asit, siiksinik asit miktarlar1 Refraktif Indeks Dedektorlii
(RID) Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC) ile tayin edilmistir. Analizler
icin Phenomenex Rezax RHM Monosaccharide (H+) 300 x 7.8 mm iyon
degistirici kolon kullanilmistir. HPLC metodunda yiiriitiicii solvent olarak SmM
H,SO4 cozeltisi kullanilmistir. Organik asitlerin analizi akis hizi 0.8 mL /dak,
kolon sicakligi 65°C, dedektor sicakligi 45°C, enjeksiyon hacmi ise 15 pL
kosullar altinda gerceklestirilmistir.

HPLC analizlerinde 6rnek hazirlamak i¢cin GC’de 6rnek hazirlama protokolii
kullanilmistir (Bkz. Boliim 3.1.4)

HPLC ile yapilan analizlerin kalibrasyon grafikleri ve grafiklerin korelasyon

katsay1 degerleri Ek’4 te yer almaktadir.
3.2. Mikrobiyal Analizler
3.2.1 Optik densite (OD)
Hiicre kiitlesinin tayini ic¢in hiicre siispansiyonlarinin optik yogunlugu
Ol¢iilmiistiir. Foto-fermantatif bakterilerin optik yogunluklari 600 nm dalga

boyunda Ol¢iilmiistiir. 2 mL 6rnegin spektrofotometre de besi ortamlarina karsi

okumalar1 yapilmistir.
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3.2.3. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizleri

Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi Malzeme Arastirma Merkezi (IYTE-
MAM, izmir)’'nde bulunan, malzemelerin yapilarin1 mikro ve nano boyutlarda
goriintiileyebilen Philips XL-30S FEG / FEI Quanta250 FEG marka SEM
(Taramal1 Elektron Mikroskobu) kullanilmistir (Sekil 3.3)

Ornekler karbon bant ile inert materyallerin {izerine yapistirilarak (bir
defada yedi 6rnek kapasiteli) goriintiillenmistir. (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. SEM analizi i¢in drneklerin hazirlanmasi (sol kare) ve Philips XL-30S FEG / FEI
Quanta250 FEG marka SEM taramali elektron mikroskobu (sag kare)

3.2.4. BET analizleri

Pomza tas1 Ornekleri yiizey alanlarinin tespit edilmesi i¢in Osmangazi
Universitesi Malzeme Arastirma Laboratuvarina (Eskisehir) gonderilmistir. BET

analizleri Quantachrome Autosorb 1C cihazi ile gerceklestirilmistir.
3.3. Istatistiksel Analizler
3.3.1. Box-Behnken istatistiksel deney tasarim

Box-Behnken istatistiksel deney tasarimi metodunda bagimsiz
degiskenlerin aksiyel ve faktoriyel noktalarina gore deney kosullar1 belirlenir.
Ornegin bagimsiz degiskenlerin sayis1 3 ise 15 farkli deney kosulu olusturulur.
Olusturulan deney kosullarinda elde edilen sonuclarla (yanitlar) birlikte uygun
istatistik programi ile polinomik bir formiil elde edilir. Elde edilen formiile ve R’
degerine bagh olarak yapilmamis denemeler hakkinda da fikir sahibi olmamizi

saglar ve 3 boyutlu diizlemde her 3 degiskenin bagimli degiskenlerimize etkisini
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inceleme olanagr bulunur. Tez c¢alismasi kapsaminda Design Expert 7.0

istatistiksel analiz programi kullanilmistir.
3.3.2. Varyans Analizi

Varyans Analizi (veya ANOVA, Ingilizce “ANalysis Of VAriance”
sozcuklerinin kisaltmasi) istatistik bilim dalinda, grup ortalamalar1 ve (gruplar
i¢i ve gruplar arasi varyasyon gibi) bunlara bagli olan islemleri analiz etmek i¢in
kullanilan bir istatistiksel modeller koleksiyonudur. Bu yontem ilk defa ingiliz
istatistik¢i ve genetik¢i Ronald Fisher tarafindan 1920'lh ve 1930'lu yillarda
gelistirilmistir.  En  basit sekliyle "Varyans Analizi" birka¢ grubun
ortalamalarinin birbirine esit mi esit degil mi oldugunu sinamak i¢in bir
cikartimsal istatistik sinamasi olur ve bu sinama iki-grup i¢in yapilan t-test
stnamasini ¢oklu-gruplar i¢in genellestirir. ANOVA bir parametrik ¢ikarimsal
metodu olup anakiitle ortalamalar1 arasinda farkin olup olmadigini sinamak ig¢in
kullanilir. Tez c¢alismast kapsaminda istatistiksel olarak ortalamalarin

karsilastiritlmasinda PAWS Statistics. 18.0 programi kullanilmistir.

3.4. Kinetik Analizler (Modifiye Gompertz Denklemi)

Kesikli reaktorlerde elde edilen hidrojen miktarmin kinetik agidan
standardizasyonu i¢in modifiye Gompertz denklemi kullamlmaktadir. R?
degerinin 1.000’a yakinlig1 hidrojen {iiretimi i¢in gerekli kinetik parametrelerin

dogrulugunun bir gostergesidir.

H=PF. exp{—e:-:p[ﬂ“;_ Ci—t)+ 1} }
H (mL) t (saat) zamanindan kiimiilatif hidrojen liretimi; P (mL) hidrojen iiretim
potansiyeli; Rm maksimum hidrojen {iiretim hiz1 (mL/saat) A ise lag zamanidir.
Tez calismasinda modifiye Gompertz denklemi ile katsayilarin hesaplanmasinda

Statistica 5.0 programi kullanilmistir.

3.5. Karanhk Fermantasyonla Kesikli Reaktor Denemeleri

Kesikli biyoreaktor denemeleri diger adiyla Biyokimyasal Hidrojen

Potansiyeli (BHP) testlerinde 100 mL hacimli koyu renkli siseler kullanilmistir.



51

Siselerde calisma hacmi 70 mL olarak belirlenmistir. Belirlenen oranlarda
inokulum, substrat ve bazal ortam konulduktan sonra kalan hacim su ile
tamamlanmistir (Sekil 3.4). Geriye kalan tepe gazi1 azot gazi ile yikanip
anaerobiklestirildikten sonra sise agizlar1 once kauguk tipa ardindan aluminyum
yiiziik ile sikica kapatildiktan sonra ters bir sekilde kutulara yerlestirilmistir (Sekil
3.5). Kesikli ¢alismalar 70 rpm 55 °C ‘lik inkiibatérde yapilmistir (Sekil 3.6).

TUBITAK-CAYDAG

109 Y 004
ONISUEM DENIALIRI

Sekil 3.5. Kesikli biyoreaktor drnekleri (2)

Sekil 3.6. Kesikli biyoreaktor 6rnekleri (3)

3.3.1. On islem gormemis biyokiitle ile substrat olarak siikrozdan

kesikli biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi

Biyolojik yollarla hidrojen iiretiminde 6nemli iki parametre olan pH ve

substrat konsantrasyonlarinin karsilastirmali incelenmesi i¢in 100’ er mL’lik
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kesikli reaktorlerde 70 ml calisma hacimli diizenekler kurulmustur. pH 4.5, pH 5.5
ve pH 6.5 kosullarinda 10, 30 ve 50 g/L substrat (siikroz) igerecek sekilde kesikli

reaktorler Cizelge 3.4’e gore hazirlanmustir.

Cizelge 3.4. On Islemden gegmemis biyokiitle ile kesikli biyoreaktdrlerde hidrojen iiretimini
incelemek iizere belirlenen deney noktalari

pH Substrat Konsantrasyonu

10 g/L

4.5 30 g/L

50 g/L

10 g/L

5.5 30 g/L

50 g/L

10 g/L

6.5 30 g/L

50 g/L

Kesikli reaktér denemelerinde higbir o6n isleme tabi tutulmamis
biyokiitleden hacimce %10, 100 kat yogun hazirlanmis bazal ortamdan hacimce
1/100 ve substrattan Cizelge 3.4’teki degerler elde edilecek sekilde koyulduktan
sonra reaktor ici pH degerleri yine Cizelge 3.4°teki degerlere gore ayarlanmis ve
reaktor tepe gazi azot ile yikandiktan sonra kauguk tipa ve alliminyum kapak ile
sikica kapatilmistir. Reaktorler ikiser tekrarli olarak hazirlanmistir. Glinliik olarak

toplam gaz degerleri cam siringa ile ve gaz ylizdesi degerleri gaz
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kromatografisinde Ol¢iilmiistiir. Gaz iiretimi sonlandiginda sise i¢i pH degerleri,

reaktdr i¢i KOI, toplam seker ve VFA degerleri 6l¢iilmiistiir.

3.3.2. On islem olarak asit muamelesi gormiis biyokiitle ile substrat

olarak siikrozdan Kkesikli biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi

Karisik konsorsiyum bilindigi iizere ¢ok ¢esitli mikroorganizma gruplarini
igeriginde barmdirmaktadir. Biyohidrojen tiretimi i¢in kullanilacak biyokiitleye
cesitli On islemler uygulanarak metanojenlerin baskilanmasi ve hidrojen {ireten

mikroorganizma gruplarinin baskin hale gegmesi saglanabilir.

On islem olarak uygulanabilecek yontemlerden ilki asit muamelesidir. Asit
muamelesinde 1 M *lik HCI ¢d6zeltisi ile biyokiitle pH degeri 3’e getirilir. 24 saat
55 °C lik inkiibatérde bekletilmesinin ardindan kesikli reaktorlerde inokulum

olarak kullanilir.

Kesikli reaktorler Cizelge 3.4’te yer alan deneme sablonu esas alinarak
ikiser tekrarli olarak hazirlanmistir. Boliim 3.1.1 ’de anlatilan 6l¢iim ve analizler

yapilmistir.

3.3.3. On islem olarak baz muamelesi gormiis biyokiitle ile substrat

olarak siikrozdan kesikli biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi

Biyokiitle icerisindeki metanojen kiiltiirlerin baskilanmasi1 ve hidrojen
tireten mikroorganizma gruplarinin baskin hale ge¢mesi i¢in uygulanabilecek bir

diger yontem ise baz muamelesidir.

Baz muamelesinde 1 N ‘lik NaOH ¢ozeltisi ile biyokiitle pH degeri 11 ‘e
getirilir. 24 saat 55°C’ lik inkiibatérde bekletilmesinin ardindan kesikli
reaktorlerde inokulum olarak kullanilir. Kesikli reaktorler Cizelge 3.4°te yer alan
deneme sablonu esas alinarak ikiser tekrarli olarak hazirlanmistir. Boliim 3.1.1.°de

anlatilan 6l¢iim ve analizler yapilmistir.
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3.3.4. On islem olarak bromoetanosiilfonat (BESA) muamelesi
gormiis biyokiitle ile substrat olarak siikrozdan Kkesikli

biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi

BESA (Bromoetanosulfonat) kimyasal metanojen inhibitoriidiir. BESA 6zel
olarak metanojenlerde bulunan koenzim M ile yapisal analog olmasindan dolay1
metanojen inhibitorii olarak kullanilabilir. 10 mM ile 100 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda hidrojen {retiminde iyilesme metanojen populasyonunda
azalma gozlenebilir. (Zhu et al., 1999; Wang and Wan, 2008).

Box-Behnken deney tasarimi kullanilarak; BESA (10-200 mM), substrat
konsantrasyonu (10-50 g/L) ve pH (4.5-6.5) bagimsiz degiskenlerinin
biyohidrojen {iretimi, hidrojen verimliligi, substrat verimi, KOI ve seker

kullanimina etkileri incelenmistir.

Kesikli reaktor igerikleri Cizelge 3.5’e gore hazirlanmistir. Karisik
konsorsiyuma  ¢esitli  konsantrasyonlarda BESA  eklenerek 30 dakika
karistirildiktan sonra kesikli reaktorlerde inokulum olarak kullanilmislardir. Her

deneme seti ikili tekrarlar halinde hazirlanmistir.

Cizelge 3.5. On islem olarak BESA muamelesi gérmiis biyokiitle ile kesikli biyoreaktorlerde
hidrojen tiretimini incelemek tizere Box-Behnken deneysel tasarim metoduna gore belirlenen
deney noktalari

Deneme No BESA Kons. (mM) Substrat Kons (g/L) pH
I 10 30 4.5
11 10 50 5.5
111 10 10 5.5

v 10 30 6.5
v 105 50 4.5
VI 105 10 4.5
Vil 105 30 5.5
VIII 105 30 5.5
IX 105 30 5.5
X 105 50 6.5
X1 105 10 6.5
XII 200 30 4.5
X1 200 50 5.5
X1V 200 10 5.5
XV 200 30 6.5
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3.3.5. On islem olarak Trikloroasetik asit (TCI) muamelesi gormiis
biyokiitle ile substrat  olarak  siikrozdan kesikli

biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi

Coklu parametreli optimizasyon c¢alismalarinda yaygin olarak kullanilan
Box-Behnken metodolojisi uygulanarak TCl konsantrasyonu (10 mM-200 mM),
substrat konsantrasyonu (10g/L-50 g/L) ve pH (4.5-6.5) bagimsiz degiskenlerinin
biyohidrojen iiretimi, hidrojen verimliligi, substrat verimi, KOI ve seker kullanimi

gibi parametrelere etkisi arastirilmistir (Cizelge 3.6).

TCl metanojen inhibitérii olarak bilinen bir diger kimyasal ajandir. Box-
Behnken tasarim metoduna gore belirlenen deney noktalari Cizelge 3.6 ‘da
verilmistir. Cizelge 3.6 ’daki degerler esas alinarak belirlenen araliklarda
anaerobik konsorsiyuma TCI eklenip 55°C de 30 dakika karigmaya birakilmistir.
Ardindan belirlenen 15 deney setindeki siikroz konsantrasyonu ve pH kosullari
saglandiktan sonra kesikli reaktorlerin tepe gazlari azot ile yikanip anaerobik
kosullarin saglanmasinin ardindan reaktdrlerin agz1 kaucuk tipa ve aliiminyum
yiiziik ile sikica kapatilmistir. Daha 6nceki boliimlerde agiklandigi gibi giinliik gaz
Ol¢iimleri almip gaz ylizdeleri tespit edilmistir. Gaz iretimi sonlandiginda ise

reaktorlerden 6rnekler alinarak gerekli analizler yapilmistir.

Cizelge 3.6. On islem olarak TCIl muamelesi gormiis biyokiitle ile kesikli biyoreaktorlerde
hidrojen tiretimini incelemek tizere Box-Behnken deneysel tasarim metoduna gore belirlenen
deney noktalari

Deneme No TCI Kons. (mM) Substrat Kons. (mM) pH
1 10 30 4.5
11 10 50 5.5
I 10 10 5.5

v 10 30 6.5
v 105 50 5.5
VI 105 10 4.5
VII 105 30 4.5
VIII 105 30 5.5
IX 105 30 5.5
X 105 50 6.5
XI 105 10 6.5
XII 200 30 4.5
XII1 200 50 5.5
X1V 200 10 5.5
XV 200 30 6.5
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3.3.6. On islem olarak 1sil islem gormiis biyokiitle ile substrat olarak

sitkrozdan Kkesikli biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi

Karisik konsorsiyumda hidrojen iireten bakterilerin baskin hale gegmesi i¢in
en yaygin olarak kullanilan yontem 1s1l islemdir. Simdiye dek gerceklestirilen pek
cok calismada ¢esitli sicakliklarin kullanildigi goriilmektedir. Box-Behnken
deneysel tasarim ile sicaklik (70-100°C), siikroz konsantrasyonu (10-50 g/L) ve
pH (4.5-6) bagimsiz degiskenlerinin biyohidrojen iiretimi, hidrojen verimliligi,
substrat verimi, KOI ve seker kullanimi1 gibi parametrelere etkisi
arastiritlmistir.Belirlenen 15 deney setindeki silikroz konsantrasyonu ve pH
kosullar1 saglandiktan sonra kesikli reaktorlerin tepe gazlari azot ile yikanip
anaerobik kosullarin saglanmasimin ardindan reaktorlerin agzi kauguk tipa ve
aliminyum yliziik ile sikica kapatilmistir. Daha 6nceki boliimlerde anlatildig: gibi
giinliik gaz Ol¢iimleri almip gaz yiizdeleri tespit edilmistir. Gaz {retimi
sonlandiginda  ise  reaktorlerden  Ornekler alinarak  analizlere  tabi
tutulmustur.Cizelge 3.7’ de yer alan kosullarda kurulan 15 kesikli reaktdr setinde
boliimde tanimlanan giinlik 6l¢iim ve gazlarin bitmesiyle birlikte analizler

gerceklestirilmistir. Her deneme seti ikili tekrarlar halinde hazirlanmistir.

Cizelge 3.7. On islem olarak 1s1l islem gormiis biyokiitle ile kesikli biyoreaktdrlerde hidrojen
iiretimini incelemek iizere Box-Behnken deneysel tasarim metoduna gore belirlenen deney

noktalari
Deneme No Sicaklik (°C) Substrat Kons. (g/L) pH

I 70 30 4.5
11 70 50 5.5
111 70 10 5.5
v 70 30 6.5
\Y% 85 50 4.5
VI 85 10 4.5
Vil 85 30 5.5
VIII 85 30 5.5
IX 85 30 5.5
X 85 50 6.5
XI 85 10 6.5
Xl 100 30 4.5
XII1 100 10 5.5
X1V 100 50 5.5
XV 100 30 6.5
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3.3.7. On islem olarak kloroform muamelesi gormiis biyokiitle ile
substrat olarak siikrozdan Kkesikli biyoreaktorlerde hidrojen

uiretimi

Calismamizin bu boliimiinde Boliim 3.1.1 ‘deki yontem ve dlgiimler esas
almarak yeni bir optimizasyon denemesi yapilmistir. Karisik konsorsiyumda bu
kez metanojen inhibitdri olarak bagka bir kimyasal ajan olan kloroform
kullanilmistir. Ardindan belirlenen 15 deney setindeki siikroz konsantrasyonu ve
pH kosullar1 saglandiktan sonra kesikli reaktorlerin tepe gaz azot ile yikanip
anaerobik kosullarin saglanmasinin ardindan reaktorlerin agzi kauguk tipa ve
aliminyum yiiziik ile sikica kapatilmistir. Daha 6nceki boliimlerde anlatildigr gibi
giinlik gaz Ol¢iimleri almip gaz yiizdeleri tespit edilmistir. Gaz {retimi
sonlandiginda ise reaktorlerden Ornekler alinarak Bolim 3.1.1°de anlatilan

analizlere tabi tutulmustur.

Coklu parametreli optimizasyon calismalarinda yaygin olarak kullanilan
Box-Behnken metodolojisi ¢alismanin bu kisminda kloroform konsantrasyonu,
substrat konsantrasyonu ve pH bagimsiz degiskenlerinin biyohidrojen iiretimi,
hidrojen verimliligi, substrat verimi, KOI ve seker kullanimi gibi parametrelere

etkisi arastirilmistir.

Bagimsiz degiskenler; kloroform yiizdesi (%0.05 mM-10 mM); siikroz
konsantrasyonu (10g/L-50 g/L) ve pH (4.5-6.5) ‘in hidrojen iiretim performansina
tizerine etkisi maksimum {retim i¢in optimum degerler tespit edilmeye
calistimistir. Cizelge 3.8’de yer alan kosullarda kurulan 15 kesikli reaktdrde
giinlik  hidrojen iretim performanslar1  incelenmis gilinlik analizler
gerceklestirilmistir. Karisik konsorsiyuma ¢esitli konsantrasyonlarda kloroform
eklenerek 30 dakika karistirildiktan sonra kesikli reaktorlerde inokulum olarak
kullanilmiglaridir  ancak kloroform ugucu bir madde oldugundan tekrar
denemelerinde uygun konsantrasyonlarda kloroform ilavesi giinliik olarak

yapilmustir (Cizelge 3.8). Her deneme seti ikili tekrarlar halinde hazirlanmigtir.
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Cizelge 3.8. On islem olarak kloroform muamelesi gérmiis biyokiitle ile kesikli biyoreaktdrlerde
hidrojen tiretimini incelemek tizere Box-Behnken deneysel tasarim metoduna gore belirlenen
deney noktalari

Deneme No Kloroform (%) Substrat Kons. (g/L) pH
I 0.05 30 4.5
1I 0.05 50 5.5

111 0.05 10 5.5
v 0.05 30 6.5
\Y% 5.025 50 4.5
VI 5.025 10 4.5
VI 5.025 30 5.5
VIII 5.025 30 5.5
IX 5.025 30 5.5
X 5.025 50 6.5
XI 5.025 10 6.5
Xl 10 30 4.5
X1 10 10 5.5
X1V 10 50 5.5
XV 10 30 6.5

3.4. Karanhk Fermantasyonla Siirekli Reaktor Denemeleri
3.4.1. Siirekli reaktor denemeleri icin pompa kalibrasyonu

Yapilan ¢alismada; kullanilan hidrolik alikonma zamanlarina gore (24 saat,
12 saat, 6 saat, 3 saat, 1.5 saat) beslemede kullanilacak akis hizi (mL/dak) ile
pompa kalibrasyonu yapilmistir. Belirlenen rpm’lerde calistirilan pompadan ne
kadar zamanda ka¢ ml ornek alindigma bakilmistir. Bu degerlere uygun bir

kalibrasyon egrisi ¢ikarilmistir (Ek 5). Elde edilen grafige gore;
rpm= 3.293 (akis hiz1)+0.542 ve R*=0.9994 denklemi bulunmustur
3.4.2. Bazal ortam

Karanlik fermantasyon denemeleri icin optimum anaerobik mikrobiyal
biliylime ve aktivite i¢in gerekli olan makro ve iz elementleri iceren bazal ortam
kompozisyonu Bazal ortam igerigi (g/L); NaHCO; (1.25); NH4Cl (2.5);
KH,P04(0.25); CaCl, (0.25). NiSO4 (0.032); MgS04.7H,0 (0.32); FeCl, (0.02);
Na;Mo004.2H,0 80.0144); ZnCl, (0.023); CoCl,.6H,O (0.021); CuCl,.6H,O
(0.01); MnCl,.4H,0 (0.03); maya oziitii (0.05); L-sistein-HCI (0.5).(Cetinkaya-
Dokgoz, 2010) Denemelerde kullanilan siikroz veya glikoz igeren besiyeri bu

bazal ortam ile zenginlestirilmistir.
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3.4.3. Mikroorganizmalarin tutundurulmasi

Stirekli reaktor denemeleri; reaktorlerin dolgu malzemeleriyle doldurulup
hazirlanmasindan sonra reaktorlere peristaltik pompa ile alttan bazal ortam igeren
as1 beslemesi HRT=24 saat kosullarinda yapilmistir. Asi, reaktoriin i¢ini tamamen
doldurduktan sonra giris ve cikistan belli araliklara 6rnek alimip AKM analizi
yapilmistir. Giris ve ¢ikis AKM konsantrasyonlari arasinda farkin birbirine yakin
c¢ikmaya basladigi noktada mikroorganizmalarin tutundugu anlasilmistir ve asi

sirkiilasyonu kesilerek taze besleme verilmeye baslanmistir.
3.4.4. Immobilize reaktorler (karanhk fermantasyon)
Seramik top dolgu malzemeli siirekli reaktor denemesi

Stirekli reaktor denemelerinde 250 mL hacimli reaktoriin i¢i seramik top
dolgu malzemeleri (Sekil 3.7) (EHEIM Substrat biofilter medium; 450 m*/L) ile
doldurulmustur. Dolgu malzemelerinin doldurulmasinin ardindan reaktor ¢alisma
hacmi 170 mL olmustur. Reaktor; alttan besleme kanallar1, degisik bolgelerden
ornek alabilmek i¢in yanlarda ii¢ ¢ikis1 ve bir adet gaz ¢ikisi bulunan silindirik bir
diizenektir (Sekil 3.8). Termofilik kosullar reaktor etrafina sarilmis silikon hortum
ve sirkiilator aracilifiyla saglanmistir (Sekil 3.9). Taze besleme reaktore alttan
verilip en Tlstteki ¢ikis borusundan ¢ikis suyu alinmistir. Reaktdrde biyokiitle
olarak termofilik reaktérden alinan ¢camur kullanilmistir. Reaktore taze besleme
peristaltik pompa ile verilmistir. HRT 24 saat-12 saat-6 saat-3 saat ve 1.5 saat
degerlerinde calisilmistir. Besleme siikroz ile 10 g/L olacak sekilde yapilmistir.
Taze beslemeler ve ¢ikis sular1 buz dolu kaplarda +4 C° kosullarinda tutulmustur
(Sekil 3.10). Giinliik gaz oOlctimleri su tasirmali gaz Olcerle Slgiildiikten sonra
giinde iki defa gaz kromatografisi ile gaz igeriklerine bakilmistir. Ayrica reaktor
giris ve cikis sularindan &rnekler ayrilarak KOI, Toplam Seker; VFA, AKM ve
UAKM (Ugucu Askida Kati Madde) analizleri yapilmistir. UAKM analizlerine
¢coziinmils 6rnek kullanildigi i¢in ve AKM degerleri ile ¢ok benzer sonuglar elde

edildigi i¢in son verilmistir.
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Sekil 3.9. Sirkiilatorle yapilmis 1s1 ceketi
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Sekil 3.10. Seramik dolgulu immobilize biyoreaktdr diizenegi

Pomza dolgu malzemeli siirekli reaktor denemesi

Siirekli reaktor denemelerinde 330 mL hacimli reaktor; alt kismindan 5 cm
olacak sekilde kalm pomza tas1 (0.76 m?/g), reaktériin orta kismi (12 cm) kalin ve
ince pomza tasi ve reaktoriin Uist kismi (5 cm) ince pomza tast dolgu malzemesi
kullanilarak doldurulmustur. Dolgu malzemelerinin doldurulmasinin ardindan
reaktor ¢alisma hacmi 190 mL olmustur. Reaktdr seramik dolgulu reaktorle ayni
konfigiirayona sahiptir (Sekil 3.11). Besleme, 1sitma, gaz toplama ve isletim

kosullar1 seramik dolgulu reaktor ile ayni sekildedir.

Sekil 3.11. Pomza dolgu malzemesi ve deney diizenegi
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Seramik yiiziik (halka) dolgu malzemeli siirekli reaktor denemesi

Siirekli reaktér denemelerinde 330 mL hacimli reaktor i¢i seramik halka
(2.4%10" m%/g) dolgu malzemeleri ile doldurulmustur. Dolgu malzemelerinin
doldurulmasinin ardindan reaktor ¢alisma hacmi 160 mL olmustur. Reaktor
seramik dolgulu reaktorle aynm1 konfigiirasyona sahiptir (Sekil 3.12). Besleme,
1sitma, gaz toplama ve isletim kosullar1 seramik dolgulu reaktor ile ayni sekildedir
(Sekil 3.13).

Sekil 3.12. Seramik halka dolgu malzemesi ve deney diizenegi

Sekil 3.13. immobilize reaktdrlerin calisma diizenegi
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3.4.5. immobilize biyokiitlenin belirlenmesi

Stirekli reaktor denemelerinin sonunda immobilize reaktorlerin igerisindeki
dolgu materyalleri reaktoriin igerisindeki yerlerine gore {ist, orta ve alt
kisimlarindan ayr1 ayr1 alinmistir. Her birinin tizerine 100’er ml saf su eklenmis ve
ultrasound (US) cihazinda 15 dakika bekletilerek immobilize olmus hiicrelerin
dolgu materyalleri ilizerinden ayrilmasi ve saf suya gecmesi saglanmistir. Bu
islemlerin ardindan dolgu malzemeleri sividan ayrilip AKM yapilmistir (Sekil
3.14)

Sekil 3.14. Pomza dolgu materyalinin reaktor i¢erisinden ayrilmasi

3.4.6. Tam karisimh reaktor ¢calismasi

Sartorious Biostat A markali ve mikrobiyolojik iiretimler i¢in tasarlanmis
CSTR reaktoriidiir (Sekil 3.15). Sistemde pH, oksijen, sicaklik ve karistirict hizi
kontrolii bilgisayar donaniminda bulunan yazilim yardimi ile otomatik olarak
kontrol edilmektedir. Toplam hacmi 3L olan reaktorde ¢alisma hacmi 2 = 0.5 L’
dir ve termofilik (55.0 = 0.5), pH 5.5 isletme kosullar1 altinda calistirilmistir.
Reaktoriin sabit karistirma hiz1 150 rpm olarak seg¢ilmistir. pH kontrolii, reaktor
asitlesme egiliminde oldugu i¢cin 2M KOH ile otomatik olarak pH 5.5+ 0.5
tutulmustur. Reaktor icersine besleme, reaktor ile uyumlu ve bilgisayar yazilimi
tarafindan kontrol edilen ekstra tek yollu peristaltik pompa yardimiyla yapilmistir.
Reaktorde iiretim esnasinda kopilik problemi olmamasi sebebiyle, besleme ile esit

hacimde s1v1 uzaklastirilmasi antifoam pompast ile saglanmustir. Uretilen biyogaz



64

reaktoriin kondansoriine baglanan 1slak tip sivi Olger yardimiyla ol¢iilmiistiir.
Giinliik olarak, biyogaz icersindeki % gaz bilesimleri GC ile Ol¢lilmiistiir. Bu
reaktorde sabit HRT (1 giin), organik yiikleme hizlarinin (OLR) siirekli hidrojen
iiretimi tizerine etkisi arastirilmistir. Reaktoriin tepe gazi periyodik olarak saf azot
gazi ile yikanarak, anaerobik kosullarin siirdiirtilmesi ve hidrojen kismi basincinin

diigtiriilmesi saglanmaistir.

Fermantor denemelerinde, CSTR’a 1/10 oraninda 1s1l islem uygulanmis as1
eklenmistir. Ardindan bazal ortam igere siikrozlu bazal ortam konulmustur.
CSTR, immobilize reaktor calismalarinda oldugu gibi 24 -12 - 6 - 3 - 1.5 saatlik
hidrolik alikonma zamaninda isletilmistir.

Sekil 3.15. Fermant6r denemelerinde kullanilan CSTR reaktor

3.5. Foto-Fermantatif Bakterilerin izole Edilmesi

Foto-fermentatif =~ hidrojen  tiretimi  basamaginda  kullanilacak
mikroorganizmalar dogadan izole edilmistir. Bu c¢alismalar Kanada’da yapilan
calismalar sirasinda gerceklestirilmistir. Izlatlar sivi halde ve agara cizilmis halde

Tiirkiye’ye getirilmistir.
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3.5.1. Foto-Fermantatif bakterilerin bal¢cik ortamdan izole edilmesi

Tez ¢alismasinin Kanada’da gergeklestirilen kisminda Prof. Dr. Patrick
Hallenbeck’in yonlendirmesi ile foto-fermentatif bakterilerin izolasyonu igin,
balgik Ornegi St. Lawrence Nehri, Velois Bay’ (Montreal, Kanada)’ den
alimmustir. Bakterilerin tutunmasi i¢in yiizey olusturmasi planlanan dort degisik
(molekiiler elek, komiir, iyonik regine ve kontrollii nano gozenekli cam boncuk)
malzeme yukari1 akigh reaktorlere doldurulmustur. Zenginlestirme ortami igeren
stok soliisyona %20 oraninda irmaktan alinan balgik eklenmistir. Bu ortami igeren
erlenler aliiminyum folyo ile sarillarak tamamen karanlik bir ortam
olusturulmustur. Sadece reaktorlerin yiizeyine 6000 liikks 151k yogunlugu gelmesi
saglanmig reaktorler 30° C’ lik inkiibatére koyulmustur (Sekil 3.16). Anaerobik
kosullarda zenginlestirme ortami peristaltik pompa ile siirekli kirmizi pigmentli
bakterilerin dolgu malzemeleri {izerinde goriilmesine dek dondiiriilmiistiir.
Kontrol grubu olarak da 100 mL kesikli reaktdr ayni kosullardaki inkiibatore
koyulmustur.

Sekil 3.16. izolasyon seti icin deneysel diizenek

Kirmiz1 pigmentli olusumlarin gdzlenmesinin ardindan steril kosullar
altinda her dolgulu reaktdrden alinan 1 g dolgu malzemesi 99 mL %0.9 NaCl
iceren erlenlere transfer edilmis ve 20 dakika boyunda 30 °C de 200 rpm de
calkalanarak askida kalmis bakterilerin uzaklasmasi saglanmistir. 20 dakika
calkalamadan sonra kati pargaciklar 99 mL PBS (fosfat buffer solusyonu) igeren
erlenlere alinmig ve biyofilmin uzaklastirilmasi amaciyla tekrar 200 rpm de 20
dakika calkalanmistir. Bu ortamdan alinan siispanse kisimdan 102- 107 arasi
transferler yine %0.9’luk NaCl ¢ozeltisine yapilmistir. Her tiipten alinan 100 pL
ornek katt YPS petrilerine yayma metodu ile transfer edilmistir. Bu islem her
seyreltme i¢in devam etmis ve petriler anaerobik jar icinde 30°C inkiibatorde
biliyiimeye birakilmigtir. Goriilen her farkli koloniden bir parga YPS petrilerine

cizilmistir. Cizme islemi bir petride saf kiiltiir elde edene dek devam etmistir.
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Hiicrelerin izolasyonunda maya-fosfat-siilfat (YPS) ve zenginlestirme
ortamlar1 kullanilmistir. Izole edilen hiicrelerin ve kullanilan diger Rhodobacter
tiirlerinin pasajlanmasinda zenginlestirme ortami kullanilmistir (Sabourin-Provost
and Hallenbeck, 2010).

YPS ortami recetesi

%7.5 CaCl, 4mL/L
%20 MgSO4 3mL/L
Yeast extract 3¢g/L
Nutrient broth 3¢g/L

Zenginlestirme ortami (EM) regetesi

Sodyum Asetat 2¢g/L
Yeast extract 0.1 g/L
NH,4 Cl1 0.5 g/L
MgCl, 0.2 g/lL
CaCl, 0.05 g/L
Fe (EDTA) 0.1 mM
[z elementler 1 mL/L

pH 6.4’e ayarlanmstir.
3.5.2. lzolatlarin molekiiler analiz yontemleri ile tanimlanmasi
izole edilen ve oncelikle 1-2-3-4 seklinde numaralar verilen izolatlar

zenginlestirme ortaminda 6000 liix 151k siddeti altinda 2842 °C sicaklikta haftalik
olarak pasajlanmistir. Hazirlanan sivi kiiltiirler Refgen Biyoteknoloji’ye (ODTU
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Teknokent, Ankara) molekiiler tanimlama i¢in gonderilmistir. Bu laboratuarda
DNA izolasyonu Qiagen DNeasy Tissue & Blood PCR ile 50 uL'de 1 X Taq
Buffer, 1.5mM MgCl, 0.2mM dNTP, 0,4 pmol primerler, 1.25U Taq polimeraz
kullanilarak (94° C'de 30s + 55°C'de 30s + 72°C'de 30 s)X30 tur seklinde
yapilmistir. DNA dizi analizi Bigdye V.3.1 Cycle Sequencing kit kullanilarak
ABI 3130 XL Genetic Analyzer cihazinda gergeklestirilmistir. Filogenetik analiz
Neighbour  joining yontemi ile  yapilmistir.  Kullanilan  primerler
27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG ve
1492R GGTTACCTTGTTACGACTT dir. Alignment: W-Clustal ile
yapilmistir.16S tanimlama sonucunda ilk 6nce 3 ve 4 numarali suglar sivi
kiltirden tanimlanmistir. Diger iki Ornek agar ortaminda biiylitiilmiis ve

tanimlanma islemleri kat1 kiiltiir izerinden gerceklestirilmistir.

3.6. Foto-Fermantasyonla Kesikli Reaktor Denemeleri (Karbon Kaynag:

Konsantrasyonu Optimizasyonu)

Izolatlarin en yiiksek hidrojen iiretimi ve en uygun biiyiime kosullarinin
tespiti amaciyla Oncelikle her izolat zenginlestirme ortaminda biiyiitiilmiis, her
izolat i¢cin 2 ve 5 g/L laktat iceren kesikli reaktorler hazirlanmis ve hidrojen
iretimleri gézlenmistir. Karanlik fermantasyon sonucunda a¢iga ¢ikan en onemli
iki bilesigin asetat ve biitirat oldugu gozlenmistir. Bu nedenle iki asamali bir
reaktor sisteminin islerligini test etmek amaciyla izolatlarin asetat ve biitirat
kullanimlar1 da incelenmek istenmistir. Bu amacla zenginlestirme ortaminda
degisik konsantrasyonlarda asetat ve biitirat eklenmistir. En uygun biiylime
kosulunda ise izolatlar kullanilarak kesikli sistemde biyohidrojen iiretim
kapasiteleri incelenmistir. Reaktorlerin sicakligi 25 cm uzakliktan 6000 lix 151k

siddeti saglayan halojen lambalarin yaydig: 1s1 ile 28+2°C’de tutulmustur.

Izolatlarin biiyiime ve hidrojen iiretim potansiyellerinin incelenmesi igin
zenginlestirme ortami kullanilmistir. Bu ortamda kullanilan asetat yerine diger
organik asitler ve karbonhidratlar eklenerek biiyiime ve hidrojen {iretme

performanslari incelenmistir.

Oncelikle biiyiime karakteristiklerinin incelenmesi adima her bir izolat igin
2, 3,4,5,7 ve 10 g/L substrat iceren ortamlar hazirlanmistir. Bu ortamlarda
bliyiimeler incelendikten sonra en 1iyi biiylime gozlenen konsantrasyon

degerlerinde kesikli reaktorlerde hidrojen iiretim potansiyelleri incelenmistir.
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Kesikli biyoreaktorlerde hidrojen iiretim potansiyelleri incelenirken azot kaynagi

olarak amonyum yerine 7 mM glutamat kullanilmistir.
3.7. lIzolatlarin LentiKat® icerisine hapsedilmesi

[zolatlar zenginlestirme ortaminda biiyiitiildiikten sonra iigiincii giin sonunda
LentiKat® jeller igersine hapsedilmistir. Bu yontemde kati haldeki LentiKat®
cozeltisi 105°C de 5 dakika otoklavlanmasinin ardindan 80°C’ye 6nceden 1sitilmis
su banyosuna alinmustir (Sekil 3.17).

Sekil 3.17. LentiKat® jel hazirlama sistemi

Daha sonra oda sicakliginda 10 mL izolat igeren ortam ile birlestirilerek
manyetik balik aracilifiyla LentiKat® ¢o6zeltisi ve bakteri ortami homojen bir
sekilde karistirnlmistir. Hazirlanan ¢ozelti 15 cm ¢apinda petriye dokiilmiistiir
(Sekil 3.17).

Sekil 3.18. LentiKat® solusyonu ve printer
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Daha sonra printer araciligiyla bos steril petrilere LentiKat® diskleri
aktarilmistir. Laminar flow kabin calisir haldeyken 4 saat bekledikten sonra gece

laminar flow kabinin kapagi kapatilarak bekletilmistir (Sekil 3.18).

Sekil 3.19. Laminar akish kabinde LentiKat® boncuklari

Disk halinde hapsedilmis hiicreler ertesi giin sabitleyici sollisyon yardimiyla
bir steril behere aktarilmis ve 2 saat bu soliisyonun igerisinde karistirilmaya
devam edilmigtir. LentiKat® diskleri bu asamadan sonra sabitleyici
soliisyonundan ayrilmis ve reaktore aktarilmaya hazir hale gelmistir (Sekil 3.19-
3.2).

Sekil 3.21. LentiKat® diskleri



70

3.8. Izolatlarin Kati Yiizeyler Uzerine Tutunma Denemeleri

Izolatlarn kat1 yiizey iizerine tutunma performanslarmi incelemek amaciyla
oncelikle plastik ve cam malzemelerden porozlu ylizeylere sahip malzemelerle
anaerobik tiipler igerisinde tutunma denemeleri yapilmis ancak malzemelerin bu
yiizeylere tutunmadiglr goézlenmistir. Daha sonra alternatif olarak nano yiizeyli
manyeik pargaciklara izolatlarin tutunma kapasiteleri incelenmistir. Almanya
ATB enstitiisiinden Dr. Jan Mumme tarafindan patenti alman ve Ege Universitesi
Biyomiihendislik Boliimii Cevre Biyoteknolojisi ve Biyoenerji Laboratuvarina
hediye edilen V110308 ve V110616 kodlu iki farkli manyetik 6zellikli tutunma

malzemesi kullanilmistir (Sekil 3.22).

G1o30F ioéié
CasmAG-HI Y 16l

Sekil 3.22. Manyetik Parcaciklar

3.9. Foto-Fermantasyonla Siirekli Reaktor Denemeleri

3.9.1. Foto-fermantasyonla tutuklama yontemi ile siirekli hidrojen
iiretimi (LentiKat® reaktorleri)

Tutuklanan izolatlar1 barindiran LentiKat® diskleri 50 mL hacimli yukari
akish reaktorlere doldurulmustur. Reaktoriin alt kismina diizgiin akisin saglanmasi
icin cam boncuklar yerlestirilmistir. En {iste ise yine cam boncuklar konularak
LentiKat® disklerin yiizerek sistemden ¢ikmasi engellenmistir. Reaktorlere
besleme alt kisimdan yapilmis ¢ikis sular ise iist kapaga yakin ¢ikistan alinmistir.
Karbon kaynag: olarak 3 g/L biitirat ve 2 g/L asetat kullanilarak HRT 72-36-18-9
saat kosullarinda hidrojen iiretim performanslar1 incelenmistir. Ayni1 kosullarda
askida yukar1 akish reaktor sistemi de isletilerek karsilastirmali olarak sonuglar
incelenmistir (Sekil 3.23)
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Sekil 3.23. Siirekli foto-fermantasyon reaktor diizenekleri

3.9.2. Foto-fermantasyonla tutundurma yontemi ile siirekli hidrojen
iiretimi (manyetik parcaciklar iceren reaktorler)

Hiicre i¢ine tutuklama yontemiyle karsilastirma yapabilmek amaciyla
izolatlarin lizerine tutunacagi ylizey arastirmalar1 yapilmistir. Almanya Potsdam
ATB enstitiisii geng arastirmacilar bagskani1 Dr. Jan Mumme tarafindan sentezlenen
iki ¢esit manyetik parcaciklar c¢aligmalarimizda kullanilmak iizere armagan
edilmistir. Bu manyetik parcaciklar ¢esitli 6n islemler uygulanmis ve ylizey alani
artirllmis malzemelerdir. Zenginlestirme ortami hazirlanip reaktoér diizenekleri
kurulduktan sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanmistir. Fosfat, Glutamat ve
Asetat/Biitirat karisimu sterilizasyon sonrasinda inokulasyonla birlikte yapilmistir.
Inokulasyonun ~yapilmasinin  ardindan  reaktdrlerin - igine 57 er gram
immobilizasyon materyallerinden eklenmistir. Sistem gaz Olgere baglandiktan
sonra 100 rpm’de ¢alkalanmistir. 6000 liix 151k siddeti halojen lambalarla
saglanmis ve reaktorler sicaklik kontrollii odada 28°C’de tutulmuslardir(Sekil
3.24). Immobilizasyon materyali icermeyen baska bir reaktdrde karsilastirma

amactyla ayni sartlarda isletilmistir.

R.Cap. ile yapilan ¢alismalar 250 mL’lik reaktorlerde gergeklestirilirken S.Malt.2
ve R.Gel.4 ic¢in kurulan reaktér diizeneklerinin hacmi 100 mL olarak tercih

edilmistir.
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Sekil 3.24. Tutundurma deney diizenegi

4. BULGULAR
4.1. Karanhk Fermantasyonla Kesikli Reaktor Denemeleri

Karanlik fermantasyonda metanojenlerin baskilanip hidrojen {ireten
bakterilerin dominant hale getirilmesi amaciyla uygulanan 6n iglemlerin sistem
performanst ve hidrojen {lretimine etkisini arastirmak amaciyla kesikli
reaktorlerde BHP denemeleri gergeklestirilmistir.

4.1.1. On islem gormemis biyokiitle ile substrat olarak siikrozdan

kesikli biyoreaktorlerde hidrojen tiretimi

Karanlik fermantasyonda hicbir 6n islem gormemis karisik

konsorsiyumla BHP denemeleri (Cizelge 3.4) yapilarak hidrojen iiretim

performanslari incelenmistir.
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o pH 4.5-30 g/L
——-—w-—— pH4550¢gL
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40 -
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20 4

0 &
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Sekil 4.1. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde kesikli reaktorlerde kiimiilatif hidrojen
iiretimleri (On islem gdrmemis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)
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Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak 6n islem gérmemis karisik
konsorsuyum kullanildiginda kiimiilatif olarak en yiliksek hidrojen gazi iiretiminin
pH 6.5 degerinde ve 30 g/L siikroz konsantrasyonu ile yaklagik 80 mL olarak elde
edildigi goriilmektedir. pH 6.5 degerinde ve 50 g/L siikroz konsantrasyonunda
yaklagik 75 mL, pH 5.5 degerinde ve 30 g/L siikroz konsantrasyonunda yaklasik
55 mL gaz iiretimi ile ikinci ve {i¢iincii sirada gelmektedir. On islemden gegmemis
biyokiitle ile en diisiikk gaz {retimleri pH 4.5 degerinde ve 50 g/L siikroz

konsantrasyonu i¢in elde edilmistir (Sekil 4.1).

Kiimiilatif H, Miktar1 (mL)
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Sekil 4.2. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde iiretilen kiimiilatif H, miktarlar1 (On
islem gdrmemis biyokiitle)

Toplam hidrojen miktarlarinin karsilagtirmali grafigine bakildiginda en
yiiksek hidrojen tiretiminin pH 6.5 degerinde ve 30 g/L siikroz konsantrasyonunda
yaklasik 82 mL oldugu goriilmektedir. Denemeler ikiser tekrarli yapildiklari i¢in
grafik degerleri iki degerin ortalamast ve standart sapma degerlerinden
olusmaktadir. Standart sapma degerleri incelendiginde ise tiim denemelerden

istikrarli sonuglar elde edildigi goriilmektedir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.3. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde H, ve CO, yiizdelerinin degisimi (On
islem gérmemis biyokiitle)

Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak 6n islem gérmemis biyokiitle
kullanildiginda genel olarak pH 6.5 degerinde en yiiksek H, yiizdesinin elde
edildigi gozlenmistir. (Sekil 4.3). Grafikteki degerler hidrojen iiretimi boyunca
Olciilen degerlerin ortalamasindan olusmaktadir. %0-3 arasinda degisen diisiik
metan yiizdeleri metanojen bakterilerin faaliyetinin pek fazla olmadiginin
gostergesidir. En yiikksek H, oranm1 pH 4.5 degerinde ve 30 g/L siikroz
konsantrasyonunda %25 olarak elde edilmistir. Bunun yani sira pH 6.5 degerinde
ve 30 g/L siikroz konsantrasyonunda, %24 degerinde H, orani ile onu takip
etmektedir. pH 5.5 degerlerinin de hidrojen yiizdeleri pH 4.5 ve 6.5’a yakin

olmasina ragmen nispeten diistiktiir.
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Sekil 4.4. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde baslangig ve bitis pH degerleri (On
islem gdérmemis biyokiitle)
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Substrat olarak siikrozun ve inokulum olarak 6n islemden ge¢cmemis
biyokiitlenin kullanildig1 kesikli reaktdr denemelerinde gaz iiretimi sona erdiginde
pH degerlerinin genel olarak 4.5 ‘a yaklastig1 goriilmektedir (Sekil 4.4). Her li¢
pH degeri icin kontrol gruplarinda pH degeri artarken iginde siikroz bulunan
reaktorlerde pH degerleri baslangictan diisiik ¢ikmistir. Kesikli reaktorlerde pH
degerinin asidik degerlere gelmesinin ugucu yag asidi birikiminden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.5. On islem gérmemis biyokiitle ile substrat olarak siikrozdan H, iiretiminde hidrojen
verimi, siikroz doniisiim verimi ve toplam VFA degerleri

Hidrojen verimleri agisindan elde edilen degerlerin 0.13-0.87 mol H,/mol
stikroz arasinda degistigi goriilmektedir. En yliksek H, verimi pH 6.5 degerinde
ve 10 g/L siikroz konsantrasyonunda elde edilirken en diisiik verimlerin pH 4.5 ve
pH 5.5 kosullarinda 30 g/L siikkroz konsantrasyonlarinda elde edildigi

goriilmektedir.

Toplam VFA iiretimlerine bakilacak olursa asetat ve biitiratin baskin oldugu
iretimlerde 800-4900 mg/L arasinda degisen asetat ve biitirat derisimleri goze
carpmaktadir. 10 g/L siikroz derisiminde pH’tan bagimsiz olarak en yiliksek VFA

konsantrasyonu elde edilmistir ve siikroz tiiketimi %90’dir. 30 g/L siikroz
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derisimlerinde ise silikroz tiiketimi %30 seviyelerinde olup toplam VFA

tiretiminde diisiis gdzlenmistir. (Sekil 4.5).

Cizelge 4.1. Modifiye Gompertz denklemi ile kesikli reaktdrlerde hidrojen iiretiminin kinetik
olarak incelenmesi (On islem gormemis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

P Rm A
Kons. (g/L) R?
(mL) (mL/saat) (saat)
10 17.38 0.84 0.45 0.9888
pH 4.5 30 38.27 0.23 41.81 0.9999
50 20.17 0.81 16.45 0.9777
10 26.22 0.14 11.62 0.9888
pHS.5 30 17.85 0.72 30.35 0.9777
50 35.22 0.14 25.57 0.9888
10 31.87 0.16 22.49 0.9888
pH 6.5 30 28.17 0.1 32.85 0.9999
50 26.68 0.13 20.75 0.9999

Modifiye Gompertz denklemi ile katsayilar karsilastirildiginda hidrojen
iretim potansiyeli en yiliksek olan kombinasyon, pH 4.5 degerinde ve 30 g/L
siikroz konsantrasyonu i¢in 38.27 mL olarak elde edilmistir. Hidrojen iiretim
potansiyeli en diisiik kombinasyon ise 17.38 mL ile pH 4.5 degerinde ve 10 g/L
stikroz konsantrasyonunda elde edilmistir. Maksimum hidrojen iiretim hizi’nin en
yiiksek oldugu kesikli reaktor kosullar1 pH 4.5 ve 10 g/L siikroz; pH 4.5 ve 30 g/LL
siikroz ve pH 5.5 ve 30 g/L siikroz seklinde sirasiyla 0.84, 0.81 ve 0.72
ml/saat’tir. Lag faz1 en yiiksek reaktor kosulu 41.81 saat ile pH 4.5 ve 30 g/L
stikroz konsantrasyonu ile elde edilmisken en diisiik lag fazi pH 4.5 ve 10 g/L
siikroz konsantrasyonunda elde edilmistir. Lag fazi acisindan en hizli olan bu
kombinasyon olarak goziikse de hidrojen iiretimi agisindan diger kombinasyonlara

gore daha diisiik kalmistir (Cizelge 4.1).
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4.1.2. On islem olarak asit muamelesi gérmiis biyokiitle ile substrat
olarak siikrozdan kesikli biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi

Asit muamelesi karanlik fermantasyonda kullanilan karisik konsorsiyuma

on islem olarak en yaygin bi¢imde uygulanmis olan bir yontemdir. Boliim

3.3.2°de ayrmtili bicimde anlatilmig olan yontemle biyokiitleye asit 6n islemi

uygulanarak BHP testleri ile H; iiretim potansiyelleri incelenmistir.
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Sekil 4.6. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde kesikli reaktdrlerde kiimiilatif hidrojen
iiretimleri (On islem olarak asit muamelesi gérmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikrozun ve 6n islem olarak asitlendirilmis biyokiitlenin
kullanildig1 kesikli biyoreaktor kombinasyonlarinda farkli pH ve farkli siikroz
konsantrasyonlarinin karsilagtirmali gilinlik kiimiilatif gaz tretim grafiklerine
bakildiginda en yiiksek gaz tiretim degerinin pH 6.5 degerinde ve 50 g/L siikroz
konsantrasyonu ile elde edildigi goriilmektedir. En diistik gaz tiretimi ise pH 4.5
degerinde ve 50 g/L slikroz konsantrasyonunda elde edilmistir. Genel olarak
kiimiilatif gaz {iretim trendleri degisik pH ve siikroz konsantrasyonu degerleri i¢in

benzerlik gostermektedir (Sekil 4.6)
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Sekil 4.7. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde iiretilen kiimiilatif H, miktarlar1 (On
islem olarak asit muamelesi gérmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikroz ve ©On islem olarak asit muamelesi gormiis
biyokiitlenin inokulum olarak kullanildig: kesikli reaktorlerde pH 4.5°ta en yiiksek
gaz iretiminin 30 g/L siikroz konsantrasyonunda; pH 5.5 denemelerinde 10 g/L
stikroz konsantrasyonunda ve pH 6.5 denemeleri icin 50 g/L siikroz
konsantrasyonunda elde edildigi goriilmektedir. Genel bir degerlendirme
yapildiginda ise, pH 4.5 ve 30 g/L siikroz konsantrasyonu ve pH 6.5 degerinde ve
50 g/L siikroz konsantrasyonu icin en yiiksek hidrojen gazi iiretimleri
gozlenmistir. Standart sapma degerlerine bakildiginda en istikrarli degerin pH 4.5
degerinde ve 50 g/L silikroz konsantrasyonu i¢in ve pH 6.5 degerinde ve 50 g/L
siikroz konsantrasyonu ic¢in elde edildigi goriilirken en farkli gaz {retim
degerlerinin pH 4.5 degerinde ve 10 g/L siikroz konsantrasyonu i¢in elde edildigi
goriilmektedir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.8. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde H, ve CO, yiizdelerinin degisimi (On
islem olarak asit muamelesi gormiis biyokiitle)

Substrat olarak siikroz ve 6n islem olarak asit muamelesi gérmiis inokulum
kullanilarak kurulan kesikli reaktorlerde gaz yiizdelerinin islem gormemis
inokuluma gore yikseldigi goriilmektedir. Biitin pH degerlerinde 9%30-40
arasinda degisen hidrojen gaz yiizdesi goriiliirken metan oranlarinin 0’a diistiigii
goriilmektedir. Metanojen bakterilerin tamamen indirgenmesi anlamia gelen bu

durum hidrojen tiretimi agisindan olumlu bir gelismedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.9. Farkl1 pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde baslangig ve bitis pH degerleri (On
islem olarak asit muamelesi gdrmiis biyokiitle)
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Substrat olarak siikroz ve On islem olarak asit muamelesi gormiis
biyokiitlenin inokulum olarak kullanildig1 kesikli reaktorlerde gaz iiretimi sona
erdiginde pH degerlerinin genel olarak 4 ile 4.5 arasmna yaklastigl
gorilmektedir(Sekil 4.9).
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Sekil 4.10. On islem olarak asit muamelesi gérmiis biyokiitle ile substrat olarak siikrozdan H,
iretiminde hidrojen verimi, siikroz doniisiim verimi ve toplam VFA degerleri

On islem olarak asit muamelesi gormiis biyokiitle ile substrat olarak
stikrozdan hidrojen iretim potansiyelleri lizerine yapilan denemelerde verim
acisindan en 1iyi sonuglarin her ili¢ pH degerinde de 10 g/L siikroz
konsantrasyonunda elde edildigi gozlenmektedir (Sekil 4.10). En yiiksek verim
0.5 mol Hy/mol siikroz olarak pH 4.5 kosulunda elde edilmistir.%98 siikroz
doniistimiiniin gozlendigi bu reaktdrde verim degerlerinin teorik degerin ¢ok
altinda kalmis olmast siikroz doniislimiiniin H, {retimine degil biyokiitle
cogalmasina yonlendigini gostermektedir. Asetat ve biitiratin baskin oldugu
toplam ugucu yag asidi tretimi genel olarak 400-800 mg/L arasinda degisen
degerler almis; yalnizca pH 6.5 degerinde ve 30 g/L konsantrasyonda 2100 mg/L

toplam ugucu yag asidi tiretimi gozlenmistir.
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Cizelge 4.2. Modifiye Gompertz denklemi ile kesikli reaktorlerde hidrojen tiretiminin kinetik
olarak incelenmesi (On islem olarak asit muamelesi gérmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

P Rm A
Kons. (g/L) R’
(mL) (mL/saat) (saat)
10 28.68 0.70 20.69 0.9888
pH 4.5 30 19.51 0.74 21.97 0.9866
50 14.62 0.60 14.97 0.9999
10 22.28 0.86 25.92 0.9944
pH 5.5 30 18.33 0.64 25.75 0.9944
50 14.63 0.42 28.08 0.9999
10 12.64 0.69 26.79 0.9899
pH 6.5 30 27.25 0.91 24.97 0.9922
50 30.79 1.23 26.56 0.9977

Modifiye Gompertz denklemi ile katsayilar karsilastirildiginda hidrojen
iiretim potansiyeli en yiiksek kombinasyon pH 6.5 icin 30.79 mL olarak elde
edilmistir. Hidrojen iiretim potansiyeli acisindan en diisiik kombinasyon ise 12.64
mL ile pH 6.5 kosulunda 10 g/L siikroz konsantarsyonunda elde edilmistir. Saat
basina hidrojen tretim hiz1 en yiiksek kesikli reaktdr kosullar1 pH 6.5 degerinde
ve 50 g/L siikroz konsantrasyonunda 1.23 mL/saat olarak elde edilirken bu degere
en yakin lireimin pH 6.5 degerinde ve 30 g/L siikroz konsantrasyonunda 0.91
mL/saat oldugu gorilmiistiir. Lag fazlarmin birbirlerine yakin degerler oldugu
goriilmiistiir. Lag faz1 en yiiksek reaktor kosulu 28.08 saat ile pH 5.5 degerinde ve
50 g/L siikroz konsantrasyonunda iken en diisiik lag fazli reaktor 14.97 saat ile pH
4.5 degerinde ve 50 g/L siikroz konsantrasyonu igeren reaktordiir. Lag fazi
acsindan en hizli olan bu kombinasyon olarak goziikse de hidrojen iretimi

acisindan diger kombinasyonlara gore daha diisiik kalmistir (Cizelge 4.2).

4.1.3. On islem olarak baz muamelesi gérmiis biyokiitle ile substrat
olarak siikrozdan kesikli biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi
Baz muamalesi karanlik fermantasyonla hidrojen iiretiminde kullanilan

onemli yontemlerden biridir. BHP denemeleri Boliim 3.3.3’te ayrintili bir bigimde
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anlatildignr  sekilde gergeklestirilerek baz ©n isleminin hidrojen iiretim
portansiyelleri tizerine etkisi incelenmistir.
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Sekil 4.11. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde kesikli reaktorlerde kiimiilatif

hidrojen iiretimleri (On islem olarak baz muamelesi gérmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikrozun ve 6n islem olarak baz mauamelesi yapilmis olan
biyokiitlenin kullanildig1 kesikli biyoreaktdor kombinasyonlarinda farkli pH ve
farkli siikroz konsantrasyonlarinin karsilastirmali, saatlik kiimiilatif gaz iiretim
grafiklerine bakildiginda en yiiksek gaz iiretim degerinin pH 6.5’ta 50 g/L siikroz
konsantrasyonunda elde edildigi goriilmektedir. En diisiik gaz iiretimi ise pH 6.5
degerinde ve 10 g/L siikroz konsantrasyonunda elde edilmistir. Genel olarak
kiimiilatif gaz tiretim trendleri degisik pH ve siikroz konsantrasyonu degerleri i¢in
benzerlik gostermektedir (Sekil 4.11).Yaklasik iki giinliik lag fazinin ardindan ki
ve besinci gilinler arasinda eksponansiyel bir gaz iiretimi ve ardindan dort giinliik

durgun faza gecis, dolayisiyla gaz iiretiminde durma gozlenmistir.
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Sekil 4.12. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde iiretilen kiimiilatif H, miktarlar1 (On
islem olarak baz muamelesi gérmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikrozun ve On islem olarak baz muamelesi gérmiis
biyokiitlenin inokulum olarak kullanildig1 kesikli reaktorlerde pH 4.5 ve pH 5.5
da 10 ve 30 g/L siikroz konsantrasyonlar1 i¢in benzer hidrojen {iiretimleri
gbzlenmistir. En yiiksek hidrojen iiretimi ise pH 6.5 degerinde 62 mL olarak
gozlenmistir. Standart sapma degerlerine bakildiginda genel olarak tiim
denemelerde istikrarli gaz tiretim degerlerinin elde edildigi goriilmektedir (Sekil

4.12).
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[
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60

Gaz Icerigi (%)

40

Sekil 4.13. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde H, ve CO, yiizdelerinin degisimi
(On islem olarak baz muamelesi gérmiis biyokiitle)
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Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak baz muamelesi yapilmis
biyokiitle kullanildiginda genel olarak pH 5.5 degerinde en yiiksek H, oranlarinin
elde edildigi goriilmektedir. En yiiksek H, ylizdesi pH 5.5 degerinde ve 10 g/L
siikroz konsantrasyonu icin %21 olarak elde edilmistir. pH 4.5 degerinde ve 30
g/l siikkroz konsantrasyonunda ve pH 6.5 degerinde ve 30 g/L siikroz
konsantrasyonunda H, yiizdesi diisiik kalmistir. CO, yiizdesinin tiim pH’larda
yiiksek oldugu goriiliirken metan yiizdesinin hep sifir olmasi ortamdaki metanojen

bakterilerin elimine edildigine isaret etmektedir. (Sekil 4.13).

E pH Baslangic
6 - pH Bitis

Sekil 4.14. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde baslangi¢ ve bitis pH degerleri (On
islem olarak baz muamelesi gormiis biyokiitle)

Kesikli reaktér denemelerinin baglangic ve sonlarinda olgiilen pH
degerlerine bakildiginda hidrojen iiretimi sonrasinda pH iiretim degerlerinin
genellikle 4.5’a distiigii goriilmektedir. Kontrol reaktorlerinde pH degerlerinde
cok biiylik degisimler gozlenmemistir. Baslangic pH degerinin 5.5 oldugu
reaktorlerde 10 g/L siikroz konsantrasyonunda pH degeri baslangic degerine gore
yiikselerek 5.7 olmustur. Bu durum diger reaktorler de gozlenmemistir (Sekil

4.14)
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Sekil 4.15. On islem olarak baz muamelesi gormiis biyokiitle ile substrat olarak siikrozdan H,
tiretiminde hidrojen verimi, siikroz doniisiim verimi ve toplam VFA degerleri

On islem olarak baz muamelesi gdrmiis biyokiitle ile substrat olarak
siikrozdan hidrojen iiretim potansiyellerini tespit etmek amaciyla kurulan kesikli
reaktorlerde verim ve siikroz doniisiimii agisindan en yiiksek degerlerin 10 g/L
konsantrasyonlarda elde edildigi goriilmektedir. pH 4.5 ve 5.5 kosullarinda verim
degerleri yaklasik 0.7 mol Hy/mol siikroz olarak elde edilmistir. En diisiik verim
degerleri ise her pH kosulunda 50 g/L siikroz konsantrasyonunda elde edilmistir.
Stikroz doniisiimlerinin de oldukga diisiik oldugu bu reaktorlerde yiiksek substrat
konsantrasyonlarinin olumsuz etkisi goze ¢apmaktadir. Baskin olarak asetat ve
biitiratin gozlendigi ugucu yag asitlerinden en yiiksek iiretim 4000 mg/L olarak
pH 6.5 degerinde ve 50 g/L siikroz konsantrasyonunda elde edilmistir. En diisiik
ucucu yag iiretimi ise pH 4.5 degerinde ve 50 g/L konsantrasyonunda 1700 mg/L
olarak gozlenmistir (Sekil 4.15).
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Cizelge 4.3. Modifiye Gompertz denklemi ile kesikli reaktorlerde hidrojen {iretiminin kinetik
olarak incelenmesi (On islem olarak baz muamelesi gérmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

P Rm A
Kons. (g/L) R’
(mL) (mL/saat) (saat)
10 36.16 0.67 30.97 0.9988
pH 4.5 30 35.50 0.78 41.74 0.9988
50 30.91 0.55 37.90 0.9988
10 38.47 0.64 21.98 0.9999
pH 5.5 30 38.01 0.50 25.21 0.9977
50 46.10 1.04 24.52 0.9999
10 31.13 0.69 20.28 0.9999
pH 6.5 30 43.84 0.54 26.10 0.9997
50 65.29 1.33 41.52 0.9999

Modifiye Gompertz denklemi ile katsayilar karsilastirildiginda hidrojen
iretim potansiyeli en yiiksek kombinasyon pH 6.5 degerinde ve 50 g/L siikroz
konsantrasyonu i¢in 65.29 mL olarak elde edilmistir. Hidrojen iiretim potansiyeli
en diisiik kombinasyon ise 30.91 mL ile pH 4.5 kosulunda elde edilmistir. Saat
basina hidrojen iiretim hizi en yiiksek kesikli reaktdr kosullari hidrojen iiretim
potansiyelinde oldugu gibi pH 6.5 degerinde ve 50 g/L siikroz konsantrasyonu
icin 1.33 saattir. En yiiksek hidrojen iiretim hizin1 1.04 saat ile pH 5.5 kosulunda
50 g/L siikroz konsantrasyonu izlemistir. Lag faz1 en yiiksek reaktor kosulu 41.74
saat ile pH 4.5 degerinde ve 30 g/L siikroz konsantarsyonunda iken en diisiik lag
fazli reaktor pH 6.5 degerinde ve 10 g/L siikroz igeren reaktordiir (Cizelge 4.3).

4.14. On islem olarak BESA muamelesi gormiis biyokiitle ile
substrat olarak siikrozdan Kkesikli biyoreaktorlerde hidrojen
iiretimi

Boliim 3.3.5’te ayrintili bigimde anlatilmis olan BHP denemeleri ile

onemli bir metanojen inhibitorii olan BESA muamelesinden ge¢mis karisik
konsorsiyumun inokulum olarak kullanildig1 karanlik fermantasyonla hidrojen

tiretim potansiyelleri iizerine etkileri ayrintili bigimde incelenmistir.
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Sekil 4.16. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde kesikli reaktorlerde kiimiilatif
hidrojen iiretimleri (On islem olarak BESA muamelesi gérmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak BESA muamelesinden ge¢mis
kesikli biyoreaktorlerle giinliik kiimiilatif gaz iiretim grafiklerine bakildiginda
maksimum 58 mL hidrojen gazinin deneme X kosullarinda (105 mM BESA; pH
6.5; 50 g/L siikroz) elde edildigi goriilmektedir. En diisiik deger de deneme V
kosullarinda (105 mM BESA; pH 4.5; 50 g/L siikroz) 5 mL olarak elde edilmistir.
Diger deney kosullarinda elde edilen hidrojen fiiretim miktarlar1 15-50 mL

arasinda degismektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.17. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde iiretilen kiimiilatif H, miktarlar1 (On
islem olarak BESA muamelesi gormiis biyokiitle)
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Toplam hidrojen miktarlarinin karsilagtirmali grafiginde genel olarak 20
mL civarinda hidrojen gazi iiretimi goriilse de; deneme X’da (105 mM BESA; pH
6.5; 50 g/L siikroz) 60 mL’ye yaklasan degerleri gozlenmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde H, ve CO, yiizdelerinin degisimi
(On islem olarak BESA muamelesi gérmiis biyokiitle)

Siikrozun substrat olarak ve BESA islemi gérmiis biyokiitlenin inokulum
olarak kullanildig1 deneme setinde genel olarak hidrojen gazi degerlerinin %10-20
arasinda degistigi goriilmektedir. BESA kuvvetli bir metan inhibitorii olarak
literatiire gegmis olmasina ragmen %1 metan gazi olugmasi kullanilan biyokiitlede
cok etkili olmadig1 ya da konsantrasyonun diisiik oldugu anlamina gelmektedir

(Sekil 4.18).
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Sekil 4.19. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde baslangic ve bitis pH degerleri (On
islem olarak BESA muamelesi gormiis biyokiitle)
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Baslangi¢ ve bitis pH degerlerinin karsilastirmali grafigine bakildiginda
genel olarak c¢ikis pH degerlerinde diisme gozlenmektedir. Ancak deneme XII
(200 mM BESA; pH 4.5; 30 g/L siikroz) kosullarinda ¢ikis pH degerlerinde az da
olsa yiikselme gozlenmektedir. BESA kullanilan denemelerin biiylik kisminda
prosesin pH degerini 5’e c¢ektigi gozlenmektedir. Hidrojen iiretimi sirasinda
asitlesme olmamast yol izinin asitlesmeye kaymadigi dolayisiyla hidrojen

iiretiminde azalmalar olacagi anlamina gelmektedir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.20. On islem olarak BESA muamelesi gormiis biyokiitle ile substrat olarak siikrozdan H,
iiretiminde hidrojen verimi, siikroz doniisiim verimi ve toplam VFA degerleri

Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak BESA muamelesinden ge¢mis
inokulum kullanilarak yapilan kesikli biyoreaktér denemelerinde genel olarak
seker kullanim verimlerinin 1yi oldugu gozlenmektedir. Substrat olarak siikroz
gibi bir seker kullanildiginda seker kullanim verimleri ile iiretilen hidrojen
miktarlar1  karsilagtirlldiginda  gaz  miktarlarinin = daha  diisiik  oldugu
gbzlenmektedir. Bu olumsuzlugun biyokiitle performansindan kaynaklandig
diistiniilmektedir. Stikroz doniisiim verimleri verimleri bakimindan en iyi sonug
deneme XII kosullarinda ( 200 mM BESA; pH 4.5; 30 g/L siikroz) %15 olarak
elde edilirken siikroz kullanimlarinda deneme XIV ve XV kosullarinda ( 200 mM
BESA; pH 5.5; 50 g/L siikroz ve pH 6.5; 30 g/L siikroz) %99’lara varan siikroz

giderimleri gozlenmistir.
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Verim degerlerine bakildiginda ise 0.3 mol Hy/mol siikroz verim degerinin
deneme VI’da (105 mM BESA; pH 4.5; 10 g/L siikroz) elde edildigi
gorilmektedir. Siikroz konsanstrasyonun yiliksek oldugu denemelerde verim

degerlerinin diisiik olduklar1 gozlenmektedir.

VFA sonuglarinda ise asetik asit ve biitirik asidin baskin yag asitleri
olduklar1 gozlenmistir. Toplamda en yiiksek ucucu yag asidi, 1430 mg/L
konsantrasyonla deneme II (10 mM BESA; pH 5.5; 50 g/L)’de elde edilmistir
(Sekil 4.20). Box-Behnken istatistiksel analiz sonuglari; optimum tiiretim grafikleri
ve denklemleri Ek 6’da yer almaktadir.

Cizelge 4.4. Modifiye Gompertz denklemi ile kesikli reaktdrlerde hidrojen iiretiminin kinetik

olarak incelenmesi (On islem olarak BESA muamelesi gérmiis biyokiitle ve substrat olarak

stikroz)
Deneme No P (mL) Rm A (saat) R’

I 8.31 0.18 25.65 0.9933
II 36.64 0.23 27.79 0.9933
I 11.51 0.13 9.44 0.9988
v 21.79 0.32 28.34 0.9966
A% 5.08 0.13 35.24 0.9944
VI 18.69 0.27 26.83 0.9777

VII 16.30 0.18 19.78 0.9977
VI 20.73 0.25 18.35 0.9966
X 68.47 0.31 34.49 0.9899

X 109.20 0.45 56.23 0.9977

XI 32.36 0.38 25.49 0.9988
XII 10.91 0.23 26.83 0.9977
X1 17.31 0.21 17.61 0.9990
X1V 18.02 0.29 31.55 0.9998
XV 54.26 0.41 35.45 0.9998

Modifiye Gompertz denklemi ile elde edilen kinetik katsayilar
karsilastirildiginda hidrojen iiretim potansiyeli en yiiksek deneme kosulu 109.02
mL hidrojen ile deneme X’da (105 mM BESA; pH 6.5; 50 g/L siikroz) elde
edilmistir. Hidrojen iiretim potansiyeli en diisiik olan kosullar ise 5.08 mL
hidrojen ile deneme V’e (105 mM BESA; pH 4.5; 50 g/L siikroz) aittir. Hidrojen
iretim hizlarinda en yiiksek deger 0.45 ml/saat olarak hidrojen {iretim
potansiyelinde oldugu gibi deneme X’da elde edilmistir. En diisiik deger ise 0.13

mlL/saat olarak deneme V’te gozlenmistir. Lag zamani en kisa olan deneme III (
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10 mM BESA; pH 5.5; 10 g/L siikroz) 9.44 saat en uzun olan ise 56.23 saat ile
deneme X’dur (Cizelge 4.4).

4.1.5. On islem olarak TCl muamelesi gormiis biyokiitle ile substrat
olarak siikrozdan Kkesikli biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi
On islem olarak TCI muamelesinin hidrojen iiretim performanslari iizerine

etkisi Bolim 3.3.6’da ayrintili bigimde anlatildigi bicimde BHP denemeleri ile

incelenmistir.
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Sekil 4.21. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde kesikli reaktorlerde kiimiilatif

hidrojen iiretimleri (On islem olarak TCI muamelesi gérmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak TCl muamelesinden gec¢mis
biyokiitle kullanilarak hazirlanan kesikli biyoreaktorlerde elde edilen kiimiilatif
hidrojen iiretim degerlerine bakilacak olursa deneme III kosullarinda (10 mM
TCl; pH 5.5; 50 g/L glikoz) en yliksek iiretim performansinin elde edildigi
goriilmektedir. Kiimiilatif hidrojen tiretim egilimleri acisindan diger tiim degerler

birbirine yakin ¢ikmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.22. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde iiretilen kiimiilatif H, miktarlar1 (On
igslem olarak TCI muamelesi gérmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak TCl muamelesinden gec¢mis

biyokiitlenin kullanildig1 kesikli biyoreaktorlerde toplam hidrojen miktarlarinin

genel olarak diisiik

seyir izledikleri goriilmektedir. Standart sapmalara

bakildiginda en istikrarli sonuglar ise bu 6n islem ile elde edilmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.23. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde H, ve CO, yiizdelerinin degisimi
(On islem olarak TCIl muamelesi gormiis biyokiitle)

Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak TCl muamelesinden ge¢mis

biyokiitle kullanildiginda tiim deneme modellerinde ¢ok diisiik hidrojen ytizdeleri
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goriilmektedir. TCl’in inhibe edici etkisinin metanojenlerin yani1 sira hidrojen

tireten mikroorganizmalarda da etkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde baslangig ve bitis pH degerleri (On
islem olarak TCIl muamelesi goérmiis biyokiitle)

Baglangic ve bitis pH degerlerine bakildiginda ¢ikis pH degerlerinin 5
civarinda oldugu goriilmektedir. Hemen hemen tiim deneme modellerinde ¢ikis
pH degerlerinde artis gdzlenmistir. Bu durum goriilen diisiik hidrojen yiizdelerinin
de aciklamas1 niteligindedir. Asitlesmeye gitmesi gereken yol izi pH 7’ye dogru

yaklagim sergilemistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25. On islem olarak TCl muamelesi gérmiis biyokiitle ile substrat olarak siikrozdan H,
tiretiminde hidrojen verimi, siikroz doniisiim verimi ve toplam VFA degerleri

Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak TCl muamelesinden ge¢mis

biyokiitle kullanildiginda elde edilen substrat verimi ve hidrojen verimliligi
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degerleri beklenenin oldukca altindadir. Substrat verimi agisindan en yiiksek
degerler 19.46 mL H,/ g siikroz ve 17.31 mL H,/ g siikroz olarak deneme X ve
deneme III ‘te (105 mM TCI; pH 6.5; 10 g/L siikroz ve 10 mM TCI; pH 5.5;50
g/L siikroz) elde edilmistir. Hidrojen verimlilikleri ise yine deneme X ve II ‘de
(10 mM TCI; pH 5.5; 10 g/L siikroz) 0.247 mol H,/mol siikroz ve 0.222 mol Hy/
mol siikroz olarak elde edilmistir (Sekil 4.25). Siikroz doniisiim verimleri arasinda
en yliksek deger %84 olarak deneme XIV ‘te (200 mM TCl; pH 5.5; 50 g/L
siikroz) da elde edilirken diger denemelerde %50-80 arasinda degisen degerler
elde edildigi goriilmektedir (Sekil 4.25).  Substrat olarak siikroz ve inokulum
olarak TCl muamelesi gérmis biyokiitlenin kullanildigi denemelerde incelenen
VFA sonuclarinda; asetik asit ve heptanoik asit olustugu gozlenmistir. Toplamda
en yiiksek ugucu yag asidi 1030 mg/L konsantrasyonla deneme XIV (200 mM
TCl; pH 5.5; 50 g/L)’de gozlenmistir (Sekil 4.25). Box-Behnken istatistiksel
analiz sonuclar;; optimum iretim grafikleri ve denklemleri Ek 6’da yer

almaktadir.

Cizelge 4.5. Modifiye Gompertz denklemi ile kesikli reaktorlerde hidrojen iiretiminin kinetik
olarak incelenmesi (On islem olarak TCl muamelesi gdrmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Deneme No P Rm A R2

1 5.57 2.54 22.74 0.9992
II 11.86 0.12 5.02 0.9998
111 29.67 0.31 5.12 0.9999
v 14.86 0.30 1.03 0.9898
\% 3.55 2.42 22.21 0.9999
VI 1.68 1.37 2.69 0.8999
VII 8.41 0.50 4.03 0.9999
VIII 8.65 0.52 3.99 0.9999
IX 7.91 0.44 3.87 0.9999
X 12.91 0.37 0.86 0.9996
XI 10.47 0.37 2.53 0.9997
XII 1.64 0.60 1.49 0.9999
XIII 7.09 0.45 4.09 0.9999
X1V 7.26 0.45 4.15 0.9999
XV 9.36 0.49 4.08 0.9999

Modifiye Gompertz denklemi ile hesaplanan kinetik katsayilara
bakildiginda en yiiksek hidrojen iiretim potansiyeli 29.67 mL olarak deneme III
‘te ( 10 mM TCI; pH 5.5; 50 g/L siikroz) elde edilmistir. Hidrojen tiretimi en hizlh
olan deneme seti ise 2.54 mL/saat olarak deneme I ( 10 mM TCI; pH 4.5; 30 g/
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siikroz )’dir. Lag zaman1 en kisa deneme seti 0. 86 saat ile deneme X ( 105 mM
TCl; pH 6.5; 10 g/L siikroz) iken en uzun lag fazli deneme seti ise 22.74 saat ile
deneme I “dir (Cizelge 4.5).

4.1.6. On islem olarak 1sil islem gormiis biyokiitle ile substrat olarak
siikkrozdan kesikli biyoreaktorlerde hidrojen iiretimi

Isil iglem karanlik fermantasyonla hidrojen iretiminde karisik

konsorsiyum iizerinde en fazla uygulanmis olan yontemdir. Bolim 3.3.7°de

ayrintili bicimde anlatilmis olan BHP yontemi ile 1s1l islemin hidrojen iiretim

performans1 iizerine etkisi istatistiksel yaklasimlarla ayrintili  bi¢imde

incelenmistir.

140

Kiimiilatif Gaz Uretimi (mL)

Zaman (giin)

Sekil 4.26. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde kesikli reaktorlerde kiimiilatif
hidrojen iiretimleri (On islem olarak 1s1l islem gérmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak 1sil islem gormiis karisik
konsorsiyum kullanildiginda kiimiilatif olarak en yiiksek gaz hidrojen gazi
iiretiminin deneme XV (100 °C; pH 6.5; 30 g/L siikroz) kosulunda yaklasik 120
ml oldugu goriilmektedir. Deneme XII (100 °C; pH 4.5; 30 g/L siikroz) ve
deneme XIV (100 °C ; pH 5.5; 50g/L siikroz) kosullarinda ise en yiiksek hidrojen
{iretimlerini sirastyla 90.85 mL ve 72.69 ml ile takip ettigi gézlenmistir. On islem
olarak 1s1l islem yapilmis biyokiitle ile en diisiik gaz tiretimleri deneme IV (70 °C

; pH 6.5; 30 g/L siikroz)’de 15.79 mL icin elde edilmistir. Grafige gore lag
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zamanlart yapilan deneme kosullarinda birbirine ¢ok yakin olarak

gozlenmistir(Sekil 4.26).
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Sekil 4.27. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde iiretilen kiimiilatif H, miktarlar1 (On
islem olarak 1s1l iglem gérmiis biyokiitle)

Toplam hidrojen miktarlarinin karsilastirmali grafigine bakildiginda en
yiikksek hidrojen {iiretiminin deneme XV ( 100°C; pH 6.5;30 g/L siikroz)
degerinde yaklasik 120 mL oldugu goriilmektedir. Standart sapma degerlerine
bakildiginda en istikrarli denemeler Deneme I, III ve VIII (70°C; pH 4.5; 30 g/L
siikroz- 70 °C; pH 5.5; 10g/L siikroz- 85°C, pH5.5; 30 g/L siikroz) kosullarinda
elde edildigi goriilmektedir. Standart sapmalar agisindan en ¢ok salinim ise

deneme VI (85°C; pH 4.5; 10 g/L siikroz)’da goriilmiistiir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.28. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde H, ve CO, yiizdelerinin degisimi
(On islem olarak 1s1l islem gérmiis biyokiitle)
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Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak 1sil islem gdérmiis biyokiitle
kullanildiginda genel olarak pH 6.5 ve 5.5 degerlerinde en yiliksek H, oranlarinin
elde edildigi goriilmektedir. Metan {retiminin goriilmemesi metanojen
bakterilerin faaliyetlerini siirdiiremediginin gostergesidir ve hidrojen {iretimi
acisindan istenilen bir durumdur. En yiliksek H; yilizdesi deneme XII ( 100°C; pH
4.5; 30 g/L siikroz) i¢in %28 degerinde elde edilmistir. En diisiik H, yiizdesi
deneme IV ve deneme VIII ( 70°C;pH 6.5; 30 g/L siikroz ve 85°C; pH 5.5; 30 g/
siikroz) kosullarinda % 8 olarak elde edilmistir (Sekil 4.28).

B p!l Baslangic
8 1| C—/3 pH Bitis

pH

0 - Ll L Ll Ll L L Ll L L Ll L L
1 11 I 1v. v VI Vvl VIII IX X XI  XII XIII XIV XV

Deneme No

Sekil 4.29. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde baslangig ve bitis pH degerleri (On
islem olarak 1s1l islem gérmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikrozun ve inokulum olarak 6n islem olarak 1sil islem
gormiis biyokiitlenin kullanildigr kesikli reaktor denemelerinde gaz iiretimi sona
erdiginde pH degerlerinin genel olarak 4.5 ile 5 arasinda oldugu goriilmektedir.
Denemeler I, V, VI ve XII (sirasiyla; 70°C; pH 4.5; 30 g/L siikroz- 85°C; pH 4.5;
50 g/L siikroz - 85°C; pH 4.5; 10 g/L siikroz ve 100°C; pH 4.5; 30 g/L siikroz)
disinda yapilan denemelerde iiretim sonundaki pH degeri baslangic pH
degerlerinden diisiik ¢cikmistir. Kesikli reaktorlerde pH degerinin asidik degerlere

gelmesinin nedeni ugucu yag asidi birikiminden kaynaklanmaktadir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.30. On islem olarak 1s1l islem gérmiis biyokiitle ile substrat olarak siikrozdan H,
iretiminde hidrojen verimi, slikroz doniisiim verimi ve toplam VFA degerleri

Stikroz konsantrasyonu ve pH etkisi degisik parametreler agisindan
karsilastirildiginda gram siikroz basina en yliksek hidrojen iiretimi 58.30 mL
olarak deneme XIII (100°C; pH 5.5; 10 g/L siikroz) degerinde elde edilmistir. Her
tic pH degeri i¢in gram siikroz basina hacimce en iyi hidrojen tiretimleril0 g/L ve
30 g/L siikroz konsantrasyonlar1 i¢in elde edildigi goriilmektedir (Deneme XIII
(100°C; 10 g/L siikroz, pH 5.5), deneme XV (100°C; 30 g/L siikroz; pH 6.5),
deneme XI (85°C; 10 g/L siikroz; pH 6.5) ve deneme XII (100 °C; 30 g/L siikroz;
pH 4.5). Hidrojen verimliligi acisindan en iyi sonu¢ en yiiksek hidrojen
iiretiminde oldugu gibi deneme XIII (100°C; 10 g/L siikroz; pH 5.5) i¢in 0.74 mol
H,/mol siikroz olarak elde edilmistir (Sekil 4.30).

Seker kullanim verimleri %60-100 arasinda degisirken en diigiik deger
deneme XIV (100°C; pH 5.5; 50g/L siikroz) ’te %42 olarak elde edilmistir.
Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak 1s1l islem gérmiis biyokiitlenin
kullanildig1 denemelerde incelenen VFA sonuglarinda; asetik asit ve heptanoik
asit degerlerinin yliksek olmasina ragmen incelenen diger ugucu yag asitlerinin de
olustugu goézlenmistir. Toplamda en yiiksek ugucu yag asidinin 205 mg/L
konsantrasyonla deneme IX (85°C; 30 g/L siikkroz; pH 5.5)’da {iretildigi
gorilmektedir (Sekil 4.30).



99

Cizelge 4.6. Modifiye Gompertz denklemi ile kesikli reaktorlerde hidrojen tiretiminin kinetik
olarak incelenmesi (On islem olarak 1s1l islem gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Deneme No P(mL) Rm(mL/saat) Msaat) R’
I 28.61 0.21 22.08 0.9995
II 26.66 0.19 8.75 0.9997
I 26.44 0.22 7.53 0.9866
v 14.68 0.16 0 0.9696
v 96.01 0.25 74.53 0.9944
VI 48.98 0.11 20.68 0.9711
VII 22.54 0.34 0 0.9311
VIII 17.82 0.15 6.31 0.9898
IX 75.87 0.13 0 0.9333
X 18.19 0.17 9.21 0.9622
XI 32.56 0.27 26.03 0.9877
XII 201.44 0.64 91.10 0.9988
XIII 41.76 0.45 19.60 0.9988
X1V 94.61 0.45 46.76 0.9988
XV 159.56 0.87 76.23 0.9977

Modifiye Gompertz denklemi ile katsayilar karsilastirildiginda hidrojen
iiretim potansiyeli en yiiksek kombinasyon deneme XII ( 100°C; pH 4.5; 30 g/L
siikroz) i¢in 201.44 mL olarak elde edilmistir. Hidrojen tiretim potansiyeli en
diisiik kombinasyon ise deneme IV (70 °C; pH 6.5; 30 g/L siikroz) ile 14.68 mL
olarak elde edilmistir. Bunun disindaki denemeler birbirlerine yakin hidrojen
iiretim potansiyeli gostermistir. Saat basina hidrojen iiretim hiz1 en yiiksek kesikli
reaktor kosullar1 deneme XV (100 °C; pH 6.5; 30 g/L stikroz) ile 0.87 mL/saat’tir.
Lag faz1 en yiiksek reaktor kosulu 76.23 saat ile deneme XV (100°C; pH 6.5; 30
g/L siikroz) iken, en diisiik lag fazli reaktor 2 saat ile deneme IV, VII ve IX’da (70
°C; pH 6.5; 30 g/L siikroz - 85°C; pH 5.5; 30 g/L siikroz ve 85°C; pH 5.5; 30 g/L
stikroz) gozlenmistir (Cizelge 4.6).

Isil 6n islem uygulanan 6n islem yontemleri arasinda en yliksek hidrojen
tiretim degerlerinin ve verim degerlerinin elde edildigi yontemdir. Isil 6n islem
i¢in uygulanan Box-Behnken deney diizenegine gore elde yanitlar Design Expert
7.0 programinda detayli olarak incelenerek optimum isletim kosullar

belirlenmistir.
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Sekil 4.31. Siikroz konsantrasyonu ve sicakligin hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak 1s1l
islem gdrmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)
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Sekil 4.32. Sicaklik ve pH’nin hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak 1s1l islem gérmiis
biyokiitle ve substrat olarak siikroz)
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Sekil 4.33. Siikroz konsantrasyonu ve pH’nin hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak 1s1l
islem gdrmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)
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Sekil 4.31-4.33 ‘te Box-Behnken istatistiksel deney tasariminda etkisi

arastirilan bagimsiz degiskenlerin hidrojen iiretimine etkileri yer almaktadir.
Stikroz konsantrasyonlarindaki artisin hidrojen verimliligini olumlu etkiledikleri,
pH degerinin ¢ok etkili olmasidigi ama 5.5 degeri etrafinda daha yiiksek sonuglar
verdigi ve sicakliginda arttikca hidrojen verimlilik degerinin artmis oldugu
gozlenmektedir. Isil islemde muamele siiresinin uzunlugu hidrojen iireten
mikroorganizmalarin baskin hale gegmesini saglayarak hidrojen verimliligi
degerlerine olumlu katkilarda bulunmaktadir. Grafiklerin ¢izilmesinde kullanilan
optimizasyon formiilinde 0.8999 R? degeri ile elde edilen denklem asagidaki
gibidir.
Hidrojen Verimliligi = 0.27676-0.13449 * Sicaklik-0.027606 * Siikroz
kons.+2.01869 * pH+5.38124E-004 * Sicaklik * Siikroz kons.-2.22838E-003 *
Sicaklik * pH-0.011465 * Siikroz kons. * pH+8.30641E-004 * Sicaklik
*+7.32879E-004 * Siikroz kons.>-0.13267 * pH”

Bu denkleme bagli olarak maksimum hidrojen verimliligi i¢in kullanilmasi
gereken isletim kosullar1 programda yapilan analiz sonucunda 100°C sicaklikta 50

g/L stikroz konsantrasyonu ve pH 5 seklinde 6nerilmektedir.

4.1.7. On islem olarak kloroform muamelesi gérmiis biyokiitle ile
substrat olarak siikrozdan kesikli biyoreaktorlerde hidrojen
iretimi

Kloroform uygun konsantrasyonlarda kullanildiginda 6nemli ve etkili bir
metanojen inhibitoriidiir. Karanlik fermantasyonla hidrojen iiretiminde karisik
konsorsiyuma uygulanacak olan kloroform muamelesi i¢in en uygun
konsantrasyonun tespit edilmesi amaciyla Boliim 3.3.8’de ayrmtili bir bigimde

anlatilan BHP yontemi kullanilmigtir.
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Sekil 4.34. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde kesikli reaktorlerde kiimiilatif

hidrojen iiretimleri (On islem olarak kloroform muamelesi gérmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikroz ve inokulum olarak kloroform muamelesi gormiis
karigik konsorsiyum kullanildiginda kiimiilatif olarak en yiiksek hidrojen gazi
tiretiminin deneme XII (%10 kloroform; pH 4.5; 30 g/L siikroz) ile yaklasik 55
mL oldugu goriilmektedir. Bu degere en yakin sonucu deneme XIV (%10
kloroform ; pH 5.5; 50 g/LL silikroz) yaklasik 53 mL gaz {iretimi ile takip
etmektedir. Kloroform muamelesinden sonra en diisiik gaz liretimi deneme V ve
deneme VI’da (%5.025 kloroform; pH 5.5; 50 g/L siikroz ve %5.025 kloroform;
pHA4.5; 10 g/L siikroz) 0-3 mL gaz olarak elde edilmistir. Kloroform uygulamasi
yapilmis bu deneyler genel olarak kisa lag zamani gostermistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.35. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde iiretilen kiimiilatif H, miktarlar (On
islem olarak kloroform muamelesi gormis biyokiitle)
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Toplam hidrojen miktarlariin karsilagtirmali  grafigine bakildiginda
hidrojen tiretimlerinin yani sira standart sapma degerleri kararlilik gdstermis ve
gaz liretimlerinin yine bu kosullarda elde edildigi gozlenmistir. Deneme 111, XII
ve XIV (%0.05 kloroform; pH 5.5; 10g/L siikroz - %10 kloroform; pH 4.5, 30 g/L
stikroz ve %10 kloroform; pH 5.5; 50 g/L siikroz) disindaki diger deneylerde
ortalama 5-30 mL hidrojen iiretimi gozlenmistir. En yiiksek hidrojen iiretimi
deneme XII’de (%10 kloroform; pH 4.5; 30 g/L) 55 mL olarak elde edilmistir
(Sekil 4.35).
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Sekil 4.36. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde H, ve CO, yiizdelerinin degisimi
(On islem olarak kloroform muamelesi gdrmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikroz ve kloroform muamelesi gormiis biyokiitle
kullanildiginda genel olarak hidrojen {iretim yiizdesinin c¢ok 1yi olmadigl
goriilmiistiir. Ayni sekilde metan yilizdesinin tiim deneylerde sifir olmasi
metanojen bakterilerin kloroform uygulamasiyla faaliyetlerini siirdiiremedigini
gostermektedir ki bu hidrojen tiretimi igin istenilen bir durumdur. Deneme VIII,
IX (%5.025 kloroform; pH 5.5; 30 g/L siikroz; %5.025 kloroform; pH 5.5; 30 g/L
siikroz),deneme X (%5.025 kloroform; pH 6.5; 50 g/L siikroz), deneme XIII (
%10 kloroform; pH 5.5; 10g/L siikroz), deneme XIV (%10 kloroform; pH 5.5; 50
g/L siikroz) ve deneme XV ( %10 kloroform; pH 6.5; 30 g/L siikroz)’te hidrojen

ylizdesi sifir olarak en diisiik degerleri olusturmaktadir. Bu kloroform
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uygulamasmin hidrojen {ireten bakterilerinde inhibe olmasina neden olarak

hidrojen tiretimini de olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.37. Farkli pH ve siikroz konsantrasyonu degerlerinde baslangic ve bitis pH degerleri (On
islem olarak kloroform muamelesi gérmiis biyokiitle)

Substrat olarak siikrozun ve 6n islem olarak kloroform muamelesi gérmiis
biyokiitlenin kullanildig1 kesikli reaktdr denemelerinde gaz tiretimi sona erdiginde
pH degerlerinin genel olarak 6’ya yaklastig1 gozlenmistir. ilk dort denemede (I-
IV) iiretim sonunda pH degerleri 4.5’a diislis gostermisken diger denemelerde

VI’ya yaklasmistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.38. On islem olarak kloroform muamelesi gérmiis biyokiitle ile substrat olarak siikrozdan
H, tiretiminde hidrojen verimi, siikroz doniisiim verimi ve toplam VFA degerleri

Siikroz konsantrasyonu ve pH etkisi degisik parametreler acisindan

karsilagtirildiginda gram siikroz bagina en yiiksek hidrojen tiretimi deneme XIV
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(%10 kloroform; pH 5.5; 50g/L siikroz) kosullarinda 76.45 olarak elde edilmistir.
Buna ragmen genel olarak hidrojen iiretimi 1-30 mL olarak elde edilmistir.
Hidrojen verimliligi agisindan en iyi sonu¢ hidrojen iiretiminde oldugu gibi
deneme XIV’te (%10 kloroform; pH 5.5; 50 g/L siikroz) 0.97 mol Hy/mol siikroz
olarak elde edilmistir. En yiiksek toplam seker kullanim verimi %80 ile deneme
XII (%10 kloroform; pH 5.5; 10 g/L siikroz) icin elde edilmistir. VFA
sonuglarinda; asetik asit, izobiitirik asit ve heptanoik asit olusumu goézlenmistir.
Incelenen ugucu yag asitleri arasinda en yiiksek asetik asit degerleri olmustur.
Toplamda en yiiksek ugucu yag asidi iiretimi 1265 mg/L konsantrasyonla deneme
IX (% 5.025 kloroform; pH 5.5, 30 g/L siikroz)’da elde edilmistir (Sekil 4.38).
Box-Behnken istatistiksel analiz sonuclari; optimum iiretim grafikleri ve

denklemleri Ek 6’da yer almaktadir.

Cizelge 4.7. Modifiye Gompertz denklemi ile kesikli reaktorlerde hidrojen iiretiminin kinetik
olarak incelenmesi (On islem olarak kloroform muamelesi gdrmiis biyokiitle ve substrat olarak

siikroz)
Deneme No P Rm A R’
I 49.66 0.39 34.54 0.9999
II 16.59 0.19 3.75 0.9998
1 29.66 0.31 5.12 0.9998
v 16.54 0.39 2.67 0.9999
\% 3.05 1.78 3.61 0.9998
VI 0.97 3.05 2.16 0.8777
VII 7.69 0.75 4.29 0.9999
VIII 7.55 3.96 1.46 0.9999
IX 6.69 3.32 1.37 0.9999
X 9.00 5.76 6.04 0.9999
XI 8.08 0.61 4.23 0.9999
XII 43.24 0.39 20.11 0.9999
XIII 6.47 3.27 1.82 0.9999
X1V 35.39 0.37 10.77 0.9999
XV 8.08 3.56 1.91 0.9999

Modifiye Gompertz denklemi ile katsayilar karsilastirildiginda hidrojen
iiretim potansiyeli en yiiksek kombinasyon deneme 1 (%0.05 kloroform; pH 4.5,
30g/L siikroz) i¢in 49.66 mL olarak elde edilmistir. Hidrojen iiretim potansiyeli en
diisiik kombinasyon ise 0.97 mL ile deneme VI ( %5.025 kloroform; pH 4.5, 10
g/L siikroz)’da elde edilmistir. Saat basina hidrojen tiretim hiz1 en yiiksek kesikli
reaktor kosullarinin deneme X (%5.025 kloroform; pH 6.5, 50 g/L siikroz) i¢in
5.76 mL/saat oldugu gozlenmistir. Lag faz1 en yiiksek reaktdr kosulu 34.54 saat
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ile deneme I saglarken en diisiik lag fazli reaktor 1.37 saat ile deneme IX (9%5.025
kloroform; pH 5.5; 30 g/L siikroz)’dur (Cizelge 4.7).

4.1.8. Kesikli reaktorlerde on islem etkisinin Kkarsilastirmah

incelemesi

Karanlik fermentasyonda kullanilacak inokuluma uygulanacak 6n
islemlerin kiimiilatif hidrojen tiretimi tizerine etkisinin karsilagtirmalarina
bakilacak oldugunda en uygun On islemin 1s1l muamele oldugu
goriilmektedir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Kesikli reaktorlerde 6n islem etkisinin “Toplam H, Uretim Performanslari
(mL H,)” agisindan karsilastirmast

Kimyasal Kons./Kloroform/Sicaklik pH Siikroz i§lemsiz Asit | Baz BESA | TCl | Sicakhk Kloroform
Kons.
10mM (mg/L) / %0.05 / 70°C 45 30 35 20 | 35| 8 6 28 13
10mM (mg/L) / %0.05 / 70°C 5.5 10 37 23 |38 | 12 | 12 28 10
10mM (mg/L) / %0.05 / 70°C 5.5 50 42 15 |46 | 32 |30 | 25 30
10mM (mg/L) / %0.05 / 70°C 6.5 30 81 28 | 42 | 21 | 15 16 15
105mM (mg/L)/ %5.025/85°C | 4.5 10 40 29 | 36 | 21 | 4 23 3
105mM (mg/L)/ %5.025/85°C | 4.5 50 35 15 | 31 5 2 39 1
105mM (mg/L)/ %5.025/85°C | 5.5 30 54 19 |37 ] 16 | 9 28 7
105mM (mg/L)/ %5.025/85°C | 5.5 30 54 19 |37 ] 20 | 9 18 7
105mM (mg/L)/ %5.025/85°C | 5.5 30 54 19 | 37 | 46 | 8 31 7
105mM (mg/L)/ %5.025/85°C | 6.5 10 48 13 |38 ] 31 | 14 30 9
105mM (mg/L)/ %5.025/85°C | 6.5 50 78 31 |65 | 59 | 11 20 8
200mM (mg/L) / %10/ 100°C 45 30 50 20 | 35 | 11 2 91 1
200mM (mg/L) / %10/ 100°C 55 10 37 23 |38 | 18 | 7 41 6
200mM (mg/L) / %10/ 100°C 5.5 50 42 15 |46 | 18 | 7 73 7
200mM (mg/L) / %10/ 100°C 55 30 81 28 | 42 | 49 | 10 | 121 8

Ortama kloroform ve TCI eklenmesi ile metanojenlerin yani sira hidrojen

tireten mikroorganizmalarinda baskilandig: diisiik hidrojen iiretim verimlerinden

anlasilmaktadir. Karisik konsorsiyumun asitlendirilmis ve baziklestirilmis

olmast da hidrojen iiretim verimlerine olumlu etkiler yapmis olmasia karsin

proses maliyetleri acisindan disiiniildiigiinde 1s1l muamelenin uygulama

acisindan en uygun yontem oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.9. Kesikli reaktorlerde 6n islem etkisinin “Toplam H, Uretim Verimleri (mL H,/g
sitkroz)” agisindan karsilagtirmasi

Kimyasal Kons./Kloroform/Sicakhk pH Siikroz islemsiz Asit Baz BESA TCl Isil Kloroform
Kons. islem
10mM (mg/L) / %0.05 / 70°C 45 30 24 10 |17 | 4 3 13 7
10mM (mg/L) / %0.05 / 70°C 5.5 10 12 4 13| 16 |17 41 23
10mM (mg/L) / %0.05 / 70°C 5.5 50 53 32 |55 | 9 9 9 9
10mM (mg/L) / %0.05 / 70°C 6.5 30 38 1321 10 | 7 8 8
105mM (mg/L)/ %5.025/85°C | 4.5 10 10 4 | 9| 30 | s 33 4
105mM (mg/L)/ %35.025/85°C | 4.5 50 5 41 | 52 1 1 11 0
105mM (mg/L) / %5.025 /85°C | 5.5 30 26 9 |17 | 7 4 13 4
105mM (mg/L)/ %5.025/85°C | 5.5 30 26 9 |17 ] 10 | 4 8 4
105mM (mg/L)/ %5.025/85°C | 5.5 30 26 9 |17 | 22 | 4 15 3
105mM (mg/L)/ %5.025/85°C | 6.5 10 22 9 |19 | 45 | 19 43 13
105mM (mg/L)/ %35.025/85°C | 6.5 50 68 19 |45 | 17 | 3 6 2
200mM (mg/L)/ %10/ 100°C 45 30 24 10|17 ] s 1 43 2
200mM (mg/L)/ %10/ 100°C 5.5 10 53 32 |55 25 | 10 58 1
200mM (mg/L)/ %10/ 100°C 55 50 12 4 13| s 1 21
200mM (mg/L)/ %10/ 100°C 5.5 30 39 13 (20| 23 | s 57 4

Karanlik fermantasyonda kesikli reaktorlerle hidrojen iiretiminde
kiimiilatif hidrojen iiretiminin yani sira bir diger dnemli parametre tiiketilen
substrat basina lretilen hidrojen miktaridir. Cizelge 4.9°da karisik konsorsuyuma
uygulanan 6n islemlerin hidrojen iiretim verimleri agisindan karsilastirmasi yer
almaktadir. Buna gore verimleri acgisindan da en olumlu etkinin 1s1l 6n islem ile
saglandig1 goriilmektedir. Asit ve baz muamelesi de metanojenlerin baskilanip
hidrojen iireten mikroorganizmalarin dominant hale gegmesinde etkin yontemler
olamsina ragmen uygulama kolaylig1 ve maliyetler agisindan en olumlu sonuglarin
1s1l iglem ile saglandigi goriilmektedir. TCl ve kloroform muamelelerinin ise

oldukga diisiik hidrojen verim degerleri ile sonuclandig1 goriilmektedir.

4.2. Karanlik Fermantasyonla Siirekli Reaktor Denemeleri
4.2.1. Seramik top dolgulu immobilize biyoreaktor
Seramik top dolgulu reaktdrde giris suyu olarak 10 g/L siikroz iceren
besleme ¢ozeltisi kullanilmis ve HRT 24, 12, 6, 3 ve 1.5 saat kosullarinda reaktor
cikis degerleri dengeye gelene dek calistirllmistir. Cikis sularindan diizenli

ornekler alinmais, reaktorde giinliik analizler yapilmistir.
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Sekil 4.39. Seramik top dolgulu immobilize reaktériin OLR degerleri

Sekil 4.39’da seramik top dolgulu immobilize reaktdriin OLR (Organik
Yikleme Hizi) degerleri yer almaktadir. Giris konsantrasyonu 10 g/L siikroz
olarak sabit tutulmustur. OLR degerlerinde azalan HRT degerleriyle birlikte

beklenen ve sinirlar arasinda diizenli bir artis gézlenmektedir.
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Sekil 4.40. Seramik top dolgulu immobilize reaktoriinde giinliik H, (mL/giin) tiretiminin HRT ile
degisimi
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Seramik top dolgulu immobilize reaktorde her HRT degerinde birbirine
yakin ve 400 mL civarinda degerler elde edilmistir. Bu degerler seramik top
dolgulu immobilize reaktorlerle istenen her HRT degerinde yiiksek performans ile
calisilabilecegini gostermektedir. Diisiik HRT ile yliksek HRT degerleri arasinda
onemli bir fark gozlenmemektedir. Ancak seramik top dolgulu reaktdriin
HRT=1.55 saat ile calistirilabilmesi ekonomik olarak avantajlidir. Degerler
arasinda en yiiksek hidrojen gazi iiretimi HRT 3 saat kosulunda yaklasik 450 mL
olarak gozlenmistir (Sekil 4.40).
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Sekil 4.41. Seramik top dolgulu immobilize reaktoriin %H, degerlerinin HRT ile degisimi

Hidrojen yiizdeleri seramik top dolgulu immobilize reaktdr icerisindeki
mikroorganizmalarin performansiyla ilgili bir parametredir. Sekil 4.41°de yer alan
sonuglara bakilacak olursa yatiskin durum hidrojen yiizdelerinin 45-60 arasinda
degistiginin ancak hidrojen ylizdesi bakimindan en 1y1 performansin HRT 24 saat
kosullarinda (%60) elde edildigi goriilmektedir. En diisiik hidrojen yiizdesi ise
HRT 12 saat (%45) ve 1.5 saat (%42) kosullarinda gézlenmistir.
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Sekil 4.42. Seramik top dolgulu reaktériin hidrojen verimi degerleri (ml H,/g siikrozkullanilan)

Sekil 4.42°de seramik top dolgulu immobilize reaktoriin hidrojen verimi
degerleri yer almaktadir. En yiiksek verim degerleri HRT 1.5 ve 3 saat
kosullarinda 294 ve 363 mL Hy/ g slikroz kyjianitan (2.46 mol Hy/mol siikroz ve 3.03
mol Hy/mol siikroz) olarak elde edilmistir. Substrat olarak siikroz kullanildiginda
termofilik kosullarda son {iriin asetat oldugunda 616 mL H,/g siikroz, biitirat
oldugunda 280 mL H,/ g siikroz, asetat ve biitirat oldugunda ise 140 mL H,/ g
siikroz verim degerleri elde edilmektedir. Teorik degerlerle karsilastirma
yapildiginda HRT 1.5 ve 3 kosullarinda son iirlin biitirat ve asetat veya sadece
biitirata oldugu diisiiniiliirse reaktdriin %60-70 performansla ¢alistigi soylenebilir.
HRT 24 ve 12 saat kosullarinda hidrojen verim degerlerinin oldukga diisiik
olduklar1 gozlenmektedir. Bu durum reaktoriin yiiksek HRT degerlerinde
baslatildigindan dolay1 akklimasyon siirecinde oldugu anlamina gelir. Daha diisiik
HRT zamanlarima inildik¢e reaktdrdeki mikroorganizma sayisi ve tutunmus

mikroorganizma konsantrasyonlar1 artig gostermistir.

Reaktorler planlanan HRT kosullarinda ¢alistirildiktan sonra dolgu
malzemelerinin iizerine tutunan mikroorganizma miktarlarinin tespit edilmesi i¢in

reaktorler bosaltilmistir. Sekil 4.43 ‘te gorildiigli gibi mikroorganizmalarin
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cogunlugu reaktoriin alt kisminda toplanmistir. Reaktoriin alt, orta ve iist

bolgelerinde yapilan analizlerle mikroorganizma miktarlari tespit edilmistir.

Sekil 4.43. Seramik top dolgulu immobilize reaktdrler (siikroz beslemeli)- son goriintiileri

I %: 70 (immobilize)
[ %: 30 (siispanse)

Sekil 4.44. Seramik top dolgulu immobilize reaktérde immobilize ve siispanse biyokiitle oranlari
(%)

Reaktorde yapilan son analizlerde AKM (mg VSS/L) dagilimlar Sekil 4.44°te
yer almaktadir. Toplam biyokiitlenin % 70’ini immobilize %30’unu siispanse
biyokiitle olusturmaktadir. Yapilan analizlerde mikroorganizma miktarlarinin en
biiyiik ¢ogunlugunun alt bolgede toplandigi goriilmiistiir. i¢ kisimlarda da alt

bolgedekine yakin degerler elde edildiginden reaktorde hem tutunmus hem askida
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mikroorganizmalarin bulundugu sdylenebilir. Bu durum reaktdr performansini
artiracak bir etki olusturacaktir. Taze beslemenin siirekli alttan veriliyor olmasi
yukar1 akish sistemlerde mikroorganizmalarin c¢ogunlukla giris bolgesinde
biiyiimelerini saglar. Ust bolgedeki yogun mikroorganizma konsantrasyonu ise
daha cok olerek ya da parcalanarak dolgu materyallerinden kopmus reaktorden

uzaklagsmakta olan mikroorganizmalari temsil etmektedir.

Acc  SpotMagn
400KV 30 20000x

(b)
Sekil 4.45. Seramik top tizerine immobilize olmus mikroorganizmalarin taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile ¢ekilmis goriintiileri (a) hidrojen iiretiminden 6nce (b) hidrojen liretiminden
sonra

Sekil 4.45> teki SEM fotograflarina bakilacak olursa seramik top
reaktoriinden alinan pargagiklar iizerinde morfolojik olarak Clostridium benzeri

yapilar gozlenmektedir.

4.2.2. Seramik yiiziik (halka) dolgulu immobilize biyoreaktor

Seramik yiiziik dolgulu reaktér 10 g/L siikroz iceren besi ortami ile
beslenmistir. Sistem HRT 24, 12, 6, 3 ve 1.5 saat kosullarinda reaktor c¢ikis
degerleri dengeye gelene kadar ¢alistirilmistir. Cikis sularindan diizenli 6rnekler

alimmistir. Cikis suyu degerleri izleyen boliimlerde sunulmustur.
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Sekil 4.46. Seramik yiiziik dolgulu reaktér OLR (Organik Yiikleme Hiz1) degerleri

Sekil 4.46°da seramik yiiziik dolgulu immobilize reaktoriin OLR degerleri yer

almaktadir. Giris konsantrasyonu 10 g/L siikroz olarak sabit tutulmustur. OLR

degerlerinde azalan HRT degerleriyle birlikte beklenen ve simirlar arasinda

diizenli bir artis g6zlenmektedir.
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Sekil 4.47. Seramik yiiziik dolgulu reaktdr’de H, tiretim hizinin HRT ile degisimii
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Seramik yliziikk dolgulu immobilize reaktérde her azalan HRT degeriyle
birlikte artan hidrojen gazi miktarlar1 gézlenmektedir. Bu egilim seramik yiiziik
dolgulu immobilize reaktorler ile istenen her HRT degerinde rahatlikla
caligilabilecegini ancak daha diisik HRT ‘lerde daha iyi performans
alinabilecegini gostermektedir. Degerler arasinda en yliksek hidrojen gazi {iretimi

HRT 3 saat kosulunda yaklasik 450 mL olarak gézlenmistir (Sekil 4.47).
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Sekil 4.48. Seramik yiiziik dolgulu reaktor %H, degerleri

Hidrojen ylizdeleri seramik yiiziik dolgulu immobilize reaktor i¢ersindeki
mikroorganizmalarin performansiyla ilgili bir parametredir. Sekil 4.48°de yer alan
sonuclara bakilacak olursa hidrojen ylizdelerinin hemen hepsinin %45-50 arasinda
oldugu anlagilmaktadir. Hidrojen ylizdelerinin birbirine yakin olmasi igerdeki
mikroorganizma miktarinin da sabit oldugu artan organik yiikleme hizlariyla

reaktorden uzaklagmadiklarini gostermektedir.
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Sekil 4.49. Seramik yiiziik (halka) dolgulu reaktoriin hidrojen verimi degerleri (mL H,/g
siikrozkullanilan)

Sekil 4.49°da seramik yiizlik dolgulu immobilize reaktoriin hidrojen verimi
degerleri yer almaktadir. En yiikksek verim degerleri HRT 1.5 ve 3 saat
kosullarinda 472-425 mL Hy/ g siikroz xiamian (2.91 mol Hy/mol siikroz ve 2.62
mol Hj/mol siikroz) olarak elde edilmistir. Teorik degerlerle karsilastirma
yapildiginda HRT 1.5 ve 3 kosullarinda son {iriin biitirat ve asetat veya sadece
biitirata oldugu disiiniiliirse reaktoriin yaklasik %50 performansla calistigi
sOylenebilir. HRT 24 ve 12 saat kosullarinda hidrojen verim degerlerinin oldukca
diisiik olduklar1 gézlenmektedir. Bu durum reaktoriin yiikksek HRT degerlerinde
baslatildigindan dolay1 akklimasyon siirecinde oldugu anlamina gelir. Daha diisiik
HRT zamanlarina inildik¢e reaktdrdeki mikroorganizma sayisi ve tutunmus

mikroorganizma konsantrasyonlarinin arttig1 gézlenmistir.

Reaktorler planlanan HRT kosullarinda ¢alistirildiktan sonra dolgu
malzemelerinin iizerine tutunan mikroorganizma miktarlarinin tespit edilmesi igin
reaktorler bosaltilmistir. Sekil 4.50° de goriildiigii gibi mikroorganizmalarin
cogunlugu reaktoriin alt kisminda toplanmistir. Reaktoriin alt, orta ve {ist

bolgelerinde yapilan analizlerle mikroorganizma miktarlari tespit edilmistir.
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Sekil 4.50. Seramik yiiziik (halka) dolgulu immobilize reaktorler - son goriintiileri

I 9 85 (immobilize)
[ %: 15 (siispanse)

Sekil 4.51. Seramik yiiziik (halka) dolgulu immobilize reaktdr son mikroorganizma
konsantrasyonlari (%)

Reaktorde yapilan son analizlerde AKM (mg VSS/L) dagilimlart Sekil
4.51’de yer almaktadir. Reaktdr i¢indeki biyokiitlenin % 85’ini immobilize
biyokiitle, 515’ini silispanse biyokiitle olusturmaktadir. Yapilan analizlerde
mikroorganizma miktarinin c¢ok biiyilk c¢ogunlugu alt bdlgede toplandig
goriilmiistiirtedir. I¢ kisimlarda da alt bélgedekinden ¢ok daha diisiik degerler elde
edildiginden reaktorde 6zellikle alt bolgede tutunmus mikroorganizma miktarinin
oldukea yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum reaktor performansini artiracak
bir etki olusturacaktir. Taze beslemenin siirekli alttan veriliyor olmasi yukari

akish sistemlerde mikroorganizmalarin ¢cogunlukla giris bolgesinde biiylimelerini
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saglar iist bolgedeki yogun mikroorganizma konsantrasyonu ise daha ¢ok olerek
ya da parcalanarak dolgu materyallerinden kopmus reaktérden uzaklasmakta olan

mikroorganizmalar1 temsil etmektedir.

a AbcY SpotMagn Dot WO |———{ 2;m
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(@) (b)

Sekil 4.52. Seramik halka(yiiziik) {izerine immobilize olmug mikroorganizmalarin taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile ¢ekilmis goriintiileri (a) hidrojen tiretiminden dnce (b) hidrojen
iretiminden sonra

Reaktorden ¢ikan dolgu malzemelerden alt bolgeden bir adet 6rnek SEM
goriintiileme merkezinde tizerindeki mikroorganizmalar goriintiilenmistir. Sekil
4.52°de yer alan fotograflarda goriildiigii gibi dolgu materyali lizerine iyi bir
tutunma  saglanmistir.  Mikroorganizmalarin  ¢ogunun yapilari itibariyle

Clostridium tiirleri olduklar1 gézlenmektedir.

4.2.3. Pomza tas1 dolgulu immobilize biyoreaktor

Boliim 3.4.4 ’te ayrintili bicimde 6zellikleri ve ayrintilari agiklanan pomza tasi
dolgulu immobilize reaktér 10 g/L siikroz igeren besleme c¢ozeltisi ile beslenmis,
HRT 24, 12, 6, 3 ve 1.5 saat kosullarinda reaktor ¢ikis degerleri dengeye gelene
dek calistirilmistir. Cikis sularindan diizenli 6rnekler alinmis ¢ikis suyu degerleri

izleyen boliimlerde sunulmustur.
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Sekil 4.53. Pomza dolgulu reaktdor OLR (Organik Yiikleme Hizi) degerleri

Sekil 4.53’te pomza tas1 dolgulu immobilize reaktoriin OLR degerleri yer
almaktadir. Giris konsantrasyonu 10 g/L siikroz olarak sabit tutulmustur. OLR
degerlerinde azalan HRT degerleriyle birlikte beklenen sekilde ve sinirlar arasinda

diizenli bir artig gdzlenmektedir.
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Sekil 4.54. Pomza tas1 dolgulu immobilize reaktor hidrojen iiretim degerleri

Pomza tas1 dolgulu immobilize reaktérde her azalan HRT degeriyle birlikte

artan hidrojen gazi miktarlar1 gézlenmektedir. En yiiksek degerler HRT 3 saatte



119

320 mL olarak, en diisiik deger ise HRT 24 saatte yaklasik 100 mL olarak elde
edilmistir. Bu egilim pomza tas1 dolgulu immobilize reaktorler ile istenen her
HRT degerinde rahatlikla ¢alisilabilecegini ancak daha diisiik HRT ‘lerde daha iyi
performans alinabilecegini gostermektedir. Degerler arasinda en yiiksek hidrojen

gazi tiretimi HRT 3 saat kosulunda 320 mL olarak gézlenmistir(Sekil 4.54).
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Sekil 4.55. Pomza tagi dolgulu immobilize reaktor hidrojen yiizdesi degerleri

Hidrojen yiizdeleri pomza tast dolgulu immobilize reaktor igersindeki
mikroorganizmalarin performansiyla ilgili bir parametredir. Sekil 4.55’ te yer alan
sonuglara bakilacak olursa hidrojen yiizdelerinin hemen hepsinin %50°nin
tizerinde elde edildigi anlagilmaktadir. Hidrojen yiizdelerinin sabit olmasi igerdeki
mikroorganizma miktarmin da sabit oldugunu; artan organik ylikleme hizlariyla

reaktorden uzaklagmadiklarin1 gostermektedir.
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Sekil 4.56. Pomza tas1 dolgulu immobilize reaktor hidrojen verimi degerleri
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Sekil 4.56’da pomza tasi dolgulu immobilize reaktoriin hidrojen verimi
degerleri yer almaktadir. En yiiksek verim degerleri HRT 1.5 ve 3 saat
kosullarinda 400 mL H,/g siikroz kullanilan (~1,36 mol Hy/mol siikroz) civarinda
degerler olarak elde edilmistir. Teorik degerlerle karsilagtirma yapildiginda HRT
1.5 ve 3 kosullarinda son iiriin biitirat ve asetat oldugu diisiiniiliirse reaktoriin
yaklasik %70 performansla ¢alistig1 soylenebilir. HRT 24 ve 12 saat kosullarinda
hidrojen verim degerlerinin olduk¢a diisiik olduklar1 gézlenmektedir. Bu durum
reaktoriin yiiksek HRT degerlerinde baslatildigindan dolayr akklimasyon
sirecinde oldugu anlamina gelir. Daha diisik HRT zamanlarina inildikge
reaktordeki ~ mikroorganizma  sayist  ve  tutunmus — mikroorganizma

konsantrasyonlar1 artmigtir.

Reaktorler planlanan HRT kosullarinda ¢alistirildiktan sonra dolgu
malzemelerinin lizerine tutunan mikroorganizma miktarlarinin tespit edilmesi i¢in
reaktorler bosaltilmigtir. Sekil 4.57°de goriildiigli gibi mikroorganizmalarin
cogunlugu reaktoriin alt kisminda toplanmistir. Reaktoriin alt, orta ve iist

bolgelerinde yapilan analizlerle mikroorganizma miktarlari tespit edilmistir.

Sekil 4.57. Pomza tas1 dolgulu immobilize reaktorler-son goriintiileri
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I %: 72 (immobilize)
[ %: 28 (siispanse)

Sekil 4.58. Pomza tas1 dolgulu immobilize reaktdér son mikroorganizma konsantrasyonlari (%)

Reaktorde yapilan son analizlerde AKM (mg VSS/L) dagilimlar1 Sekil
4.58’de yer almaktadir. Reaktor i¢i biyokiitlenin %72’sinin immobilize, %28’inin
siispanse halde oldugu goriilmistir. Yapilan analizlerde mikroorganizma
miktarinin ¢ok bilyiik cogunlugu alt bolgede toplandigi gériilmektedir. Ic
kisimlarda da alt bolgedekinden ¢ok daha diisiikk degerler elde edildiginden
reaktorde Ozellikle alt bolgede tutunmus mikroorganizma miktarimin oldukca
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum reaktér performansini artiracak bir etki
olusturacaktir. Taze beslemenin siirekli alttan veriliyor olmasi yukari akigh
sistemlerde mikroorganizmalarin ¢ogunlukla giris bolgesinde biiyiimelerini saglar
iist bolgedeki yogun mikroorganizma konsantrasyonu ise daha ¢ok Olerek yada
parcalanarak dolgu materyallerinden kopmus reaktorden uzaklagmakta olan
mikroorganizmalari temsil etmektedir. Reaktdrden ¢ikan dolgu malzemelerden alt
bolgeden bir adet O©rmmek SEM  goriintileme merkezinde {zerindeki
mikroorganizmalar gorintiillenmistir. Sekil 4.59’da yer alan fotograflarda
gorildiigli gibi dolgu materyali {izerine iyt bir tutunma saglanmistir.
Mikroorganizmalarin ¢ogunun yapilart itibariyle Clostridium tiirleri olduklar

gozlenmektedir.
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Sekil 4.59. Pomza tas1 dolgulu immobilize reaktdr dolgu materyali bos (sol kare) ve hidrojen
iretimi sonrast (sag kare) SEM Goriintiileri

4.2.4. Siikroz beslemeli tam karistirmal siirekli reaktor (CSTR)

Biyohidrojen iiretiminde karigik kiiltiirle ¢alisildiginda literatiirde var olan
datalarla karsilastirma yapmak kiiltlirlerin kaynaklarina veya uygulanan On
islemlere bagli olduklar1 i¢in yeterli olmayacaktir. Bu nedenle yapilan
immobilizasyon denemelerin de ayni karigik kiiltiirle askida sistem kurmak g¢ok
daha saglikli olacaktir. Bu calisgmada immobilize reaktorlerle karsilastirma
yapabilmek icin ayni kosullarda tam kontrollii CSTR calistirllmigtir. 10 g/L
stikroz beslenerek pH kontrollii fermantorde 24-12-6-3-1.5 saat HRT kosullarinda
isletilmis ve giinliik analizler yapilmistir. Sonuglar ilerleyen bdoliimlerde yer

almaktadir.
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Sekil 4.60. Siikroz beslemeli CSTR OLR degerleri

Sekil 4.60’ ta siikroz beslemeli CSTR, OLR degerleri yer almaktadir. Giris
konsantrasyonu 10 g/L siikroz olacak sekilde sabit tutulmustur. OLR degerinin
diisen HRT degeri ile arttign HRT=1.5 saat kosulunda 160 kg KOI/m’.giin

degerine ulastig1 gozlenmektedir.
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Sekil 4.61. Siikroz beslemeli CSTR hidrojen iiretim degerleri



124

Sekil 4.61’de ise CSTR reaktoriinde elde edilen H, degerleri yer
almaktadir. Bu degerler incelendiginde en yiiksek hidrojen iiretim degerlerinin
HRT 24 saat kosullarinda elde edildikleri gozlenmektedir. Daha once yapilan
caligmalarda HRT 24 saatlik kosullarin CSTR ile hidrojen {iretiminde optimum
olduklari, daha diisik HRT degerlerinde mikroorganizmalarin yikanarak
uzaklastiklart gozlenmistir (Azbar, 2010). Calismanin bu basamagi daha once
belirlenen bu sonuglar1 destekler nitelikte olup immobilize reaktorlerin
kullanilmasinin avantajmi ortaya koymustur. Ozellikle HRT 6, 3 ve 1.5 saatlik
kosullarda hidrojen {iretim degerlerinin oldukca diisiik olduklart goze
carpmaktadir. Mikroorganizmalarin reaktorden yikanip uzaklastiklari anlamina
gelen bu durum CSTR reaktorlerinde diisik HRT kosullarda ¢alismanin
giicliglinii ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.62. Siikroz beslemeli CSTR % H, degerleri

Hidrojen ylizdesi biyohidrojen tliretiminde baska bir 6nemli parametredir.
CSTR’da HRT 6, 12 ve 24 saatlik kosullarda hidrojen yiizdelerinin % 50’den
daha yiiksek olduklar1 daha diisik HRT kosullarinda %40 larin altina diistigi
gozlenmektedir (Sekil 4.62). Reaktorde azalan mikroorganizma sayisininda bir

sonucu olan bu durum iiretilen hidrojen miktarlarina yansimaktadir. HRT 1.5 ve 3
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saat kosullarinda zaten oldukca azalan hatta sifir olan hidrojen miktarlarina da
bakilacak olursa reaktor tlizerinde zenginlesme olabileceginin  ancak
mikroorganizma  sayisinin  yetersizliginden  dolayr  hidrojen  {iretimi

gozlenemediginin gostergesidir.

4.2.5. Karanhk fermantasyonla hidrojen iiretiminde kullamilan

siirekli reaktorlerde performans karsilastirmalari

Karanlik fermentasyonla hidrojen {iretiminde siirekli reaktorlerde
immobilizasyonun etkisini belirlemek amaciyla yapilan calismalarin bir arada
karsilastirmalar1 yapilmistir. Immobilize reaktorlerin kendi aralarinda ve askida
reaktorle karsilagtirmali grafiklerine bakildiginda immobilizasyonun etkisi daha

net bir sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.63. Karanlik fermentasyonla siirekli reaktérlerde immobilize ve askida reaktdrlerde OLR
degerlerinin karsilagtirmasi

Karanlik fermentasyonla siirekli reaktorlerde hidrojen iretimine
immobilizasyonun etkisini incelemek amaciyla hazirlanan karsilagtirma grafigine
bakilacak olursa HRT=24 saatte 10 g/L olan OLR degerinin diisen HRT degeri ile
artig1 biitlin reaktorlerde OLR degerinin hesaplanan degerlere yakin oldugu
goriilmektedir. OLR degerlerindeki bu kararli durum reaktorlerde beslemelerin

uygun kosullarda yapildigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.64. Karanlik fermantasyonla siirekli hidrojen tiretiminde immobilize ve askida
reaktorlerde giinliik hidrojen tiretimi degerlerinin kargilagtirmasi

Karanlik fermantasyonla stirekli reaktorlerde giinlilk hidrojen {iretimi
lizerine immobilizasyonun etkisinin karsilastirmali olarak yer aldig1 Sekil 4.64’e
bakilacak olursa HRT=24 saatte en yiiksek hidrojen {iretimi CSTR’da
goriilmektedir ancak aradaki fark CSTR’in hacminin 2 L olmasindan
kaynaklanmaktadir. HRT=12 saat’ten itibaren CSTR’da hidrojen iiretimi yiiksek
miktarda azalmis ve HRT=6 saatten itibaren CSTR’da biyokiitle sistemden
yikanarak uzaklastigindan dolay1 hidrojen {iiretimi durmustur. Bu kosullarda
immobilize reaktorlerde hidrojen iiretiminin kararli bir sekilde devam ettigi
goriilmektedir. HRT=1.5 saat kosulunda dahi ii¢ immobilize reaktorde de giinliik
hidrojen iiretimi devam etmistir. Bu durum sistemde sabit bir sekilde kalan

biyokiitlenin aktif bir sekilde hidrojen iiretmeye devam ettigini gdstermektedir.
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Sekil 4.65. Karanlik fermantasyonla siirekli hidrojen tiretiminde immobilize ve askida reaktorlerde
hacimsel hidrojen iiretim degerlerinin karsilastirmasi

Karanlik fermantasyonla siirekli reaktorlerde hidrojen tiiretim hizina
immobilizasyonun etkisinin karsilastirildigit  Sekil 4.65’te  degisen HRT
degerlerine karsilik reaktorlerin kendi aralarindaki ve askida sistemden farklar
goriilmektedir. Immobilize reaktdrlerde reaktdriin litresi basina hidrojen iiretimine
bakildigin da askida sisteme gore oldukca yiiksek olduklar1 goriilmektedir.
Hacimce 8 kat diisiik reaktorlerde performans agisndan 5-6 kat yiiksek degerler
gbze carpmaktadir. HRT= 6 saatten itibaren immobilizasyonun reaktor
performansina katkisinin oldukg¢a yiiksek oldugu reaktér i¢inde kalan kararh
biyokiitle ile diisiik alikonma zamanlarinda dahi hidrojen {iiretimlerinin devam
etmesi hidrojen iiretimine immobilizasyonun olumlu katkisini net bir sekilde

ortaya koymaktadir.
4.2.6. Siirekli reaktorlerde istatistiksel karsilastirmalar

[statistiksel analizler 6ncelikle reaktorlerin kendi iclerinde HRT degerleri
arasinda fark olup olmadigina bakmak i¢in yapilmistir. Seramik yiiziik dolgulu
reaktorde reaktoriin en 6nemli isletme parametresi olan HRT’ ler arasinda %H,, %
Seker kullanim verimi ve hidrojen verimi agisindan %5’lik diizeyde ANOVA testi
sonucu p degerleri sirastyla 0.841; 0.379 ve 0.314 >0.05 oldugundan, fark
olmadig1 goriilmektedir (Cizelge 4.10). Degisen HRT degerlerinin, H, liretimi (p
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0.001<0.05) ve H, iiretim hiz1 tizerinde etkili oldugu (p 0.011<0.05) ANOVA testi

ile gortlmiistiir.
Cizelge 4.10. Seramik yiiziik dolgulu reaktor ANOVA testi sonuglari

ANOVA

E Sig.

Toplam Gaz (ml) Between Groups 6,320 ,001
Within Groups
Total

YoH2 Between Groups , 351 , 841
Within Groups
Total

H2 (ml) Between Groups 3,829 ,011
Within Groups
Total

% KOI Kullanim Verimi Between Groups 3,196 ,025
Within Groups
Total

% Seker Kullanim Verimi Between Groups 1,086 , 379
Within Groups
Total

I H2/1/gun Between Groups 3,829 ,011
Within Groups

Total
mol H2 /mol Between Groups 1,237 ,314

sucrosekullanilan Within Groups

Total

Pomza tas1 dolgulu reaktérde H, iiretimi (0.000<0.05); H, tliretim hizi
(p=0.000<0.05) ve H, verimi (p=0.003<0.05) degerleri acisindan HRT
parametresinin etkili oldugu ANOVA testi ile de gosterilmistir. Seramik yiiziik
reaktoriine benzer sekilde %H, ve % Seker kullanim verimleri degerleri agisindan

HRT etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Pomza tas1 dolgulu reaktor ANOVA testi sonuglari

ANOVA

Sig.

Toplam Gaz (ml)

Between Groups
Within Groups
Total

26,278

,000

YoH2

Between Groups
Within Groups
Total

1,055

,393

H2 (ml)

Between Groups
Within Groups
Total

16,671

,000

% KOI Kullanim Verimi

Between Groups
Within Groups
Total

,680

% Seker Kullanim VVerimi

Between Groups
Within Groups
Total

2,148

,101

I H2/1/gan

Between Groups
Within Groups
Total

12,135

,000

mol H2 /mol

sucrosekullanilan

Between Groups
Within Groups

Total

5,221

,003

Seramik top reaktoriinde ise tiim parametreler agisindan HRT parametresi

etkisi anlamli bulunmustur (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Seramik top dolgulu reaktér ANOVA testi sonuglari

ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Toplam Gaz (ml) Between Groups 1022877,764 4 255719,441 15,302 ,000
Within Groups 752028,236 45 16711,739
Total 1774906,000 49
%H2 Between Groups 1738,496 4 434,624 5,733 ,001
Within Groups 3411,685 45 75,815
Total 5150,181 49
H2 (ml) Between Groups 125191,990 4 31297,997 4,040 ,007
Within Groups 348637,317 45 7747,496
Total 473829,306 49
% KOI Kullanim Verimi Between Groups 10055,292 4 2513,823 11,420 ,000
Within Groups 9905,967 45 220,133
Total 19961,259 49
% Seker Kullanim Verimi Between Groups 26272,223 4 6568,056 47,322 ,000
Within Groups 6245,716 45 138,794
Total 32517,939 49
I H2/l/gin Between Groups 4,332 4 1,083 4,040 ,007
Within Groups 12,064 45 ,268
Total 16,395 49
mol H2 /mol Between Groups 47172 4 11,793 22,364 ,000
sucrosekullaniian Within Groups 23,730 45 527
Total 70,901 49

Ayni HRT degerlerinde immobilize reaktorlerin hem kendi aralarinda hem

de askida sistem (CSTR) ile karsilastirmalarinin istatistiksel olarak anlamli olup

olmadigina bakildiginda ANOVA testi sonucuna gore (p=0.002<0.05) tiim HRT

kosullarinda  giinliik  hidrojen iiretim miktarlar

arasmdaki

fark anlamli
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bulunmustur. Ileri analiz ydntemi olarak uygulanan Tukey testinde ise seramik
top ve seramik halka reaktorlerinin performanslarinin istatistiksel olarak birbirine
benzer olup (p=0.574>0.05) tiim immobilize reaktdrlerin performanslarinin askida

sistemden farkli oldugu sonucuna varilmistir (Ek 6).

H, yiizdeleri agisindan HRT 24 saatte gruplar arasi farklar p=0.114>0.05
oldugundan anlamli bulunmamistir. Ayni biyokiitlenin kullanilmasindan
kaynaklanan bu durum biyokiitlenin {izerinde immobilize oldugu materyale veya
askida olmasina bagl olmaksizin ayn1 miktarda H, iiretebildigini géstermektedir.
HRT 12, 6, 3 ve 1.5 saat degerlerinde CSTR igerisinde biyokiitle miktarinin
azalmast ve hatta tamamen yikanarak reaktdrden uzaklagsmasi sonucunda
performans arasinda c¢ikan fark istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur
(p=0.00<0.05). Tukey testleri sonucunda immobilize reaktorlerdeki %H?2

oranlarinin da istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir (Ek 6).

Verimlilik degerlerine bakildiginda tim HRT kosullarinda ANOVA testi
sonucunda reaktorler arasindaki fark anlamli bulunmugtur. Tukey testleri ile grup
ici analizlere bakildiginda ise performans agisindan immobilize reaktorlerin
birbirine benzer olduklar1 goriilmektedir (p>0.05). Gruplar arasindaki farkin
¢tkmasimin en 6nemli sebebi CSTR ve immobilize reaktorler arasi performans
farkidir. Verim degerlerinin istatistiksel olarak incelenmesi sonucunda tim HRT
kosullarinda gruplar arasindaki farklar anlamli bulunmustur. Istatistiksel

analizlerin ayrintili sonug ¢izelgeleri Ek 6’da yer almaktadir.

4.3. Foto-fermantatif Bakterilerin izole Edilmesi

4.3.1. Foto-fermentatif bakterilerin bal¢ik ortamindan izole edilmesi

Balgik ve zenginlestirme ortami Bolim 3.5’te anlatildigi gibi degisik
malzemelerle doldurulmus reaktdrlerden siirekli sirkiile edilmislerdir. Ug¢ hafta
sonunda kolonlarda kirmizi pigmentli olusumlar gézlenmeye baslamistir. Her
reaktorden ayrilan Ornekler Oncelikle YPS petrilerine yayma metodu ile
aktartlmistir. Petriler anaerobik jar iginde inkiibatorde gerekli kosullarda

tutulmasinin ardindan ilk olusumlar Sekil 4.66-4.69’daki gibi olmustur.
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Sekil 4.66. Cam pargacik dolgulu reaktdrden alinan seyreltmeler

Sekil 4.67. Molekiiler elek dolgulu reaktdrden seyreltmeler

Sekil 4.68. Iyonik recine reaktoriinden seyreltmeler

Sekil 4.69. Komiir reaktériinden seyreltme

Ko6miir reaktdril harig biitiin reaktorlerden 10 ™ seyreltmelerinde goriilen
koloniler ii¢ tekrarli sekilde YPS petrilerine ¢izme yontemi ile aktarilmistir. Bir
hafta biiylimeye birakilmistir. Bir hafta sonunda goriilen farkli koloniler

gruplandirilmistir. Gozlenen koloniler asagidaki gibidir.

Sekil 4.70. Cam dolgulu reaktorden alinan drnekler No:1
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Koyu kirmizi ve kahverengi; tek tip, yuvarlak, yaygin koloniler
gozlenmistir (Sekil 4.70).

\

Sekil 4.71. Cam dolgulu reaktdrden alinan 6rnekler No:2

Acik kahverengi, tek tip, yaygin koloniler gozlenmistir (Sekil 4.71).

Sekil 4.72. Cam dolgulu reaktorden alinan 6rnekler No:3

Kahverengi birbirinden ayrik olmayan agik kahverengi koloniler (Sekil
4.72).

& E
Sekil 4.73. Molekiiler elek dolgulu reaktdrden alinan 6rnekler No:1

Koyu kahverengi, yuvarlak, yaygin koloniler gézlenmistir (Sekil 4.73).

i

Sekil 4.74. Molekiiler elek dolgulu reaktdrden alinan 6rnekler No:2

Koyu kahverengi kirmizi, yuvarlak ve yaygin koloniler gozlenmistir (Sekil
4.74).
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Sekil 4.75. Iyonik recine dolgulu reaktdrden alinan 6rnekler No:1

Kirmiz1 ve agik kahverengi ayrik olmayan yaygin koloniler gézlenmistir

(Sekil 4.75).

Sekil 4.76. Iyonik recine dolgulu reaktérden alinan 6rnekler No:2

Kirmiz1 ve agik kahverengi ayrik olmayan, yuvarlak yaygin koloniler

gbzlenmistir (Sekil 4.76).

Sekil 4. 77. Iyonik recine dolgulu reaktérden alinan érnekler No:3

Koyu kirmizi, yaygin ve yuvarlak koloniler gozlenmistir (Sekil 4.77).

Cam parcaciklardan 2 ve 3 numarali; regineden 1 ve 2 numarali petrilerden
alman Ornekler ¢izme yOntemiyle yine ekilmistir. Bir hafta sonra goézlenen

saflagtirilmis koloniler asagidaki gibidir.

Sekil 4.78. ileri saflastirma igin transfer yapilmis petriler cam pargacik dolgulu reaktér No:2
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Kirmizi-kahverengi biiytik yaricapli koloniler gézlenmistir (Sekil 4.78).

Sekil 4.79. ileri saflastirma icin transfer yapilmis petriler cam parcacik dolgulu reaktdr No:3

Acik kahverengi kiiciik yaricapli koloniler gozlenmistir (Sekil 4.79).

Sekil 4.80. ileri saflastirma icin transfer yapilmis petriler iyonik regine dolgulu reaktér No:1
(kirmiz1 koloni)

Kiigiik kirmizi, yuvarlak diizgiin dagilimli koloniler gozlenmistir (Sekil
4.80).

Sekil 4.81. ileri saflastirma icin transfer yapilmis petriler iyonik recine dolgulu reaktor No:1
(kahverengi koloni)

Acik kahverengi kiiclik yaricaph diizgiin dagilimli koloniler gézlenmistir
(Sekil 4.81).

Sekil 4.82. ileri saflastirma igin transfer yapilmis petriler iyonik regine dolgulu reaktér No:2
(kirmiz1 koloni)

Iyi dagilimli kahverengi ayrik koloniler gézlenmistir (Sekil 4.82).
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Sekil 4.83. ileri saflastirma igin transfer yapilmus petriler iyonik regine dolgulu reaktdr No:2
(kahverengi koloni)

Ayrik kahverengi koloniler gozlenmistir (Sekil 4.83).
4.3.2. Izolatlarin molekiiler analiz yontemleri ile tanimlanmasi

Izole edilen suslar Refgen Biyoteknoloji sirketinde dncelikle Kanada’daki
izolasyon ¢alismasinin ardindan Tiirkiye’ye getirilen izolatlarin siv1 kiiltiirlerinden
almarak incelenmistir bu inceleme sonucunda 3 ve 4 numarali izolatlarin

tanimlamalar1 gerceklestirilmistir (Sekil 4.84).

I
100 HRhodobacter capsulatus strain: C5
Rhodobacter capsulatus strain HS-1
51' Rhodobacter capsulatus strain ATCC 11166

I Rubrivivax gelatinosus strain L31

4
65Lﬁbrivimx gelatinosus strain: TUT3906
53 Rubrivivax gelatinosus strain: TUT3903

0.02

Sekil 4.84. 3 ve 4 numarali izolatlarin filogenetik haritalari

Sekil 4.84’te yer alan filogenetik agaca bakilacak olursa 3 olarak
tanimlanmis izolat %99 ihtimalle Rhodobacter capsulatus susudur. Kullanilan
ortamlarda da en iyi Rhodobacter capsulatus ortaminda biiyliyen bu sus %100
olarak tanimlanmadig i¢in diger suslardan farkli 6zelliklere sahip olma olasilig

arastirilacaktir.

Filogenetik agaca bakilacak olursa 4 olarak tanimlanan izolatin bir

Rubrivax gelatinus susu oldugu goriismektedir. Calismamizda bu izolat
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Rubrivivax gelatinosus R.Gel 4 olarak adlandirilmustir. Rubrivivax gelatinosus
daha ¢ok CO kullanarak hidrojen irettigi bilinen bir sustur. Rubrivax gelatinosa
L31 susunun siikroz, glikoz, nisasta laktat ve malattan hidrojen iiretebildigi
literatiirde yer almistir. Aynm1 zamanda asetat, biitirat ve siliksinati da karbon
kaynag1 olarak kullanabildigini gosteren ¢alismalar literatiirde mevcuttur (Li and

Fang, 2008).

64 ’7 1
Rubrivivax gelatinosus strain OK303

Rubrivivax gelatinosus strain: TUT3906

|Stenotrophomonas maltophilia strain FLA3

2
100 N’
52! Stenotrophomonas maltophilia strain CCUG 50297

0.02

Sekil 4.85. 1 ve 2 numarali izolatlarin filogenetik haritalari

1 ve 2 olarak adlandirilan izolatlar agarda biiyiitiilerek molekiiler analize
gonderilmistir. Bu sonuglara bakilacak olursa 1 numarali izolatin %64 ihtimalle
yine bir Rubrivivax gelatinosus oldugu; 2 numarali izolatin ise %52
Stenotrophomonas maltophilia susu oldugu bildirilmistir (Sekil 4.85). 1 numarali
izolat ¢caligmanin ilerleyen kisimlarinda R. Gel. 1; Stenotrophomonas maltophilia

ise S. Malt 2 olarak adlandirilmistir.
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4.4. Foto-fermantasyonla Kesikli Reaktor Denemeleri (Karbon Kaynag:

Optimzasyonu)
4.4.1. Karbon kaynagi olarak asetat kullanilmasi

Karanlik fermantasyonla immobilize reaktorlerde siikrozdan hidrojen
tiretimi denemelerinde ¢ikis suyunda baskin olan iki ugucu yag asidinin asetat ve
biitirat olduklar1 goézlenmistir. Karanlik fermantasyon ¢ikis suyunun foto-
fermantasyon basamaginda substrat kaynagi olarak kullanilmasi durumunda
izolatlarin kullanabilecegi en uygun asetat konsantrasyonunun belirlenmesi

amactyla kesikli reaktorlerde hidrojen tiretimi denemeleri gergeklestirilmistir.
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Sekil 4. 86. izolatlarla kurulan asetat konsantrasyonunun optimizasyonu diizeneginde AKM
(mg/L) ve OD@600 nm degerleri; 6000 liix; 28+2°C; pH 7)

Biiyliime karakteristiklerinin incelenmesi amaciyla azot kaynagi olarak
amonyum kullanilmistir. Karbon kaynagi konsantrasyonu 2-10 g/L arasinda
degisecek sekilde zenginlestirme ortamina asetat eklenerek izolatlarin biiylimeleri
gozlenmistir. ODgsoonm Ve AKM  degerlerine bakilacak olursa her izolatta
bliylimenin en iyi 5 g/L konsantrasyonlarda oldugu gozlenmistir (Sekil 4.86).
Diisiik konsantrasyonlarda daha iyi biiyiimeler gozlenirken konsantrasyonlar
arttikca bliylimelerin olumsuz etkilendigi ortam renginde acilmalar oldugu

gozlenmistir.
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Sekil 4. 87. izolatlarla kurulan asetat konsantrasyonunun optimizasyonu denemesinde zamana
kars1 degisen OD g0 nm degerleri (6000 liix; 28+2°C; pH 7)

Izolatlarin ortak olarak en iyi biiyiime gosterdikleri 5 g/L asetat
konsantrasyonunda hidrojen iiretim performanslar1 da incelenmistir. Azot kaynagi
hidrojen iiretim denemelerinde glutamat ile degistirilmistir. Biitiin izolatlarda
yiksek ODggoonm degerleri yani 1yi biiyliime performans: gozlenmistir (Sekil
4.87). Biitiin izolatlarin Oncelikle iki glinlik lag fazmna ihtiya¢ duyduklar
gozlenmigtir. Ortalama dort giinlilk eksponansiyel faz siiresinin ardindan tiim

izolatlarda altinc1 glinden itibaren durgun faz gézlenmeye baslamistir.

200 6000

r 5000
150 -

b 4000
1009 L 3000

F 2000

r 1000

Kiimiilatif H, Uretimi (mL)
Asetat Konsantrasyonu (mg/L)

Zaman (giin)

——e—— Kiim. H, (mL)(R.Gel.1)

SO Kiim. H, (mL)(S.Malt.2)
—— -—— Kim. H, (mL)(R.Cap)
—_—D— Kiim. H, (mL)(R.Gel.4)

—8——  HAc Kons. (mg/L)(R.Gel.1)
~———0——— HAc Kons. (mg/L)(S.Malt.2)
——%——  HAc Kons.(mg/L)(R.Cap.)

—4——  HAc Kons. (mg/L)(R.Gel.4)

Sekil 4. 88. izolatlarla kurulan asetat konsantrasyonu optimizasyonu deney diizeneginde kiimiilatif
H, tiretimi ve asetat tiiketimi (6000 liix; 28+2°C; pH 7)
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Substrat olarak asetatin kullanildig1 foto-fermantasyon diizeneklerinde dort
izolatin da asetatt tamamen kullanabildigi gozlenmistir. Asetat tliketimiyle
hidrojen iiretiminin ters orantili olmasi asetatin dort izolat icin de hidrojen
iretiminde kullanabilecekleri iyi birer kaynak oldugunu gdstermektedir. Asetat
kullaniminin kiimiilatif hidrojen tiretimi ile paralellik gosterdigi goriillmektedir. En
yiiksek 180 mL toplam H; iiretimi R. Cap. izolat1 ile elde edilmistir. S. Malt. 2 ve
R.Gel.] ile yaklasik 160 mL hidrojen {iretimi gozlenirken R.Gel. 4 ile en diislik
hidrojen tiiretimi 150 mL olarak gozlenmistir. Teorik olarak 5 g/L asetatin
tamamen tiiketilmesi durumunda 400 mL kiimiilatif gaz tiretimi beklendiginden
%45-48 arasinda proses verim degerlerinin elde edildikleri goriilmektedir (Sekil

4.88).
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Sekil 4. 89. izolatlarla kurulan deney diizeneginde H, iiretimi, yiizdesi ve verim degerleri( 1-2
(R.Gel 1, 2 g/l), 1-5 (R.Gel.1, 5g/1);2-2 (S.-Malt.2, 2 g/), 2-5 (S.Malt.2, 5g/1);3-5 (R.Cap. 5 g/);
4-2 (R.Gel 4, 2 g/l), 4-5 (R.Gel.4, 5g/1); 6000 liix; 28+2°C; pH 7)

Asetatin karbon kaynagi olarak kullanildigi izolatlarla kurulan foto-
fermantasyon diizeneklerinde 5 g/L asetatin tamamiyla kullanildigi durumda
teorik olarak 4 mol Hy/mol asetat verim ve 400 mL hidrojen {retimleri
beklenmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda 1.5-1.7 mol H,/mol asetat arasinda
degisen verim degerleri. H, iiretim hizlarina bakilacak olursa gilinde reaktoriin

litresi bagina 0.46-0.60 L hidrojen tiretim hizlar1 gdzlenmistir (Sekil 4.89).
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4.4.2. Karbon kaynagi olarak biitirat kullanilmasi

Kesikli reaktér denemeleriile izolatlarin hidrojen iiretimi icin biitiratt
kullanma performanslar1 incelenmistir. Karanlik fermantasyon denemelerinin
onemli ana ciktilarindan digeri olan biitirat zenginlestirme ortamia karbon

kaynag1 olarak eklenmistir.
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Sekil 4.90. izolatlarla kurulan biitirat konsantrasyonunun optimizasyonu diizeneginde AKM
(mg/L) ve ODgg00 nm degerleri ; 6000 liix; 28+2°C; pH 7)

Izolatlarin biitirat1 karbon kaynagi olarak kullanilmasini test etmek
amaciyla zenginlestirme ortamina azot kaynagi olarak amonyum ve 2-10 g/L
konsantrasyonlar1 arasinda biitirat eklenmistir. Tlim izolatlar da ortak olarak 3 g/L
biitriat ortaminda en iyl biiyiime gozlenmistir. Tim izolatlarin diislik
konsantrasyonlarda biitirat kullanilmasiyla 1yi bir biiyiime gosterdikleri ancak
artan biitriat konsantrasyonunun biiyiimeyi olumsuz etkiledigi gozlenmistir. Iki
numarali izolatta en iyi biiyime 2 g/L. konsantrasyonda elde edilmis olmasina
ragmen en ortak konsantrasyonda karsilagtirma yapabilmek amaciyla hidrojen

iretim ¢aligmalari i¢in 3 g/L tercih edilmistir (Sekil 4.90).
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Sekil 4.91. izolatlarla kurulan biitirat konsantrasyonunun optimizasyonu denemesinde zamana
kars1 degisen OD g0 nm degerleri (6000 liix; 28+2°C; pH 7)

Izolatlarin hidrojen {iretimi igin biitirat1 kullanma kapasitelerini incelemek
icin yapilan kesikli reaktor denemeleri sonucunda dort izolatta da iki giinliik lag
fazin1 dordiincli giine kadar devam eden eksponansiyel faz takip etmistir.
Dordiincti giinden itibaren ise durgun faz gozlenmeye baslamistir. ODggoo
degerleri foto-fermantatif bakterilerde genel olarak Sekil 4.91°de goriilen
degerlerde gozlenmistir. En iyi bliylime R.Gel. 4 ile en yavas biiylime ise R.Gel ]
izolatinda gozlenmistir (Sekil 4.91).
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Sekil 4.92. izolatlarla kurulan biitirat konsantrasyonu optimizasyonu deney diizeneginde kiimiilatif
H, tiretimi ve biitirat tiiketimi (6000 Lix; 28+2°C; pH 7)
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Izolatlar i¢in karbon kaynag olarak biitiratin uygun oldugu Sekil 4.92°de
goriilmektedir. Biitiratin dort izolat tarafindan tamamen tiiketilebildigi durumda R.
Gel. 1, S.Malt.2 ve R.Gel.4 taraindan 80 mL’ye kadar kiimiilatif hidrojen iiretimi
gozlenirken en yiiksek iiretim R. Cap tarafindan 120 mL olarak goézlenmistir.
Diisen biitirat konsantrasyonlariyla birlikte hidrojen tiretim degerlerin de de artig

gozlenmistir (Sekil 4.92).

140 2,0 r 0,40
r18 - 0,38
120 A
L6 L 0,36
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E 12 = 2
s 80 1 £ F032 "=
o = 1 0 \N 2
ot = g
=R s 2 - 0,30 =
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R.Gel.1 S.Malt.2 R.Cap. R.Gel .4

izolat

[ Toplam H, Uretimi (mL)
I Verim (mol H,/mol biitirat)
(O Hiz (L Hy/L reaktor.giin)

Sekil 4.93. izolatlarla kurulan biitirat konsantrasyonunun optimizasyonu diizeneginde Toplam H,
Uretimi (mL), Verim (mol Hy/mol biitirat ve H, iiretim hiz1 (L H,/L reaktér. giin degerleri; 6000
lix; 28+2°C; pH 7)

Toplam H, ftretimi, verim ve hiz degerleri bir arada incelendiginde
biitiratin karbon kaynagi olarak kullanilmasi durumunda, verim degerlerinin ve
toplam H, degerlerinin teorik degerlere goére daha diisiik olarak gozlendigi
goriilmektedir. En diisiik hidrojen iiretim verimi S. Malt. 2 ile 0.85 mol Hy/mol
biitirat olarak elde edilirken en yliksek verim R.Cap ile 1.65 mol H,/mol biitirat
olarak elde edilmistir. Karbon kaynagi olarak asetatin kullanildigi reaktorlerle
karsilastirildiginda hidrojen iiretim degerleri yar1 yariya diisiis gostermistir. Bu
durum izolatlarin asetat1 daha rahat bir sekilde kullanabildiklerini gostermektedir.
H; tiretim hizlar1 0.22-0.38 L H,/L reaktor. giin arasinda degerler almis en yiiksek
degerler R.Cap ile elde edilmistir (Sekil 4.93).
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4.4.3. Karbon kaynag olarak laktat kullanilmasi

Foto-fermantatif bakterilerin metabolik yolizlerinde o6nemli yeri olan
laktatin yeni izolatlar tarafindan hidrojen iiretimi i¢in kullanilabilme kapasiteleri

kesikli reaktorlerde incelenmistir.

1200

»»»»»

0D@600 nm
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Sekil 4.94. izolatlarla kurulan laktat konsantrasyonunun optimizasyonu diizeneginde AKM (mg/L)
ve ODge00 nm degerleri; 6000 liix; 28+2°C; pH 7)

Izolatlarin hidrojen iiretiminde karbon kaynag: olarak laktati kullanabilme
kapasitelerini incelemek amaciyla yapilan kesikli reaktor denemelerinde ilk olarak
agizlar1 sikica kapatilmig anaerobik tiiplerde azot kaynagi olarak amonyum
kullanilarak biiytimeleri incelenmistir. Tiim izolatlarda en iyi bliylime 2 g/L
konsantrasyonda g6zlenmistir. Literatiirle karsilagtirma yapabilmek amaciyla yine
iyl bliylimenin gozlendigi 5 g/L konsantrasyonda kesikli reaktorlerde hidrojen

dretimi ¢aligmalar1 yapilmasina karar verilmistir (Sekil 4.94).
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Sekil 4.95. izolatlarla kurulan laktat konsantrasyonunun optimizasyonu denemesinde zamana karst
degisen OD g0 nm degerleri (6000 liix; 28+2°C; pH 7)
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Laktatin ¢ok diisiik konsantrasyonlar da dahi iyi bir karbon kaynagi oldugu
tiiplerde yapilan biiyiime denemelerinde de gozlenmistir. 5 g/L laktat ve azot
kaynagi olarak glutamat kullanilarak kesikli reaktorlerde izolatlarin hidrojen
tiretim potansiyelleri incelendiginde lag fazina ihtiya¢ duyulmaksizin iki giinliik
hizli bir eksponansiyel faz gdzlenmistir. Ikinci giiniin hemen ardindan izolatlar
durgun faza ge¢is yapmislardir. En hizli biiyiime R.Gel. 4 ile gozlenirken onu
sirastyla; R.Cap., R.Gel.1 ve S.Malt.2 takip etmistir (Sekil 4.95).
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Sekil 4.96. izolatlarla kurulan laktat konsantrasyonu optimizasyonu deney diizeneginde kiimiilatif
H, iiretimi ve laktat tiiketimi (6000 liix; 28+2°C; pH 7)

Sekil 4.96° da her dort izolat i¢in de laktatin tiiketimiyle ters orantili olarak
hidrojen tiretimi gozlenmektedir. Laktat izolatlarin dordii tarafindan tamamiyla
tilketilmistir. En yiiksek kiimiilatif hidrojen tiretimi 110 mL olarak R.Cap ile elde
edilmistir. En diigiik tiretim ise S. Malt.2 tarafindan 82 mL olarak gozlenmistir.
Laktat tiiketimi dort glin icinde tamamlanmis ve reaktorlerde dordiincii giinden

itibaren durgun faz gozlenmeye baglamistir. Laktat tiiketiminin digerlerinden
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farkli olarak yedinci gline kadar uzamasiyla birlikte en yiiksek hidrojen liretimi

R.Cap tarafindan gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.97. izolatlarla kurulan laktat konsantrasyonunun optimizasyonu diizeneginde Toplam H,
Uretimi (mL), Verim (mol Hy/mol laktat ve H, iiretim hiz1 (L H,/L reaktér. giin degerleri; 6000
liix; 28+2°C; pH 7)

[zolatlarin karbon kaynagi olarak laktati kullanarak kesikli reaktorlerde
hidrojen iiretim potansiyellerinin degerlendirmelerine bakilacak olursa toplam
hidrojen tiretimi ve verimler agisindan en iyi sonuglarin R.Cap tarafindan elde
edildigi goriilmektedir. Diger izolatlar i¢in elde edilen sonuglar verim degerleri R.
Cap ile elde edilen verim degerine olduk¢a yakin olarak 2.1-2.5 mol H,/mol laktat
arasinda degismektedir. Hidrojen iiretim hizlar1 agisindan ise 0.26-0.34 L H,/L
reaktor.giin arasinda degisen degerlerden en yiiksek olani yine R.Cap ile en diisiik

olan deger ise S.Malt.2 izolatiyla elde edilmistir (Sekil 4.97).

4.4.4. Karbon kaynagi olarak siiksinat kullanilmasi

Siiksinat foto-fermantatif bakteriler tarafindan rahatlikla kullanilan bir
karbon kaynagidir. Izolatlarin siiksinat ortaminda bilyiime potansiyellerini
incelemek amaciyla oncelikle agzi sikica kapali anaerobik tiiplerde azot kaynagi

olarak amonyum kullanilarak biiylimeleri gézlenmistir.
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Sekil 4.98. izolatlarla kurulan siiksinat konsantrasyonunun optimizasyonu diizeneginde AKM
(mg/L) ve ODgg00 nm degerleri; 6000 liix; 28+2°C; pH 7)

Yapilan gozlemler sonucunda siiksinatin kullanilan her konsantrasyonda
yiiksek olanlarda dahi iyi bir bliylime gosterdikleri goriilmiistiir. En iyi biiylime
konsantrasyonlart R.Gel. I ve R. Gel. 4 i¢in 7 g/L, S.Malt. 2 ve R.Cap igin 4 g/L
seklinde gozlenmistir.Karbon kaynagi olarak siiksinatin kullanildig: tiiplerde
yapilan denemelerde yliksek miktarlardaki sliksinatin dahi biiylimeye olumlu

etkileri gozlenmistir (Sekil 4.98).
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Sekil 4.99. izolatlarla kurulan siiksinat konsantrasyonunun optimizasyonu denemesinde zamana
kars1 degisen OD g0 nm degerleri (6000 liix; 28+2°C; pH 7)
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Literatiirle ve diger karbon kaynaklar1 ile karsilastirma yapabilmek
amaciyla secilen 3 g/L siiksinat konsantrasyonunda azot kaynaginin glutamat
olarak degistirilmesi ile kesikli biyoreaktorlerde hidrojen iiretim performanslari
incelenmigstir. Siiksinati kullanilmasi ile lag fazi1 gézlenmeden direk reaktdrde
eksponansiyel faza gecildigi goriilmektedir (Sekil 4.99). Dort izolat ig¢inde tigiincii

giinde ekspoansiyel faz sona ermis ve durgun faza gegilmistir.
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——A——  HSuc Kons.(mg/L)(R.Gel.4)

Sekil 4.100. izolatlarla kurulan siiksinat konsantrasyonu optimizasyonu deney diizeneginde
kiimiilatif H, iiretimi ve siiksinat tiiketimi (6000 liix; 28+2°C; pH 7)

Baslangic konsantrasyonu olarak 3 g/L siiksinat kullanilan foto-
fermantasyon denemelerinde izolatlarda azalan siiksinat konsantrasyonu ile artan
kiimiilatif H, iiretimleri gozlenmistir. En yiiksek iiretim degerleri R.Cap. ile
yaklasik 140 mL olarak elde edilmistir. Ikinci yiiksek hidrojen iiretimi 110 mL
olarak S.Malt.2 tarafindan tretilmistir. R.Gel.4 tarafindan iiretim miktar1 ve
siiksinat tiikketimi diger izolatlara gore altinci giine kadar daha diisiik kalmis ancak

sekizinci giin itibariyle R.Gel.l ve R.Gel.4 ile 85 mL H, iiretim degeri elde
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edilmistir. Siiksinat en yavas bicimde S. Malt.2 tarafindan olmak {izere tiim

izolatlar tarafindan tamamen tiiketilmistir (Sekil 4.100).
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[ Toplam H, Uretimi(mL)
I Verim (mol H,/mol siiksinat)
(O Hiz (L Hy/L reaktor.giin)

Sekil 4.101. izolatlarla kurulan siiksinat konsantrasyonunun optimizasyonu diizeneginde Toplam
H, Uretimi (mL), Verim (mol Hy/mol siiksinat ve H, iiretim hiz1 (L H,/L reaktér. Giin degerleri;
6000 liix; 28+2°C; pH 7)

Karbon kaynagi olarak siiksinatin olduk¢a iyi oldugu hem biiylime
degerlerinden hem de H; iiretim performanslarindan goriilmektedir. Tiim izolatlar
icin toplam H; tiretim degerleri ve verim degerleri teorik degerin yaklasik %40-
50’ si arasindadir. H, tretim hizlann ilse 0.28-0.44 L H,/L reaktor olarak
degismektedir. En yiiksek degerler R.Cap. ile elde edilmistir. En diisiik
performanslar ise R.Gel. 1 ve R.Gel.4 izolatlari ile elde edilmislerdir (Sekil 4.101).



149

4.4.5. Kesikli reaktor denemelerinde karsilastirmal kinetik analizler

Keslikli reaktér denemelerinde kinetik analizler i¢in modifiye Gompertz

denklemi kullanilmistir.

Cizelge 4.13. Kesikli reaktor denemelerinde kinetik analiz sonuglari

Substrat izolat P Rm Lag Zaman1 R’
(mL) (mL/saat) (saat)
R.Gel. 1 160 1.96 49 0.9991
g S.Malt.2 162 1.78 49 0.9954
R. Cap. 229 1.21 31 0.9909
R.Gel 4 178 1.03 40 0.9865
R.Gel. 1 83 1.20 66 0.9994
;é S.Malt.2 72 1.23 76 0.9998
8 R. Cap. 118 1.96 49 0.9999
R.Gel 4 85 1.58 62 0.9999
R.Gel. 1 98 1.85 43 0.9995
% S.Malt.2 84 2.08 47 0.9998
- R. Cap. 110 1.86 38 0.9989
R.Gel 4 94 1.60 43 0.9995
- R.Gel. 1 94 1.82 37 0.9996
<
E S.Malt.2 114 1.65 36 0.9987
=
g R. Cap. 144 1.95 37 0.9998
R.Gel. 4 119 0.70 35 0.9894

Modifiye Gompertz denklemi ile yapilan kinetik incelemeler sonucunda
hesaplanan kinetik degerlerle deney sonucunda elde edilen degerlerin birbiri ile
ortiistiigii ve yiiksek R* degerleri ile gdzlenmektedir. Yiiksek R* degerleri kesikli
reaktorlerde tUretimin genel karakterine uygun olarak elildigini gostermektedir.
Substrat olarak asetat kullanildiginda H; iiretim hiznin en yiiksek R.Gel. I en
disiik tretim hizinin ise R.Gel. 4 ile elde edildigi gozlenmektedir. Ancak

maksimum H; iiretim potansiyeli R.Cap. izolat1 ile elde edilmistir. R.Cap ile ayni
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zamanda en kisa lag zamani da gozlenmistir.  Substrat olarak bitiirat
kullanildiginda hidrojen iiretim hizlarinin substrat olarak asetatin kullanildig:
denemelerdeki degerlere yakin oldugu ancak hidrojen iiretim potansiyellerinin
daha distik oldugu gorilmektedir. Hidrojen iiretim hizi ve hidrojen {iretim
potansiyelleri bakimidan en yiiksek degerler R.Cap. ile sirastyla 1.96 mL/saat ve
118 mL olarak gozlenmistir. Biitiratin substrat olarak kullanilmasi ile R.Gel. 1 ,
S.Malt.2 ve R.Gel4 ile sisrasiyla 66, 76 ve 62 saatlik lag zamanlar
hesaplanmistir. Gergek degerlerde lag zamanlar1 72 saat olarak gozlenmistir.
Substrat olarak laktatin kullanilmastyla oldukga yiiksek hidrojen iiretim hizlar1 ve
potansiyelleri gézlenmistir. En yiiksek hidrojen {iretimi hiz1 2.08 mL/saat olarak
S.:Malt.2 ile elde edilmesine karsin en yiiksek hidrojen tiretim potansiyeli 110 mL
olarak R.Cap. ile elde edilmistir. Substrat olarak siiksinatin kullanildig kesikli
denemelerde dort izolat icin de en diisik lag zamanlar1 gozlenmistir. Diger
substratlarla 48-72 saat civarinda olan lag zamanlari siiksinat ile ortalama 35 saat
seklinde goézlenmistir. Hidrojen iiretim potansiyelleri bakimindan en yiiksek
degerler S.Malt.2 ve R.Cap ile 112 ve 141 mL olarak hesaplanmistir. Gergek
uygulamalarda kiimiilatif hidrojen iiretimleri bu izolatlar i¢in sirasiyla 113 ve 144
mL seklinde gézlenmistir. Hidrojen iiretim hizlari agisindan en diisiik deger R.Gel.
4 ile 0.7 mL/saat olarak diger izolatlarla 1.65-1.95 mL/saat arasinda elde edilmis
olmasina karsin hidrojen tireitm potansiyellerinde bu biiyiik fark gézlenmemistir.
Hidrojen tiretim potansiyelleri acisindan R.Gel.4 i¢in 94 mL olarak elde edilen
deger R.Cap. i¢in 1.95 mL olarak gozlenmistir. R* degeleri biitiin izolarlar icin
0.9900°da yiiksek olarak elde edildiginden ylim izolatlar daki kesikli {iretimin
genel kriterlere uydugu sdylenebilir (Cizelge 4.13).

4.4.6. Karbon kaynag olarak glikoz, laktoz ve siikroz kullanilmasi

Foto-fermantatif bakterilerin organik asitleri oldukc¢a verimli bir
sekilde kullanarak hidrojen tiretimini gergeklestirebildikleri bilinmektedir.
Izolatlarn da organik asitleri verimli bir sekilde kullanabildikleri
goriilmiistiir. Bu asamada izolatlarin daha kompleks yapidaki
karbonhidratlar1 kullanabilme kapasitelerini incelemek amaciyla kesikli

reaktdrlerde incelemeler yapilmistir.
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Karbon kaynagi olarak karbonhidratlarin incelenmesi adina glikoz, laktoz
ve siikroz kullanilarak oncelikle 2-10 g/L arasinda degisen konsantrasyonlarda
kapali tiplerde tretimleri gozlenmistir. Bu iiretimlerde yapilan ODgeoo nm Ve
AKM analizlerinde glikoz ve laktozun ve siikrozun iyi birer kaynak olmadiklar1
anlasilmistir. Izolatlarin kompleks karbonhidratlart kullanabilme potansiyelleri
oldukca diisiik oldugundan indirgenmesi planlanan kompleks karbonhidratlarin
oncelikle karanlik fermantasyon operasyonu ile ugucu yag asitlerine pargcalanmasi

daha uygundur (Sekil 4.102-4.104).
4.5. Izolatlarin Kat1 Yiizey Uzerine Tutunma Denemeleri

Izolatlarn askida biiyiime halindeyken kendi kendilerine floklar
olusturduklar1 gbzlendigi icin ortama aktarilan kati bir yiizey {izerine
sarmalanacagi ihtimaliyle ilk Once her izolatin ortamina steril cam boncuk
doldurulmustur. Ancak higbir izolatin diiz cam ylizey lizerine tutunmadiklari

gozlenmistir (Sekil 4.105).

Sekil 4.105. Cam boncuk yilizeyinde tutunma denemeleri

Daha sonra quartz tas parcalari, plastik porozlu yiizey ve koseli cam ylizeyler
tizerine sadece 1 numarali izolatin tutundurulmasi amaciyla yapilan ¢aligmalar
sonucunda ise yine bu izolatin hicbir yilizeye tutunmadigi gézlenmistir (Sekil

4.106).
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Sekil 4.106. Degisik malzemeler tizerine tutundurma denemeleri

4.6. Foto-Fermantasyonla Siirekli Reaktor Denemeleri

Foto-fermantasyonla siirekli reaktdr denemeleri tutuklama ve tutundurma

yontemlerinin askinda yontemle karsilastirmali olarak incelenmesi seklinde
gerceklestirilmistir.

4.6.1. Foto-fermantasyonla tutuklama yontemi ile siirekli hidrojen

iiretimi (LentiKat® reaktorleri)
Izolatlarin immobilize edilmesinin H; iiretimine etkisini incelemek amaciyla
daha once yapilan kesikli ¢aligmalarda iyi performanslar gostermis olan S.Malt.2,

R.Cap. ve R.Gel .4 ile ¢calisilmistir.
Yukar akigh reaktorde tutuklanmis S.Malt.2 ile biyohidrojen iiretimi

S.Malt.2 Bolim 3.5.2°de detayli bir sekilde anlatilan yontem ile LentiKat®
polimeri igerisine tutuklanmistir. Hazirlanan LentiKat® diskleri yukari akigh
reaktore tam olarak doldurulmus ve reaktoriin alt kismindan besleme yapilarak ve
iist ¢ikis noktasindan ¢ikis sular1 alinarak HRT 72 saat-36 saat-18 saat ve 9 saat
kosullarinda biyohidrojen iiretim performanslari incelenmistir. HRT 9 saat
kosullarinda toplam gaz iiretimi durdugundan daha diisik HRT kosullarinda

denemeler gerceklestirilememistir.
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Cizelge 4.14. Yukar1 akigh reaktorde tutuklanmis S.Malt.2 ile foto-fermantatif hidrojen tiretimi

Zaman HRT Toplam H, | Cikis KOi Verim H, Uretim Hiz1
(giin) (saat) pH ODeno (mL/giin) (g/L) (mLH,/gKOl) | (LH,/Lreaktor.giin)

1 72 7 0,312 12

2 72 8 0,278 13

3 72 7 0,289 8 0,07 106 0,22

4 72 7 0,856 22

7 72 7 0,912 17 0,27 347 0,26

8 72 8 1,014 21

9 72 8,5 0,986 15 0,17 170 0,24

10 36 7 0,756 19 0,27 176 0,25

11 36 8 0,752 22 0,26 182 0,29

12 36 7,5 0,345 15 0,30 186 0,20

14 18 7,5 0,232 14 0,33 306 0,37

16 18 7 0,134 14 0,31 197 0,37

16 18 7 0,245 5 0,35 184 0,13

17 9 7 0,189 4 0,37 320 0,21

17 9 7 0,124 3 0,34 77 0,16

17 9 7 0,093 0 0,30 0 0

S.:Malt.2"in LentiKat® icerisine tutuklandig1 disklerle hazirlanan reaktdrde
72 saat HRT kosullarinda {igiincii giinden itibaren yaklasik 20 mL H, iiretimi
gozlenmeye baslamistir. Substrat tiikketiminin hiicre bilylimesine yonlenmesinden
dolay1 ilk ii¢ giinde hidrojen iiretimi daha diisiik degerlerde kalmistir. Immobilize
reaktorde diisik HRT kosullarinda, reaktoriin litresi basina yaklasik 157 mL H,
tiretimi gergeklesmistir. LentiKat® igerisinde tutuklanmis halde bulunan bu
izolatlarin diisik HRT kosullarinda dahi H, tiretim faaliyetlerine devam ettigi
anlammna gelen bu sonu¢ immobilizasyonun H, iiretimine olumlu etkisini
gostermektedir. Ilk {ic giinden sonra LentiKat® diskler igerisindeki kirmizi
olusumlar artig gostermeye baslamistir. Bu artigla beraber hidrojen iiretimlerinde
de artis gozlenmeye baslamistir. Askida halde bulunan reaktor sivisinda yapilan
ODg@soonm analizlerinde goriilen sabit degerlerden de izolatlarin tutuklandiklar
bolgeden disariya kagmadiklarini anlasilmaktadir. HRT degerlerinin diismesiyle
birlikte H, gaz1 dretimleri azalmis ve ¢ikis sularindaki  substrat
konsantrasyonlarinda artis gozlenmistir. Kiitle transfer hizinin diisiik oldugu bu
kosullarda substrat gereken hizda mikroorganizmalarla bulusamamis dolayisiyla
hidrojen {iretim mekanizmas: aktif olamamistir. LentiKat® disklerin i¢inden
izolatlar kacis gostermedikleri i¢in olumlu etkisi oldugu diisiiniilen bu
immobilizasyon yonteminde yaklasik 3 giinliik HRT kosullarinda calisiimasi

reaktor performansi agisindan en olumlu sonuglar1 vermektedir. Diisiik kalan H,
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tretim verimleri izolattan H, tretiminde gerekli olan ortam kosullariin

tyilestirilmesi gerektigini gostermektedir (Cizelge 4.14).

Yukar: akish reaktorde S.Malt.2 ile biyohidrojen iiretimi

LentiKat® diskleri i¢ine hapsedilmis iki numarali izolat ile sistem
performanslar1 arasinda karsilastirma yapabilmek amaciyla higbir dolgu
malzemesi kullanmadan yukari akish reaktoér hazirlanmistir. Reaktor besleme
cikis kosullart ve rektoriin 151k ve sicaklik kosullar1 immobilize reaktor ile ayni

tutulmustur.

Cizelge 4.15. Yukar akigh reaktorde S.Malt.2 ile foto-fermantatif hidrojen tiretimi

Zaman Toplam H, 1kis KOi Verim H, Uretim Hiz1
(gimy  |IRT (aaOf PHODan ] in) ¢ (gS/L) (mLH,/gKOf) (LH,/Lreaktor.giin)

1 72 7 | 1,268 6

2 72 7] 1,734 11

3 72 7 | 1,423 4 0,10 74,44 0,14

4 72 8 | 1,475 35

7 72 8 | 1,802 42 0,27 684,13 0,51

8 72 8 | 1,345 15

9 72 7 | 1,144 12 0,17 127,18 0,18

10 36 8 | 1,566 2 0,27 18,52 0,03

11 36 8 | 0,76 3 0,26 24,76 0,04

12 36 8 ] 0,794 2 0,30 24,73 0,03

14 18 8 10,198 0 0,33 0,00 0

16 18 8 ]0,334 0 0,31 0,00 0

16 18 7 10422 0 0,35 0,00 0

17 9 7 ] 0412 0 0,37 0,00 0

17 9 8 10,392 0 0,34 0,00 0

17 9 710,234 0 0,30 0,00 0

S.Malt.2 kullanilarak 2 g/L asetat ve 3 g/L biitirat iceren zenginlestirme
ortaminda hidrojen iretimi denemelerinde 1mmobilizasyonun etkisinin
arastirilmas1 amaciyla isletilen reaktdrde serbest halde bulunan S.Malt.2’nin 3
giinlik HRT kosullarinda, biiylime kosullari OD@ggoonm degerlerinden takip
edilmistir. Kinetik olarak incelendiginde 3 giinlik HRT kosullarinda en hizli
bliylimelerin gozlendigi bu izolatta HRT degerlerinin diismesiyle birlikte
ODg@soonm degerlerinde diisiis goze ¢arpmaktadir. Reaktorden bakterilerin
yikanarak uzaklastigi anlamma gelen bu durum aynm1 HRT kosullarinda
immobilize reaktorde gozlenmemistir. 3 giinlilk HRT kosullarinda serbest halde
bulunan izolat ile 500 mL H,/ L reaktor degerlerine kadar ytikselen bir liretim hiz1

gbzlenmistir. Immobilize reaktdrde daha diisiik olarak gozlenen bu degerler
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polimerik madde kiitle aktarimimi yavaslattigindan dolay1 gaz aktarim verimlerini
diisirmiistiir. Dtisik HRT kosullarinda bakteriler reaktorden yikanarak
uzaklastiklar i¢in substrat tiiketimi oldukca azalmistir bu nedenle hidrojen tiretimi
gbézlenmemistir. Verim degeri sekizinci glinde yilikselmis olmasina ragmen teorik
olarak beklenen degerlerin oldukca altinda kalmistir. Foto-fermantatif hidrojen
iretiminde siklikla gozlenen bu durum ileri optimizasyon hatta metabolik

yolizlerine genetik miidahale yontemleri ile iyilestirilebilir (Cizelge 4.15).

Sekil 4.107. S Malt.2 tutuklanmis LentiKat® diski baslangi¢ ve son goriintiileri

S.Malt.2’nin  tutuklandigr LentiKat® disklerinin baslangic ve son
goriinlimleri SEM teknigi ile elde edilmistir. SEM goriintiileme teknigi ile
disklerin dis bdlgesinde bir bakteriyel biiyiime olup olmadigi goézlenmistir.
Yapilan analiz sonucunda disklerin etrafinda bakteri olusumlar1 gozlenmemistir.
Disklerin bazi bolgelerinde yirtilmalarin yani deformasyonlarin bagladigi ancak
bakterilerin hala disklerin i¢inde gomiilii olarak bulunduklari goriilmektedir.

Yirtilma olan bolgelerden ¢ikan bazi bakteriler Sekil 4.107°de goriilmektedir.

Yukari akish reaktorde tutuklanmis R.Cap. ile biyohidrojen iiretimi
R.Cap. Bolim 3.5.2°de ayrintili bicimde anlatildig1 sekilde eksponansiyel
fazinda iken LentiKat® diskler igersine tutuklanmis ve LentiKat® diskleri

olusturulmustur.
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Sekil 4.108. R.Cap. tutuklanmis LentiKat® diski baslangi¢ ve son goriintiileri

Yukar akish reaktorde HRT 72-36-18 ve 9 saat kosullarinda calisiimistir.
Zenginlestirme ortaminda 2 g/L asetat ve 3 g/L biitirat substrat olarak kullanilarak
organik yiikleme hizinin hidrojen iiretimine etkisi incelenmistir. 9 saatlik HRT
kosulundan itibaren besleme akis hizindaki artis nedeniyle kiitle aktarimi igin
gereken zaman kisalmistir bu nedenle hidrojen iiretimi gozlenememistir. Ama son
giinlerde dahi reaktor icersinde mikroorganizmalarin yogun bir bicimde kaldiklari

gozlenmistir (Sekil 4.108).

Cizelge 4.16. Yukar akish reaktorde tutuklanmis R.Cap. ile foto-fermantatif hidrojen iiretimi

Zaman HRT Toplam H, Cikis KOi Verim H, Uretim Hiz1
(giin) (saat) pH | ODguo (mL/giin) (g/L) (mLH,/gKOI) | (LH,/Lreaktor.giin)

1 72 7 | 0,281 22

2 72 7 1 0,293 12

3 72 8 | 1,292 10 0,04 130,79 0,29

4 72 8,5] 1,195 36

7 72 8 | 1,443 16 0,08 172,55 0,35

8 72 7 ] 0,802 0

9 72 7 ] 0,528 4 0,25 31,16 0,03

10 36 8 | 0,589 0 0,16 0,00 0,00

11 36 8 | 0,495 0 0,21 0,00 0,00

12 36 8 | 0,676 5 0,28 49,48 0,07

14 18 8 | 1,409 7 0,34 165,14 0,19

16 18 8 | 0,501 0 0,32 0 0

16 18 7 10,273 0 0,31 0 0

17 9 8 ] 0,398 0 0,29 0 0

17 9 81 0,14 0 0,34 0 0

17 9 7 ] 0,348 0 0,32 0 0

17 giin siiren hidrojen tiretimi boyunca HRT etkisinin incelendigi ¢calismada

en yiiksek toplam hidrojen tiretim degerlerinin 72 saatlik HRT kosullarinda elde
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edildigi goriilmektedir. 36 saat ve 18 saat HRT kosullarinda hemen hemen hig
hidrojen tiretimi gozlenmemistir. Bu noktalarda verim ve H, tiretim hizi degerleri
de oldukca diisiik seviyelerde kalmistir. R.Cap. ile tutuklama islemi basarili bir
sekilde sonuglanmis olmasina ragmen asetat ve biitirattan hidrojene doniisiim
verimleri teorik degerlere kiyasla olduke¢a diisiik olarak gozlenmistir. Yapilan
optimizasyon ¢alismalarinda da R. Cap. i¢in en yiiksek verimlerin laktat ile elde
edilmesi sonucu en uygun substrat oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle karanlik
fermantasyon sonucu laktatin agiga c¢iktig1i bir sistemde foto-fermantasyon
basamaginda R.Cap. izolatinin kullanilmasi oldukga faydali olacaktir. Ancak bu
calisma kapsaminda karanlik fermantasyon sonucunda en ¢ok gbzlenen organik
asitler asetat ve biitirat olduklarindan bu iki organik asitten hidrojen iiretimleri

incelenmistir (Cizelge 4.16).

re
Pa

Sekil 4.109. R.Cap. tutuklanmig LentiKat® diski baglangi¢ (sol kare) ve son (sag kare) goriintiileri

R.Cap.’in  tutuklandigr  LentiKat®  disklerinin  baslangic ve son
gorlinlimlerine bakildiginda ylizeyde yerel pargalanmalar oldugu ve bakterilerin
yiizeyin altinda olduklar1 goze ¢arpmaktadir. Artan HRT kosullarinin LentiKat®
disklerini parcalama ve bakterilerin jel icerisinden ¢ikmasina neden olma riskleri
vardir. Bu nedenle daha diisiik HRT kosullari stabil {iretimler i¢in daha faydali bir
tercih olacaktir (Sekil 4.109).

Yukart akish reaktorde R.Cap. ile biyohidrojen iiretimi

LentiKat® diskleri icine hapsedilmis R.Cap ile karsilastirmali olarak
immobilizasyon etkisinin incelenmesi amaciyla ayni kosullarda bir de yukar

akisl askida reaktor isletilmistir.
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Cizelge 4.17. Yukari akish reaktorde R.Cap. ile foto-fermantatif hidrojen tiretimi

Zaman HRT Toplam H, Cikis KOI Verim H, Uretim Hiz1
(giin) (saaty | PH | ODow (mL/giin) (g/L) (mLH,/gKOI) | (LH,/Lreaktor.giin)

] 72 7 | 1.298 50

2 72 7 | 1628 0

3 72 3 | 1.406 12 0,08 207,25 0,41

4 72 8 | 1232 16

7 72 8 | 1.434 36 0,08 174,63 035

8 72 7 | 052 0

9 72 7 | 0,541 4 031 57,65 0,03

10 36 8 | 0363 0 027 0,00 0,00

11 36 7 | 0.443 0 0,28 0,00 0,00

12 36 7 | 0.79 2 0,29 22,94 0,03

14 18 8 | 0387 0 0,33 0 0

16 18 3 [ 0345 0 0,36 0 0

16 18 7 | 0317 0 035 0 0

17 9 7 | 0302 0 0,38 0 0

17 9 8 |0.175 0 0,30 0 0

17 9 7 1 0987 0 0,26 0 0

Substrat olarak asetat ve biitiratin R. Cap. tarafindan hidrojen iiretim igin
kullanilma performansinin incelendigi calisma sonuglar1 Cizelge 4.17°de yer
almaktadir. Bu sonuglara bakilarak reaktdrde 72 saat HRT ten daha diisiik HRT
kosullarinda ¢alismanin askida reaktdrde c¢ok iyi sonuglar vermedigi ODge00 nm
degerlerinden de anlasilabilecegi gibi bakterilerin reaktérden yikanarak
uzaklastiklart dolayisiyla hidrojen iiretiminde ve substrat tiiketimlerinde diisiisler
oldugu goriilmektedir. 72 saat HRT kosullarinda en yiiksek H; liretim hiz1 413 mL
H,/L reaktor.glin seklinde elde edilmistir. Diisen HRT degerleriyle birlikte
hidrojen tiretimi de diisiis gostermistir (Cizelge 4.17).

Yukart akish reaktorde tutuklanmis R.Gel.4 ile biyohidrojen iiretimi

R.Gel.4 Bolim 3.5.2°’de anlatildigi sekilde polimerik LentiKat® diskleri
icersine hapsedilmislerdir. Hazirlanan LentiKat® diskleri yukar1 akish reaktore
doldurulmustur. Diger iki izolat i¢in oldugu gibi substrat olarak karanlik
fermantasyon calismalarinda en yiiksek oranda ¢ikis suyunda bulunan asetat ve

biitirat substrat olarak kullanilarak hidrojen iiretim performanslari incelenmistir.

Reaktoriin LentiKat® diskleri ile doldurulmasinin ardindan o6nceki
caligmalarda oldugu gibi 72-36-18-9 saat HRT kosullarinda beslemeler yapilmig
ve organik ylkleme hizlarmin hidrojen {retim performanslarina etkisi

incelenmistir.
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Cizelge 4.18. Yukar1 akish reaktdrde tutuklanmis R.Gel.4 ile foto-fermantatif hidrojen iiretimi

Zaman HRT Toplam H, Cikis KOI Verim H, Uretim Hiz1
@in) | aaty |PH] P (uLigin) (g/L) (mLH,/gKOI) (LH,/Lreaktor.giin)

1 72 7 ] 0,281 14

2 72 7 1 0,293 10

3 72 7 ] 0,283 8 0,05 98,23 0,21
4 72 8 1 0,739 32

7 72 9 10,784 27 0,27 522,37 0,39
8 72 710,128 22

9 72 7 10,268 17 0,14 164,46 0,26
10 36 8 10,336 19 0,18 93,24 0,25
11 36 810318 22 0,26 181,08 0,29
12 36 7 ] 0,364 13 0,17 62,81 0,17
14 18 8 | 0,357 14 0,32 218,34 0,37
16 18 7 10,292 12 0,27 111,81 0,32
16 18 7 10,251 8 0,23 53,11 0,21
17 9 8 10,331 2 0,36 101,40 0,11
17 9 7 10,163 2 0,36 83,62 0,11
17 9 710,167 2 0,37 285,92 0,11

R.Gel 4’iin tutuklandigi LentiKat® diskleri ile doldurulmus reaktorde
yapilan caligmada 72 saat HRT kosullarinda ilk giinlerde diisiik gaz tiretimleri ve
ylikselen ODggoonm degerleri gozlenmektedir. Asetat ve biitirat tiiketiminin de
yogun oldugu bu doénemde substratlarin biiyiime ic¢in kullanildigi goriilmektedir.
Yeterli derecede biiylimenin tamamlanmasinin ardindan hidrojen {iretimi
baslamistir. En yiiksek H; tiretimleri 72 saat HRT kosullarinda gézlenmistir ancak
36-18 ve 9 saat HRT kosullarinda da daha diisiik degerlerde olmasina ragmen
daha stabil H, tretim degerleri gozlenmistir. H, tiretim hizlar1 393 mL H,/L
reaktor.glin degerlerinden 100 mL H,/L reaktor.giin degerlerine dogru diisiis
gostermistir. Artan akis hizi nedeniyle kiitle aktarim performansindaki diisiisten
kaynaklanan bu durum 72 saat HRT kosullarinda daha uzun siireli tiretimler
yapilabileceginin gostergesidir. Verim degerleri beklenen teorik degerlerin altinda

kalmistir ancak gelistirilebilecek diizeyde olduklar1 goriilmektedir (Cizelge 4.18).

HV |spot| WD mag O | det pressure
5.00 kV | 3.0 |10.5 mm |20 000 x| ETD | 3.04e-5 mbar IYTEMAM

Sekil 4. 110. R.Gel.4 tutuklanmig LentiKat® diski baslangi¢ (sol kare) ve son (sag kare)
gorlintiileri
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LentiKat® disklerinin baslangic ve son goriiniimleri Sekil 4.110°da yer
almaktadir. ilk goriiniimde yiizeyde bazi bakterilerin kaldig1 goriilmektedir. Bu
yiizeyde kalan bakterilerin yikanip uzaklastirilmasi amaciyla ortamla hizli bir
besleme islemi uygulanmistir. Son SEM goriintiilerine bakilacak olursa fotografin
alindig1 bolgede bir parcalanma oldugu ve bakterilerin yiizeye dogru geldikleri
goriilmektedir. Ancak diger bakteriler yiizeyin altinda yigili halde bulundugu
gozlenmektedir (Sekil 4.110).

Yukar: akish reaktorde R.Gel.4 ile biyohidrojen iiretimi

R.Gel 4 ile immobilizasyon etkisinin arastirilmasi amaci bir LentiKat®
disk reaktorlerinin yani sira ayni kosullarda yukar1 akisli askida reaktor
kurulmustur. Ayni substrat ile aynt HRT kosullarinda yapilan c¢alisma ile
immobilizasyonun sisteme ve hidrojen iiretimine olumlu bir etkisinin olup

olmadig1 incelenmistir.

Diger reaktorlerde oldugu gibi 72-36-18 ve 9 saat HRT kosullarinda
reaktorler isletilerek asetat biitirat icerikli zenginlestirme ortamindan hidrojen

iiretimleri incelenmistir.

Cizelge 4.19.Yukar akigh reaktérde R.Gel.4 ile foto-fermantatif hidrojen iiretimi

Zaman | HRT Toplam H, | Cilay KOi Verim H, Uretim Hiz
- pH| ODy _ N o
(gin} | (3aaf) (mL/giin) (1) (mLH,/gKOl) | (LH,/Lreaktor.gin)

1 72 |73] 1,298 5

2 72 | 71628 10

3 72 |75] 1385 3 0,11 67,68 0,12
1 72 8 | 1,357 25

7 72 8 | 1,705 29 0,29 632,99 0,36
8 72 8 | 1,275 11

9 72 |75] 0381 9 0,18 98,42 0,13
10 36 g z2n 1 025 30,96 0,05
11 36 8| 061 3 026 24,26 0,04
12 36 8 | 0867 2 028 20,36 0,03
11 18 8 | 0,292 0 033 0,00 0,00
16 18 |85] 0,567 0 022 0,00 0,00
16 18 7 | 0444 0 035 0,00 0,00
17 9 7 | 0421 0 0,38 0,00 0,00
17 9 g]| o4 0 024 0,00 0,00
17 9 |75]0323 0 037 0,00 0,00

R.Gel 4 ile yukan akish reaktdrde hidrojen iiretim performansina bakilacak
olursa HRT 72 saat kosullarinda toplam H, iiretim degerlerinin ilk ii¢ glinden
sonra ylikseldigi ancak daha disiik HRT kosullarma gegcildiginde OD@gsoonm

degerlerinden de anlasilabilecegi gibi aktif izolatlarin reaktorden yikanarak
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uzaklastig1i, bundan dolayr substrat tiiketimi, dolayisiyla hidrojen iiretiminin
durdugu gozlenmistir. Genel olarak bakildiginda hidrojen tiretim verimleri ve
hizlar1 teorik degerlerden oldukg¢a diisiik olmasima ragmen immobilizasyonun
olumlu etkisi gozlenmistir. Bu durum bu sistemlerin gelistirilmesi gerektigini

gostermektedir (Cizelge 4.19).

4.6.2. Foto-fermantasyonla tutuklama yontemi ile siirekli hidrojen

iiretiminde sistem performanslarimin karsilastirmalari

Yontemi ile immobilize edilen izolatlarin siirekli reaktorlerde foto-
fermentatif hidrojen liretiminin incelenmesi amaciyla yapilan c¢aligmalarda elde

edilen sonuglarin bir arada incelenmesi amaciyla karsilagtirmali grafikler

hazirlanmustir.
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72 36 18 9
HRT (saat)
B imm Rub.Gel. ™ Siisp. Rub.Gel. ®Imm. Sten.Mal.
B Siisp. Sten. Mal. ® imm.R.Cap. Siisp. R. Cap.

Sekil 4.111. Foto- fermantasyonla siirekli hidrojen tiretiminde immobilize ve askida reaktorlerde
toplam hidrojen {iretim degerlerinin karsilagtirmasi

Tutuklanmis izolatlarin kullanildigt immobilize reaktorlerde foto-
fermentatif hidrojen {retiminde elde edilen sonuglara bakildiginda toplam
hidrojen iiretimi bakimindan 72 saatlik alikonma zamaninda askida ve immobilize
sistemlerin performanslari birbirine benzerken, HRT=36 saatten itibaren siirekli

reaktorlerde biyokiitlenin yikanarak sistemden uzaklagmasi ile birlikte toplam
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hidrojen {iretim miktarlarinda diisiisler olmus HRT=18 saatten itibaren askida

reaktorlerde hidrojen iiretimi sona ermistir (Sekil 4.111).

350 +

Hidrojen Uretim Hizi
(mL H,/L reaktor. giin)
—_ ) ) w
W S [ S
S S S S

—_
(=l
(=

(V)
(e}

72 36 18 9
HRT (saat)

® imm Rub.Gel. ™ Siisp. Rub.Gel. ™ imm. Sten.Mal.
B Siisp. Sten. Mal. ® imm.R.Cap. Siisp. R. Cap.

Sekil 4.112. Foto- fermantasyonla siirekli hidrojen tiretiminde immobilize ve askida reaktdrlerde
hacimsel hidrojen iiretim degerlerinin karsilastirmasi

Foto-fermantasyonla siirekli hidrojen tiretiminde volumetrik hidrojen
iretimi  agisindan askida ve immobilize reaktorler karsilastirildiginda
immobilizasyonun olumlu etkisi HRT=36 saatten itibaren goriilmektedir. HRT=18
ve 9 saatlik alikonma zamanlarinda askida reaktorlerde sistemdeki biyokiitle
yikanarak uzaklagmis ve buna bagl olarak hidrojen tiretimi sonlanmistir. Diigiik
alikonma zamanlarinda immobilize reaktorlerdeki devam eden yiiksek

mikroorganizmal yogunlugu ile hidrojen tiretimleri devam etmistir (Sekil 4.112).

4.6.3. Foto-fermantasyonda tutundurma yontemi ile siirekli hidrojen
iiretimi
Kat1 yiizey iizerine tutunma c¢alismalar1 gecmisten giliniimiize dek pek ¢ok

hiicre ve bakteri immobilizasyonu caligmalarinda uygulanmistir. Bu ¢alismada

kullanilan izolatlar i¢in daha 6nceki boliimlerde belirtildigi gibi ¢esitli yiizeylere
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sahip cam malzeme {izerine tutunma denemeleri yapilmis ancak basarili
olmamigtir. Ardindan nano ylizeyli manyetik parcaciklar {izerine tutundurma
isleminin hidrojen iiretimine katkilar1 askida reaktorlerle karsilastirmali olarak

incelenmistir.
S.Malt.2 ile gercgeklestirilen yiizey tutundurma denemeleri

S:Malt.2 ile de LentiKat® reaktorlerinde oldugu gibi 72-36-18-ve 9 saat HRT
kosullarinda siirekli beslemeli denemeler yapilmistir. Asetat ve biitiratin hidrojene

dontisiim verimleri incelenmistir (Sekil 4.113).

Sekil 4. 113. S.Malt.2 ile foto-fermantatif hidrojen iiretiminde manyetik pargaciklar igeren
reaktorler
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S.Malt.2” nin kat1 ylizey Tlzerine tutunmasini incelemek amaciyla
karsilastirmali olarak kurulan reaktorlerde genel tabloya bakilacak olursa
reaktorler igerinse eklenen manyetik parcaciklarin ¢ok olumlu etkileri olmadigi
gozlenmistir ancak ODggoonm degerlerine bakildiginda bos yani i¢cinde manyetik
parcacik bulunmayan reaktorde reaktor cikisinda ODgeoonm degerlerinin daha
yiikksek oldugu gozlenmektedir. Bu durum diisik HRT kosullarinda manyetik
parcaciklar lizerinde tutunmus bakteriler oldugu anlamina gelmektedir. H, iiretim
hizlar1 agisindan performans farki gozlenmemistir. Her {li¢ reaktérde de 72 saatte
en iyi tiretim hizlar1 gozlenmistir. LentiKat® reaktorlerinde de gozlenen bu durum
izolatlarin exponansiyel fazlarinin da bu zamanda esdeger olmasiyla iliskilidir.
HRT 72 saat kosullarinda en iyi H; tiretim hizlar1 her li¢ reaktérde 130mL-250 mL
H,/L reaktor.giin seklinde elde edilmistir (Cizelge 4.20).

Sekil 4.114. V111308'in foto-fermantasyon oncesi (sol kare) ve sonrasi (sag kare) SEM
goriintiileri (S.Malt.2)

Sekil 4.115. V111616'nin foto-fermantasyon dncesi (sol kare) ve sonrasi (sag kare) SEM
goruntiileri (S.Malt.2)
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Manyetik parcaciklarin SEM goriintiilerine bakilacak olursa dncelikle hem
V111308 hem de V111616 kodlu bos manyetik parcaciklar tizerindeki gozenekli
yapilarin ¢ok dikkat c¢ektikleri soOylenebilir.V111308 kodlu yap1 {izerinde
beklendigi gibi rod yapilar gozlenmektedir ancak V111616 kodlu manyetik
yapilarda beklenmeyen kiiresel goriinimler vardir reaktor iginde bazi
beklenmedik tlirlerinde olabileceg§i anlamina gelen bu durum disiik gaz

iiretimlerinin sebebi olabilir (Sekil 4.114-4.115).

R.Cap ile gerceklestirilen yiizey tutundurma denemeleri

3 numarali izolatla gercgeklestirilen yiizey tutundurma denemelerinde 2
numarali da oldugu gibi tutunma denemesi yapilacak reaktorlere, 5° er gram
V111308 ve V111616 kodlu manyetik parcaciklardan eklenmistir ve sistemde
yavag bir karistirma uygulanmistir. Bu denemeler 250 mL’lik reaktorlerde
gergeklestirilmistir. Karbon kaynagi olarak 2 g/L asetat ve 3 g/L biitirat igeren

zenginlestirme ortamui ile beslemeler yapilmistir.

72-36-18-9  saat HRT  kosullarinda  reaktorlerde  beslemeler
gerceklestirilmistir. Toplam gazlar sivi yer degistirme yontemi ile toplanmis gaz
icerikleri gaz kromatografisi cihazi ile tespit edilmistir. Oldukca diisiik verim ve
H, tiretim degerleri elde edilen bu denemeler asetat ve biitiratin 3 numarali izolat
icin uygun karbon kaynaklari olmadiklarini gostermektedir. %99 ihtimalle
Rhodobacter capsulatus susu olan bu izolat i¢in laktat daha iyi bir karbon
kaynagidir. Dolayisiyla iki asamali ¢aligmalarda ikinci asamada kullanilmak icin

cok uygun bir izolat degildir (Cizelge 4.21).
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Sekil 4.116. V111308'in foto-fermantasyon oncesi (sol kare) ve sonrasi (sag kare) SEM
goriintiileri (R.Cap)

Sekil 4.117. V111616°nin foto-fermantasyon dncesi (sol kare) ve sonrasi (sag kare) SEM
gortintiileri (R.Cap)

SEM goriintiilerine bakilacak olursa rod yapili olusumlarin ylizeye
tutunduklar1 goriilmektedir. Bos reaktorle yapilan karsilastirmali inceleme
sonucunda da ODgeoonm degerlerine bakildiginda bakterilerin bir kisminmn
manyetik parcaciklar iizerine tutundugu goriilmektedir. Bu durumda R.Cap. i¢in
en uygun kosullarin 72 saat HRT oldugu ve asetat ve biitiratin uygun substratlar
olmadig1 anlasilmaktadir. Bu izolat i¢in laktat veya siiksinat daha uygun bir

karbon kaynagi olabilir (Sekil 4.116-4.117).

R.Gel.4 ile gergeklestirilen yiizey tutundurma denemeleri

Yiizey tutundurma denemelerinde son olarak R.Gel4; S.Malt.2 ve
R.Cap.’un besleme kosullarinda 100 mL’lik reaktorlerde kullanilmistir.
R.Gel.4in blyltildigli ortama VI11308 ve V111616 kodlu manyetik
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malzemeler 5’ er gram olacak sekilde eklenmis ve hafif siddetli karistirma islemi
ile bakterilerin yiizeylere tutunmalari gdzlenmistir. Bakterilerin ylizeye
tutunduklarinin en 6nemli gostergesi hicbir tasiyict madde igermeyen ama R.Gel.4

ve ayn1 ortami i¢eren bos reaktorde gozlenmistir (Sekil 4.118).

Sekil 4.118. R Gel.4 ile foto-fermantatif hidrojen tiretiminde manyetik parcaciklar igeren
reaktorler

ODg@soonm degerleri karsilastirildiginda V111308 ve V111616 igeren
reaktorlerde ¢ikis sularinda ODggeoonm degerlerinin daha diisiik oldugu anlamina
gelmektedir. Hidrojen iiretim degerlerinin de birbirlerine olduk¢a yakin olduklari
icerdeki aktif bakteri konsantrasyonlarinin birbirine c¢ok yakin olduklarin
gostermektedir. Tasiyic1 madde konsantrasyonunun artirilmasi daha diisiik HRT
degerlerinde daha yiliksek tutunmus bakter1 konsantrasyonunu saglayacaktir.
Hidrojen tiiretim hizlar1 reaktoriin litresi basmna giinlik 130-250 mL arasinda
degismektedir. Verim degerleri de teorik olarak beklenen degerlerin oldukca
altinda go6zlenmistir. Bu degerler manyetik parcaciklar i¢in uygulanacak daha
etkili konfigiirasyonlarla artirilabilir (Cizelge 4.22). Ciinkii SEM goriintiilerinde
de goriildiigli iizere bakteriler yiizeye tutunmustur ve bu kapasite arttirilabilir.
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HV  |spot WD
5.00kV | 3.0 |10.9 mm

Sekil 4.119. V111308'in foto-fermantasyon oncesi (sol kare) ve sonrasi (sag kare) SEM
goriintiileri (R.Gel.4)

HV [spot| WD [mag O det| pressure | ———10 ym ———
5.00kV | 3.0 10.5mm|10 000 x| ETD|1.77e-5 mbar [YTEMAM

Sekil 4.120. V111616'nn foto-fermantasyon dncesi (sol kare) ve sonrasi (sag kare) SEM
goriintiileri (R.Gel.4)

SEM goriintiilerine bakilacak olursa iki tutundurma malzemesininde
ylizeyinde rod yapili bakteri olusumlar1 goriilmektedir. Foto-fermantasyon
oncesinde goriilen gbdzenekli yapilarin arasinda goriilen bakteri olusumlart bu
malzemelerin tutundurma i¢in uygun oldugunu gostermektedir ancak tutunma
kapasiteleri ilave polimerik malzeme eklenmesi veya bakteriler iizerinde

yapilacak modifikasyonlarla arttirilabilir (Sekil 4.119-4.120).
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5.  TARTISMA

Bu tez calismasi kapsaminda immobilize mikroorganizma kullanim
esasina dayali yeni ve 0zgiin biyoreaktor konfigurasyonun denenmesi, atik
kaynaklarinin degerlendirilebilmesi, diisiik sicaklik ve basing kosullarinda
calisilabilmesi ve maliyetler agisindan uygunlugu gibi avantajlart goéz Oniine
alinarak biyohidrojen {iretimi {izerine c¢alisilmistir. Biyohidrojen iiretim
yontemlerinden ise sterillik, 6zel biiylime kosullar1 gerektirmemesi, ticari olarak
kolay ve ucuz olarak bulunabilmesi gibi avantajlar1 nedeniyle karisik konsorsiyum
ile calistlmast uygun bulunmustur. Ancak karigik konsorsiyumda var olan
metanojen bakterilerin baskilanip hidrojen iireten bakterilerin baskin hale gegmesi

icin bazi 6n islemlere gereksinim bulunmaktadir.

Karanlik fermantasyonda kullanilan karisik kiiltiiriin pek cok avantaji
vardir. Pratik ve teknik olarak kullaniminin kolay olmasinin yani sira atiksulardan
enerji Uretiminde sterilizasyona ihtiya¢ duyulmamasi ¢ok onemli bir avantajdir.
Icerigindeki cesitli mikroorganizma gruplar1 toplam proses verimliligi agisindan
onemli katkilar saglamaktadir. Ancak karisik kiiltlirlerle hidrojen iiretiminde bu
karisik konsorsiyum igerigindeki homoasetojen ve siilfat indirgeyici bakterileri
iceren metanojenler grubu gibi hidrojenotrofillerin, iiretilen H,’yi hemen
kullanmalar1 proses verimini diisiiriici etki yapmaktadir. Bu nedenle
biyokatalizorlerin dogas1 ve fonksiyonlart hidrojen iiretimi i¢in ¢ok Snemli bir

faktordiir (Goud and Mohan, 2012).

Yapilan calismalarin sonuglarina genel olarak bakilacak olursa siikrozun
substrat olarak kullanildigi deneme setlerinde toplam hidrojen gazlari liretimi
acisindan en olumlu etki 1s1l islemnde goriilmiistiir. On islemsiz denemeler, BESA
ve baz muamelesi yapilmis denemelere gore daha yiiksek sonug verirken, TCI, asit

ve kloroform muamelesi gaz liretim degerlerini diistirmiistiir.

Kloroformun 6n islem olarak kullanilmasi ¢alismamizda olumsuz etki
olusturmus elde edilen gaz degerleri ve hidrojen gazi yiizdeleri diisiis gostermistir.
Hu and Chen, (2007) metanojenik graniillere 6n islem uygulanmasi {izerine
yaptiklar1 ¢aligmada 1s1 ve asit muamelesinin 1yi birer yontem olmalarina ragmen
graniil haldeki biyokiitlelerde kloroformdan daha az etkili olduklarim
savunmuglardir. Yaptiklart ¢alismada %0.05 lik kloroform ile metanojenlerin

tamamen inhibe edildigini daha yiiksek konsantrasyonlarda ise toksik etki



174

olusturdugunu savunmuslaridir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda kloroformun %0.05
‘ten daha yiiksek konsantrasyonlarda kullanildig1 ¢calismalarda hemen hemen hig
gaz iretimi olmadig1 gézlenmistir. Wang and Wan (2008) ise 1s1 isleminin daha
iyl oldugunu savunmasina ragmen kloroform 6n islemi ile 100 mL H,/ g glikoz

bir substrat verimi bildirmislerdir.

Ren et al. (2008) ise yaptiklari calismada asit, baz ve havalandirma
muamelesini DGGE yontemi ile karsilastirmali olarak incelemis ve asit ve
havalandirma  kosullarinda metanojenlerin  tamamen indirgenirken baz
muamelesinin mikroorganizmalarin inhibisyonu konusunda etkili olmadiklarini

belirtmislerdir.

BESA muamelesi etkili olabilecek baska bir kimyasal metanojen
inhibisyonu yontemi iken calismalarimizda sicaklik daha iyi sonu¢ vermistir.
Substrat olarak siikroz kullaniminda elde edilen hidrojen verimlerine bakildiginda

1s1l islem daha yiiksek degerler vermistir.

Isil igslem literatiirde en ¢ok tercih edilen yontem olarak karsimiza
cikmaktadir. Isil islem ile Zhu and Beland (2006) yaptiklar1 ¢aligmalarda 2.59
mol Hy/ mol siikroz elde etmislerdir. Bu tez caligsmasi kapsaminda ayni siikroz
konsantrasyonunda (10 g/L ) fakat farkli pH degerlerinde (7-5.5) ve farkli sicaklik
kosullarinda 0.74 mol H,/mol siikroz elde edilmistir. Wang and Wan (2008)
sicaklik on islemiyle 221.5 mL H,/g glikoz elde ederken bu tez caligmasi

kapsaminda en yiiksek 74 mL H,/g siikroz verime elde edilmistir.

Baz muamelesi ¢ogu ¢alismada etkisiz olarak belirtilmesine ragmen bu tez
caligmas1 kapsaminda olduk¢a olumlu sonuglar vermistir. Zhu and Beland (2006)
tarafindan yapilan ¢alismada baz muamelesi sonucu 1.44 mol Hy/mol siikroz elde
edilirken bizim yaptigimiz calismada 0.69 mol Hj/mol siikroz degeri elde

edilmistir.

Stirekli modda karanlik fermantasyon islemleri, sterilizasyona ihtiyag
duyulmamasi ve yiiksek hidrojen doniisiimleri saglamasi gibi avantajlarindan
dolayr organik atiklarin substrat olarak kullanilabildigi proseslerdir. Cesitli

atiksular veya kati atiklarla yapilmis ¢alismalar literatiirde mevcuttur.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ¢ogu atiksuyu temsilen siikroz substrat olarak

kullanilarak siirekli hidrojen iiretimi c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Stirekli
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caligmalara uygun On islemin seg¢ilmesinin ardindan ge¢ilmistir. Siirekli
biyoreaktor calismalarinda literatiirde belirtilen diisiik alikonma zamanlarinda
hiicre yikanmasi olmaksizin g¢alisilabilmesi, daha kiiclik biyoreaktor hacimleriyle
daha yiiksek hidrojen verimleri elde edilebilmesi, stabil bir tiretim saglamasi gibi
avantajlarindan dolayr immobilize biyoreaktorler; kiitle aktarimi sinirlamalar

olmamasi gibi avantajlarindan dolay1 da tutundurma yontemi seg¢ilmistir.

Askida sistemi temsilen isletilen tam kontrolli CSTR, 24 saat HRT
kosullarinda biyoreaktdr performansi en i1yi iken 12 saatten itibaren performansta
biitiin parametreler acisindan disiisler goriilmiistiir. Diisiik alikonma zamanlari
askida sistemler i¢cin uygun kosullar olmadigi kanaatine varilmistir. 24 saatlik
alikonma zamaninda her parametre acisindan CSTR’ da daha yliksek
performanslar gozlenmistir. Ancak daha diisiik alikonma zamanlarinda bu
durumun tersi gozlenmistir. Bu durum diisiikk alikonma zamanlarinda askida

sistemlerde goriilen hiicrelerin yikanmasi probleminden kaynaklanmaktadir.

Yapilan siirekli biyoreaktér denemelerinde ii¢ farkli immobilizasyon
malzemesi kullanilmistir.  Kullanilan  biyoreaktoér tipleri askida sistem
kargilagtirmast i¢in ayni kosullarda isletilen tam kontrollii CSTR ile
karsilastirilmistir. Seramik top, seramik halka ve pomza tasi ile doldurulmus
immobilize biyoreaktorler siikroz ortamindan hidrojen iiretmek iizere isletilmistir.
Hidrolik alokonma zamanimin etkisinin belirlenmesi i¢in tiim reaktorler azalan
HRT kosullarinda (HRT 24 saat-12 saat-6 saat-3 saat-1.5 saat) isletilmistir. Bir
askida sistem ayni kosullarda isletilerek karsilastirma yapilmistir. Literatiirde
immobilize reaktorlerin askida sistemlere gore daha avantajli oldugunu gosteren
pek cok caligma mevcuttur. Hiicre immobilizasyonunun sadece hiicre yikanmasina
kars1 koruma saglamadig1 ayn1 zamanda biyohidrojen iiretiminde artis sagladigini
gosteren  c¢alismalar  literatirde  mevcuttur.  Immobilize  reaktdrlerin
kullanilmasindaki itici glic daha diisiik reaktdr hacimlerinde askida sistemlere
gore avantajlar elde edilmesidir. Bir biyoreaktdrdeki hidrolik kosullar metan
ireten bakterilerin sistemden uzaklastirilarak biyohidrojen tiretiminde 6nemli olan
bakterilerin sistemde kalmasini1 saglamak acgisindan ¢ok onemlidir. Bu nedenle

reaktdr i¢indeki biyokiitle konsantrasyonun yiiksek tutulmasi gereklidir.

Seramik top, seramik halka ve pomza tas1 dolgulu reaktdrlerde askida kati

madde miktarlar giris ve ¢ikista siirekli kontrol edilerek reaktdrdeki biyokiitlenin
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icerigi kontrol edilebilmistir. Buna ek olrak malzemelerin yiizeylerindeki bakteri
tutunmalar1 da SEM teknigi ile goriintiilenmistir. SEM goriintiilerinde morfolojik
yapist agisindan baskin olan tiirlerin Clostridium tiirleri olduklar1 goriilmiistiir. Bu
durum 06n islem olarak uygulanmis olan 1s1l islemin etkili oldugunu gostermistir.
Siikroz ve bazal ortamin ¢oziinmiis formda olmasindan dolay1 ¢ikis suyundaki kati
partikiillerin (ortalama 100 mg/L) biyokiitle olduklari kararina varilmistir. Stirekli
askida reaktor ¢ikis suyundaki yiiksek askida kat1 madde miktar1 ve buna paralel
olarak hacimsel hidrojen {iretiminde de diisiisler gdzlenmistir. Immobilize
reaktorlerde ise c¢ikis sularinda diisiik biyokiitle kosantrasyonlar1 ile birlikte

yiiksek hidrojen tliretim oranlar1 gdzlenmistir.

Karanlik fermantasyonda pH, metabolik yolizi ve hidrojenaz aktivitelerini
etkileyen en 0nemli isletim parametrelerinden biridir (Sinha and Pandey, 2011).
pH kontrolii de ¢ok 6nemli konulardan biri oldugundan askida sistemlerde pH
degerini kontrol altinda tutmak amaciyla tam kontrolli fermantorler
kullanilmaktadir. Mu et al. (2007), pH 3.4-6.3 arasinda degisen degerlerle
yaptiklar1 denemeler sonucunda pH 4.2°nin optimum deger olarak 1.61 mol
Hj/mol siikroz verim ile sonuglandigini belirtmistir. Baska bir calismada optimum
pH degeri 1.1 mol Hy/mol glikoz verim ile 5 olarak raporlanmistir (Khanal et al.,
2004). Khanal et al. (2004) ayn1 zamanda diisiik pH degerlerin inhibe edici
etkisini de gostererek pH’in belli seviyede kalmasi gerektigini belirtmistir.
Karanlik fermantasyon i¢in genel olarak pH degerlerinin kullanilan inokuluma da
bagh olarak pH 4-6 arasinda olmasi gerektigi bilinmektedir(Sinha and Pandey,
2011). Azbar ve Dokgoz (2010) tarafindan kullanilan inokulumda optimum pH
degerleri 5-6.5 arasinda olarak belirlenmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda ayni

kaynaktan gelen inokulum kullanilmigtir.

Immobilize reaktdrlerle yapilan calismalarda dolgulu reaktdrlerin pH
acisindan kararli bir karakter sergiledikleri goriilmiistiir. Immobilize reaktdrlerde
kendiliginden olusan tamponlama yetenegi ile 7 olan giris pH degerleri ¢ikista
4.5-5 arasinda degismistir.  Endiistriyel uygulamalar acisindan immobilize
reaktorlerde maliyetler ve isletim avantajlar1 agisindan dolgulu reaktorlerin biiyiik

avantaj sagladiklar1 goriilmistiir.

Oh et al. (2004), yaptiklar1 ¢alismada immobilize biyoreaktor kullaniminin

%H, degerini %57-60’lara ¢ikarabildigini One siirmiiglerdir. Yaptigimiz bu
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calismada hidrojenin hacimsel yiizdeleri hemen her biyoreaktor tipinde stabil
olarak %45-65 arasinda degisen degerler almistir. En yiiksek hidrojen yiizdesi
HRT 24 kosulunda seramik top dolgulu biyoreaktdrde % 62 olarak elde edilmistir.
CSTR ‘da daha degisken hidrojen yiizdeleri goriilmektedir. Immobilizasyon ile
biyoreaktor icindeki hidrojen iireten mikroorganizmalarin sayica sabit kalmasi
cikis suyuyla uzaklasmamasi gibi avantajlarindan dolayr hidrojen yiizdeleri de

daha stabil bir seyir géstermistir.

Cikis suyunda VFA konsantrasyonlari giinliik olarak 6l¢iilmiis ve asetat ve
biitiratin dominant VFA’lar olduklar: tespit edilmistir. Karanlik fermantasyonda
son iriin asetik asit oldugundan teorik olarak 616 mL H,, son fiiriin biitirat
oldugunda ise 280 mL H, beklenmektedir. immobilize reaktorlerin ¢ikis sularinda
asetik asit konsantrasyonlart 115.2-6256 mg/L arasinda degisen degerler almistir.
Metabolit kompozisyonlar1 dolgulu reaktorlerde, askida reaktdrde benzerlik
gostermistir. Reaktorlerin  isletilmesi  siiresince propiyonik asit olusumu
gbzlenmemistir. Chang et al. (2002) tarafindan yapilan ¢alismaya gore propiyonik
asit olusumu hidrojen {iretimini diisiiriicii etki yapmaktadir. Immobilize
reaktorlerde bu olusumlarin goézlenmemis olmasi hidrojen tretim verimleri

acisindan olumlu bir sonugtur.

Literatiirde immobilize reaktorler ile biyohidrojen iiretimi caligmalari
olduk¢a siirlidir. Wu and Chang (2007) PMMA (polimetilmetakrilat) kullanarak
anaerobik ¢amuru tutuklamis ve mezofilik kosullarda 6 saat HRT’de 2.25 mol
H,/mol silikroz verim elde edildigini belirtmistir. Zhang et al. (2008) taratindan
yapilan bagka bir calismada kendiliginden graniillesen anaerobik ¢amur reaktorii
ve biyofilm reaktorleri kullanilarak CSTR’da 10 ve 20 kat daha yiiksek sistem
performansi elde etmisleridr. Gavala ve ark. (2006) tarafindan UASB’de 2 saat
HRT’de 0.7 mol Hy/mol glikoz verim elde edilmistir. Kati materyallere
adsorbsiyon baska bir yaygin immobilizasyon teknigidir. Gavala et al. (2006)
tarafindan kullanilan biyokiitle dort farkli malzeme iizerine (aktif karbon, kiiresel
aktif karbon, toprak, siinger) immobilize edilip 4 saat HRT’de en iyi tutunma
kiiresel aktif karbonda gozlenmistir. Lee et al. (2004) tarafindan yapilan bir
calismada Gavala et al. (2006)’nin ¢alismasinda kullanilan dolgu materyalleri ile
strastyla 2.74 mol Hy/mol siikroz; 3.03 mol Hx/mol siikroz; 2.35 mol Hy/mol

siikroz ve 1.84 mol Hy/mol siikroz verim degerleri elde edilmistir. Baska bir
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immobilizasyon malzemesi olan etilen vinil asetat ile 4 saat HRT’de 1.74 mol
Hj/mol siikroz verim elde edilmistir (Wu et al. 2005). Lin et al. (2006), 8 saat
HRT kosullarinda 4.98 mol H,/mol siikroz verimi graniillii biyokiitle ile elde
etmislerdir. Peixoto et al. (2011), 3.3 mL Hy/mol silikroz verimi polietilen dolgulu
UASB reaktorde raporlamistir. Cogu immobilizasyon c¢aligmasi mezofilik
kosullarda gerceklestirilmistir. Zhang et al. (2007), tarafindan yapilan ¢alismada
ise kanisik kiiltiirlerin plastik tasiyicilara immobilizasyonu ile 2.21 mol H,/mol

siikroz verimleri termofilik kosullarda bildirilmistir.

Dolgu malzemesi olarak seramik top kullanildiginda 3.03 mol H/mol
sitkroz HRT 3 saat kosullarinda elde edilmistir. Teorik olarak beklenen 8 mol
H,/mol siikroz verimin %38’ine tekabiil eden bu degerler literatiirle uyumlu olup
daha diisik HRT kosullardan sagalndigi icin oldukca avantajlidir. Askida
sistemdeki 0.5 mol Hy/mol siikroz verimine gore ise oldukc¢a pozitif olan bu
sonuglar immobilize sistemlerin askida sistemlere nazaran daha verimli

olduklarinin bir gdstergesidir.

Biyohidrojen iiretiminde karigik kiltiir kullanilmasi genel bir ortak
noktaya varmay1 giiglestiren bir faktordiir. Karisik kiltiirler uygulanan 6n
islemlere veya alindiklar1 kaynaklara gore biiyiik farkliliklar gosterirler.
Literatiirde yer alan sonuglarin birbiriyle karsilastirilmas: sagliksiz  bir
degerlendirme olacaktir. Bu nedenle yapilacak immobilizasyon calismalarinda
ayni kosullarda ayni karisik kiiltiirle isletilen bir askida sistemle karsilastirma
yapilmasi ¢ok onemlidir. Bu ¢alismada CSTR ile karsilastirma yapildiginda biitiin
biyoreaktorlerde 12 saatlik HRT ve daha diisiik degerlerde CSTR a nazaran 7-11

kat arasi iyilesmeler gézlenmistir.

Immobilize biyoreaktdrlerin hepsinde pH kontrol sistemi olmamasina
ragmen pH degerleri stabil kalmistir. Immobilizasyonun hidrojen iiretimine
onemli bir katkist olan bu durum o6l¢ek biiyiitme sistemlerinde ¢ok avantaj
saglayacaktir. Immobilize biyoreaktdrlerde mikroorganizmalarin metabolik yol
izlerinde dolayisiyla hidrojen ve yan {iriin olusturma performanslarinda énemli bir

parametre olan pH i¢in disaridan bir kontrol sistemi gerekmemektedir.



179

Immobilize biyoreaktorlerde mikroorganizma kagiglari rutin  AKM
analizleri ile kontrol edilmistir. Tim biyoreaktorlerde giris ve c¢ikis AKM
degerleri hep birbirine yakin ¢ikmistir. Calisilan pH degerlerinin higbirinde kayda

deger mikroorganizma kagislar1 olmadig1 gdzlenmistir.

Olgek biiyiitme sistemlerinde baska bir onemli nokta biyoreaktdriin
kaplayacagi hacimdir. Yaptigimiz ¢alismada kullanilan CSTR hacmi immobilize
biyoreaktorlerin hacminin yaklasik 10 kat1 biiyilikliiglinde olmasina ragmen diisiik
HRT kosullarinda hemen hemen ayni ya da daha yiiksek hidrojen verim degerleri
elde edilmistir. Biyoreaktor hacminde immobilizasyonla saglanacak bu avantaj
ozellikle sanayi uygulamalart ve oOlgek biiyiitme sistemlerinde ¢ok fayda
saglayacaktir. Diisiik hacimli biyoreaktoriin baska bir avantaji da daha diisiik
miktarlarda besleme yapilabilmesidir. Bazal ortam hazirlanmasinda kullanilacak

kimyasallarin maliyeti a¢isinda bu durum da olumlu bir etki olusturmaktadir.

Dolgu malzemelerinin bir kisminda yapilan SEM analizlerinde ise
Clostridium tiirlerinin yaygin ve oldukca fazla sayida oldugu goézlenmistir.
Uygulanan 6n islemlerde sporlu olan bu tiirlerin baskin hale gectigini gosteren bu
durum hidrojen iiretiminde olumlu bir sonugtur. Ornekler biyoreaktdrlerin
isletilmesinin bitiminden sonra alindigindan dolayr son zamanlarda uygulanan
diisiik HRT kosullarina ragmen bu tiirlerin dolgu malzemesi iizerinde stabil bir

halde kaldiklarinin gézlenmistir.

Calismamizda kullanilan biitiin dolgu malzemeleri ticari olarak kolayca
ulagilabilir, daha 6nce kullanilmamis ve ucuz materyallerden se¢ilmistir. Hemen
her biyoreaktorde mikroorganizmalara biyoreaktoriin alt kismindaki dolgu
materyallerinde daha yogun orta da daha az yogun ve en iistte oldukca seyrek
olarak gdzlenmistir. Taze beslemenin siirekli alttan verilmesi dolayisiyla oradaki
mikroorganizmalarin daha hizli ve kolay biiyliyebildigi ve bu nedenle
biyoreaktoriin iist kisimlarina ¢ikildik¢a mikroorganizma yogunlugunun azaldig:
gozlenmektir. Tutundurma ile hazirlanan immobilize biyoreaktorlerde malzemeler
aras1 bosluklarda kalmis askida mikroorganizmalar da hidrojen iiretimine katkida
bulunmaktadir. Bu nedenle hem askida hem de tutunmus olarak
mikroorganizmalar1 daha yogun olan seramik halka ve seramik top dolgulu
immobilize biyoreaktdrlerde daha iyi sonuglar elde edilmistir. Yiizey alani en az

olan biiyilkk boy rasching halkasi dolgulu biyoreaktérde diisiik iiretimler
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gozlenmistir. Poliliretan kopilik biyoreaktoriinde iyi bir tutunma saglanmis ve
yiikksek hidrojen iiretimleri gozlenmistir ancak denemeler sonunda poliliretan
kopiikk malzemelerin mikroorganizmalar tarafindan tamamen pargalandig
gozlenmistir. Bu nedenle karigik kiiltiirlerin immobilizasyonu ig¢in kullanimi
uygun olmayan bir materyal oldugu kanisina varilmistir. Kullandigimiz dolgu
malzemelerinin her biri immobilizasyon i¢in uygun ve ucuz malzemelerdir bu
nedenle Ol¢ek biiylitme ve sanayi uygulamalarinda kullanilmalar1 agisindan

olumlu sonuglar elde edilmistir.

Iki asamali reaktor sistemleri biyohidrojen iiretiminde oldukga biiyiik 5neme
sahiptir. Karanlik fermantasyonla kompleks organik maddelerden hidrojen iiretimi
gerceklesirken son {iiriin olarak organik asitler de ¢ikmaktadir. Karanlik
fermantasyon ¢ikis suyunun foto-fermantatif bakteriler tarafindan kullanilmasiyla
substrat igersindeki hidrojenin tamamen agiga ¢ikmasi saglanabilir. Bu nedenle
karanlik fermantasyon ve foto-fermantasyonun birlestirilmesi ile olusturulan hibrit
sistemler oldukca avantajlidir. Bu tez c¢alismasinin ikinci kisminda karanlik
fermantasyon ¢ikis suyunda baskin halde bulunan asetat ve biitiratin siirekli

immobilize foto-fermantasyon reaktorlerinde kullanilmigtir.

Glinlimiize dek askida hiicre kiiltiirii sistemleri ile foto-fermantatif
biyohidrojen iiretimi iizerine pek ¢ok calisma gerceklestirilmistir. Askida hiicre
sistemlerinin en biiyiik avantaji hiicrelerle substrat arasindaki iyi kiitle aktarimi
karakteristikleridir. Bunun yami sira diisiik hidrolik alikonma zamanlarinda
reaktorden hiicrelerin yikanarak uzaklasmasi gibi ¢ok Onemli dezavantajlar da

mevcuttur.

Bu tez c¢aligmasi kapsaminda Oncelikle Montreal’de yapilan calismada
izole edilen dort izolat iizerinde tanimlama c¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Bu
izolatlardan {i¢ tanesinin yeni birer sus olma ihtimalinin molekiiler ¢aligsmalarla
belirlenmesi {izerine en uygun ortam kosullarinin belirlenmesi amaciyla degisik
biliylime ortamlar1 kullanilmistir. Zenginlestirme ortaminin RCV ortamindan daha
verimli sonuglar verdiginin belirlenmesinin {izerine en uygun organik asit ve
karbonhidrat kaynaklarinin belirlenmesi iizerine kesikli reaktér denemeleri
yapilmistir. Bu denemelerin sonucunda organik asitlerin karbonhidratlarda daha

iyi birer karbon kaynagi olduklart sonucuna varilmistir. Asetattan H, {liretiminde;

CH3;COOH+2H,0—2 CO,+4H,
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4 mol Hy/mol asetat verim beklenmektedir. Baslangi¢ konsantrasyonu 5
g/L olarak belirlendiginden teorik olarak beklenen toplam Hj iiretimi 400 mL’dir.
Calismamizda teorik degerlerle karsilastirildiginda verimler agisindan %37-40
iiretim hizlar1 agisindan %40-47 ‘lik degerlere ulagilmistir. En iyi sonuglar R.Cap.
ile elde edilmistir. Lo et al. tarafindan 2001 yilinda yapilan bir c¢alismada
Rhodopseudomonas palustris WP3-5 susu kullanilmistir. 3 g/L asetat baslangig
konsantrasyonunda %67 verim degerlerine ulasilmistir. Barbosa et al. (2001)
tarafindan yapilan baska bir calismada {i¢ ayrin foto-fermantatif sus ile asetattan
H, iiretimi incelenmistir. Rp. HCC 2037 ile toplamda 269 mL; Rp. Pal. R1 ile 56
mL ve tanimlanmamis izolat ile 134 mL H, iiretim degerleri ¢ok benzer bir ortam
formiilasyonu ile elde edilmistir. Bu tez calismasit kapsaminda baslangig
konsantrasyonunun 1.36 g/L olduguna bakilarak ¢alismamizda kullanilan izolatlar
ile daha yiiksek baslangic kosullarinda yakin verim degerleri elde edildigi

sOylenebilir.

Ozgiir et al. (2010) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise degisik
asetat konsantrasyonlarinin hidrojen iretimine etkisi incelenmistir. Calismada
asetat tiiketim degerlerinin yiiksek baslangic kosullarinda daha diisiik oldugu
gozlenmistir. 6 g/ baslangic konsantrasyonu ile %38 asetat kullanimi
gozlenirken bu deger 2.3 g/L degerinde %79’a yiikselmistir. Molar hidrojen
verimleri %2-34 arasinda degismektedir. Bu calismada daha yiiksek baglangic
konsantrasyonlari ile daha yiiksek hidrojen verim degerleri elde edilmistir (%37-

40).
Biitiratin hidrojene doniisiimii su sekildedir:
CH;CH,CH,COOH+6H,0—4 CO,+10H,

3 g/L baslangic biitirat konsantrasyonunda teorik olarak 680 mL H,
iretimi beklenmektedir. Ancak c¢alismamizda maksimum 118 mL H; iiretimi
gbzlenmistir. Sonuglar teorik degerlerin altinda kalmis olmasina ragmen yapilan
diger caligmalara bakildiginda da buna benzer sonuglar elde edildigi gériilmiistiir.
Lo et al. (2010) yaptiklar1 ¢alismada 12 mL H,/L reaktdr. saat’lik maksimum
iretim hizi degerine ulasmislardir. Bu calismada H; iiretim hiz1 degerleri 9.58-
15.4 mL H,/L reaktor.saat olarak degismektedir. Fang ve ark. (2005) tarafindan
yapilan c¢aligmada degisen biitirat konsantrasyonlarinda hidrojen {iretimleri

karsilagtirildiginda 3 g/L i¢in 90 mL toplam H, iiretim degerine ulasilmistir. Bu



182

calismada ayni konsantrasyonda 72-118 mL H, arasinda degisen degerler elde

edilmistir.

Laktatin karbon kaynagi olarak kullanildigr diger ¢alismalarla
karsilastirilacak oldugunda diger ¢calismalarda (He et al. ,2006, Li and Fang, 2009,
Kondo et al. 2002 ve Ren et al., 2008) 1.5-3.75 mol H,/mol laktat verim degerleri
elde edilirken bu g¢alismada zenginlestirme ortami kullanildiginda 2-2.5 mol

H,/mol laktat verim degerleri elde edilmistir.

Immobilizasyonun sistem performansmni artirdigmi gosteren pek c¢ok
calisma yaymlanmigtir. Ancak immobilizasyon islemi yapilmadan 6nce en 6nemli
nokta dayanikli, hiicreler i¢in toksik olmayan ve maliyetler acisindan da ¢ok
pahali olmayan immobilizasyon malzemesinin se¢ilmesidir. Her immobilizasyon
tekniginin ve her malzemenin kendisine has avantaj ve dezavantajlar1 vardir

(Hallenbeck, 1983).

Karanlik  fermantasyon  iizerine  yapilan  bazi  c¢alismalarda
immobilizasyonun sistem performansini artirdigi goriiliistiir (Zhang et al. , 2007,
Keskin et al. , 2011, Keskin et al. , 2012). Foto-fermantasyonun endiistriyel
uygulamalarinda karsilasilan en biiyiik problemler diisiik hiicre bliylime hizlar1 ve
151k kullanim verimleridir (Chen et al., 2006, Zhu et al.,, 1999). Foto-
fermantasyonla hidrojen iiretimi iizerine yapilmis bazi c¢aligmalar mevcuttur.
Kolay uygulanabilir ve ucuz bir yontem oldugundan en ¢ok tercih edilen yontem
hiicre tutuklama olmustur. Tutuklama yonteminin baska bir avantaji da bolgesel
anaerobik cevrelerin olugmasi ve yiiksek biyokiitle konsantrasyonlarinin
saglanmasidir. Hiicre yikanmasi olmadan diisiik HRT kosullarina dayanmas: da
en Onemli avantajlarindan biridir. En 6nemli dezavantajlari ise diisiik hidrojen
tiretimleri, diisiik mekanik dayaniklililk ve uzun donem isletimlerinde erken
bozulmalardir. Agar, agaroz, carrgenan ve aljinat yaygin olarak kullanilmis olan
tutuklama malzemeleridir. LentiKat® yani patentli PVA (polivinil alkol)-borik
asit bilesimi bu dezavantajlar1 elimine etmek icin gelistirilmis ticari bir tutuklama
malzemesidir. LentiKat® polimerinin kullanildig1 sistemlerde uzun siireli
mekanik dayanim, iyi kiitle transferi ve blyiik olcekli isletimleri i¢in pratik
avantajlar bulunmaktadir. Calismamizda LentiKat® yazicis1 kullanilarak bir

defada 400 esit capli LentiKat® diskleri olusturulmustur. Boyutlarin ayarlanmasi
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ve uniform olmasi biyokiitle konsantrasyonu agisindan oldukca pratik katkilar

saglamistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda LentiKat® igersine S. Malt.2, R.Cap., R.
Gel.4 hapsedilerek H, tiretim performanslarina bakildiginda her izolatta askida
sistemden daha uzun siire reaktérde kalma avantaji gézlenmistir. HRT 72 saat
kosullarinda ise en yiiksek H, iiretim degerleri elde edilmistir. Ozellikle 2 ve 4
numarali izolatlar LentiKat® igersine hapsedilmis halde diisiik HRT kosullarinda
askida sistemden daha iyi performans gostermislerdir. En yiiksek H, iiretim
degerleri HRT 72 saat kosulunda 390 mL H,/L reaktor.giin olarak R.Gel.4 ile elde
edilmistir. Askida sistemlerde H, iiretiminin durdugu ve biyokiitlenin reaktérden
yikanarak uzaklastig1 bir nokta olan HRT 18 saat kosullarinda ise hem S.Malt.2
hem de R.Gel.4 ile 390 mL H,/L reaktor.glin degerlerine varan hidrojen iiretim
hizlar1 gozlenmistir. Daha diisik HRT kosullarinda substrat tiiketimi sona
erdiginden H, iiretimi tamamen durmustur. Bu HRT kosulunda askida sistemde
biyokiitle konsantrasyonu c¢ok fazla azalip bitme noktasina geldiginden dolay1 H,
iretimleri gézlenmemistir. LentiKat® reaktorlerinde ise diisitk HRT kosullarinda
dahi igerine izolatlarin tutuklandigi LentiKat® diskleri reaktorde kalmaya devam
etmistir. Ancak besleme ¢ozeltisinin diisiik HRT kosulunu saglamak amaciysa
hizl1 bir sekilde reaktorden gecirilmesi sirasinda iyi kiitle aktarimi saglanamamais
biyokiitleye substrat ulasamamistir. LentiKat®  disklerinin  boyutunun
ayarlanabilmesi bu ¢alismadaki en biiylik avantaj olmustur. Fissler et al. (1995) jel
boncuklarin boyutunun 3 mm den 0.5 mm’ye diisiiriilmesi ile benzoattan hidrojen
iiretim verim degerlerinde 9.3 mol H,/mol benzoattan 13.2 mol H,/mol benzoata

artis oldugunu rapor etmislerdir.

PVA(polivinil alkol) ve carregenan tozu ile yapilmis bir matrix R.
Palustrisin tutuklanmasi i¢in kullanilmistir. 3 ay boyunca iiretim siirmiis ve 2.61
mmol Hy/L/saat hiz degerleri hesaplanmistir (Wang et al., 2010). Baska bir
calismada PVA-Borik asit jeli kullanilarak R. Cap. CQ 01 tutuklanmis ve iyi kiitle
aktarimi ile 20 giinliik tiretim gergeklestirilmistir. 0.23 mol H,/mol substrat verim
ve 3.6 mmol H,/ g kuru hiicre agirhigi/saat hizinda hidrojen iiretimi rapor
edilmistir (Tian et al., 2009). Bu iki 6rnek ¢calismamizda oldugu gibi LentiKat®
iyi mekanik dayanimli ve tutuklamayr cazip bir metod olarak gosteren

immobilizasyon yoOntemleridir. Reaktor maliyetleri tutuklama yonteminde bir
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miktar pahali olsa da bu yontemin atiksulardan H, iiretiminde kullanilmasiyla
durum avantajli hale gelebilir. Zhu et al. (1999) %2 ‘lik agar jeline hapsedilmis R.

Sphaeorides ile 1.9 mLH,/mL atiksu verim degerlerine ulasmislardir.

Pratik foto-fermantatif H, Uretimi sistemlerinde onemli olan siirekli modda
uzun streli tretimi gerceklestirebilmektir. Biyofilm olusturma yani yiizey
tutundurma metodlar1 da bu amagla yaygin olarak kullanilmaktadir. Genel olarak
ylizey tutunma yonteminin kullanilma sebepleri yiiksek subtrat-iiriin doniisiimleri,
biyokiitlenin uzun siireli alikonmasi ve iiriin inhibisyonunun onlenebilmesidir.
Tutuklama yontemlerindeki zayif kiitle transferi ve diisiik 151k doniistim verimleri

gibi dezavantajlar bu sistemlerde ortadan kalkmaktadir (Zhang et al. , 2010).

Tian et al. (2010) 1sik kullanim verimlerinin ve hidrojen {iretim
degerlerinin artirilmasi amaciyla foto-fermantatif bakteriler cam boncuklar
iizerinde tutundurulmuslardir. Bu reaktdrlerde iyi sonuglar elde edilmis olmasina

ragmen en bliylik dezavantaj uzun baglangi¢c donemleri olarak rapor edilmistir.

Bagka bir calismada Rb. Pal. CQK 01 cam bir yiizey iizerine immobilize
edilerek bu islemin biyofilm olusumuna, foto-biyohidrojen iiretim performansina
etkisi incelenmistir. Calisma sonunda 590 nm nin en etkili dalga boyu olduguna
karar verilmistir ve 11.2 mmol H,/mL reaktor.saat hizinda glikozdan H, iiretimi

raporlanmistir (Liao et al. , 2010).

Diiz yiizeye biyokiitle inhibisyonunda biyofilm kalinlig1 artik¢a 15181n
penetrasyonu zorlagsacagindan 11k donilistim verimlerinin azalmasi gibi durumlarla
karsilagilabilir. Bakterilerin tutundurulacagi ylizeyin porozlu olmasi tutunacak
biyokiitle konsantrasyonunun artmasi1 gibi avantajlar1 da beraberinde getirecektir.
Yapilan bir ¢alismada 15.6 mL hacimli bir foto-biyoreaktdorde modifiye edilmis
porozlu bir kagit kullanilarak 40 giin H, liretimi gergeklestirilmistir. 1.3 mL Hy/L.

reaktor.saatlik iiretim hiz1 degerleri rapor edilmistir (Tsygankov et al., 1994).

Poroz cam malzemelerde seffaf yapilarindan dolay1 foto-fermantatif
hidrojen {iretiminde kullanilabilecek malzemeler arasinda gosterilmektedirler
(Keskin et al. , 2011). Ancak yapilan bu caligmada cam bazli tutundurma
materyallerinin kullanilmasindan olumlu sonuglar alinamamistir. Plastik yada
porozlu camlardan higbirine izolatlar tutunmamislardir. Bu nedenle cam

boncuklar porozlanmamis halleriyle yukari akish reaktorlerde akisin homojen bir
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sekilde reaktdre dagilmasimi saglamak amaciyla reaktdriin alt kismina ve
LentiKat®’larin reaktérden kagmasini Onlemek amaciyla reaktoriin iist kismina

doldurulmuslardir.

Yiizey Ozellikleri immobilize sistemlerde ¢ok 6nemli bir faktordiir. Bu tez
caligmast kapsaminda cam boncuklar iizerinde tutunma calismalar1 basarisiz
oldugunda dolay1 alternatif ve 6zglin malzeme arayisina girilmistir. Bu konuda
Potsdam, Berlin; Almanyada bulunan ATB enstitiisii 6gretim gorevlisi Dr. Jan
Mumme tarafindan yardim alinmistir. Kendisi patenti i¢in basvuruda bulundugu
iki ¢esit (V111308 ve V111616) manyetik malzemeyi bize armagan etmistir.
Caligmalarimizda bu manyetik pargaciklardan 5 er gramin biyoreaktorlere
eklenmesi seklinde bir yol izlenmistir. Malzemeler siyah renkli oldugundan
reaktorii tam olarak doldurma metodu tercih edilmemistir. SEM goriintiileme
fotograflar1 ve OD degerleri karsilastirildiginda manyetik parcaciklar tizerinde
tutunmanin basarili bir sekilde gerceklestigi gortiilmektedir. Toplam H, verimleri
teorik degerlerin altinda kalmistir. Ancak immobilizasyon islemi basarili olmus ve

biyokiitlenin reaktor i¢inde kalmasi saglanmaistir.

Sonug olarak; dort izolatla denemeler yapilmistir. Bu dort izolattan ii¢
tanesinin molekiiler tanimlama islemleri sonucunda yeni izolatlar olabilecegi ve
bir tanesinin R. Cap. susu oldugu anlasilmistir. Bu izolatlar ile yapilan
optimizasyon ¢aligmalarinda zenginlestirme ortami ile yiiksek verimlerin elde
edildigi goriilmiistiir. Organik asitlerden asetat, biitirat, laktat ve siiksinatin
olduk¢a 1yi birer karbon kaynagi olduklar1 kesikli denemeler sonucunda
goriilmiistiir. Ozgiin immobilizasyon ydntemi olarak tutuklama yontemi igin
LentiKat® jeller, tutundurma ortami saglamak amaciyla da manyetik pargaciklar
kullanilmistir. Immobilize reaktdrlerin ayni kosullarda calisan askida reaktorlerle
karsilastirilmalari sonucunda immobilize reaktorlerin biyokiitle
konsantrasyoniariin yiiksek olmasi gibi olumlu etkiler sagladigi gozlenmistir.
Ozellikle diisik HRT (18 saat) kosullarinda askida sistemlerde H, iiretimi
dururken immobilize reaktorlerde az da olsa devam ettigi gozlenmistir. Yine de
kiitle transferi karakteristikleri goz oOniine alindiginda en uygun HRT 72 saat

olarak gozlenmistir.

Iki asamali reaktdr sistemlerinde yeni bir yaklasim kullanilarak

immobilizasyonun her iki basamaga uygulanmasi ile sistemdeki biyokiitle
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konsantrasyonlarinin  arttirtlabildigi  goériilmektedir. Dogadan izole edilmis
izolatlarin higbir genetik miidahale olmaksizin literatiire yakin verim degerleri ile
hidrojen tiretimini gergeklestirilmis olmasi bu izolatlarin tanimlanmasi ve ileri
tekniklerle hidrojen iiretim kapasitelerinin arttirilabilecegini gostermistir. Bu tez
caligmast ile organik maddeler olan atiklarin iki asamali sistemlerde hidrojen
tiretimi icin verimli bir sekilde, kiigiik reaktdr hacimlerinde yiiksek biyokiitle

konsantrasyonlari ile gerceklestirilebildigi gosterilmistir.
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6. SONUC

Yenilenebilir enerji kaynaklari arasinda yiiksek enerji icerigi, temiz
bir enerji kaynagi olmasi, yandiginda son iiriiniin yalnizca su olmasi gibi
avantajlarindan dolay1 hidrojen iiretimi ¢ok 6dnemli bir yer tutmaktadir. Hidrojen
iiretim teknolojileri arasinda diisiik sicakliklarda gerceklestirilebilmesi ve organik
substratlardan hidrojen {iretilebilmesi gibi iki ©nemli avantajindan dolay1
biyohidrojen iiretimi olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Biyohidrojen iiretiminin
bir diger Onemli avantaji organik subtrat olarak atiksu ve atiklarin
kullanilabilmesidir. Organik atiklarin hidrojene doniisiimii sirasinda hem atiklarin
cevreye salinmadan bertaraf edilmesi hem de karbon ve hidrojen igeriklerinin
enerjiye doniislimleri gibi ¢ok oOnemli bir avantaj sdzkonusudur. Karanlik
fermantasyon en ¢ok uygulanmis hidrojen iiretim tekniklerinden biridir. Karanlik
fermantasyonun sterilizasyona ihtiya¢ duyulmadigindan atik kaynaklarinin direk
kullanilabilmesi, yiiksek enerji doniisiim verimleri gibi avantajlar1 s6z konusudur.
Karanlik fermantasyonda en Onemli nokta karisik konsorsiyumda varolan
metanojenik bakterilerin inhibe edilebilmesidir. Karisik konsorisyumun alindigi
kaynaga gore igerigi degisebilmektedir. Bu nedenle hidrojen iireten bakterilerin
baskin hala gecebilmesi i¢in karisik konsorsiyuma 6zgii en uygun metodun
bulunmasi olduk¢a Onemlidir. Uygulanacak o6n islem sonucunda karigik
konsorsiyum i¢indeki metanojen bakterilerin baskilanmasi ve hidrojen tireten
bakterilen baskin hale gecmesi proses verimleri acisindan ¢ok kritiktir. Ortamda
metan lireten bakterilerin baskin hale gegmesi durumunda iiretilen hidrojenin de
kullanilacak olmasi hidrojen iiretim verimlerini diisiirecektir. Bu tez ¢alismasinin
ilk asamasinda ¢esitli 6n islem metodlar1 (BESA, TCIl, Asit, Baz, Kloroform, Isil
Islem) arasinda kullanilacak olan karisik konsorsiyuma uygulanmis en uygun, en

verimli yontemin 1s1l islem oldugu goriilmiistiir.

Kesikli reaktorlerle en uygun 6n iglemin belirlenmesinin ardindan siirekli
hidrojen {retimi i¢in en uygun reaktdr tasariminin tespit edilmesi {izerine
caligmalar gerceklestirilmistir. Karanlik fermantasyonla siirekli hidrojen
iretiminde en O6nemli sorun reaktdrdeki biyokiitle konsantrasyonlarinin yiiksek
alikonma zamanlarinda diismesi sonucu proses verimlerindeki azalmadir. Yiiksek
biyokiitle konsantrasyonlarinin saglanmasi, biyokiitle ve sistem kararliliginin

artirilmas1  ve diisiik alilkonma zamanlarinda dahi hidrojen {retiminin
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stirekliliginin saglanmas1 gibi avantajlar1 dolayisiyla immobilizasyon siirekli
hidrojen tretimi agisindan ¢ok Onemli bir uygulamadir. Cesitli immobilizasyon
yontemleri arasindan mikroorganizma ve substrat arasindaki temasin direk
saglanabilmesi avantaji agisindan tutundurma teknigi olduk¢a verimlidir. Bu tez
calismast kapsaminda seramik top, seramik halka ve pomza tasi
mikroorganizmalar i¢in tutunma yiizeyi olarak kullanilmigtir. Bu ii¢ malzeme de
piyasada kolayca ulasilabilen, mikroorganizmalar i¢in yogun tutunma yiizeyleri
saglayan, dayanikli ve ucuz immobilizasyon materyalleridir. Mikroorganizmalar
lic malzeme lizerinde de ¢ok iyi tutunmus, diisiik alikonma zamanlarinda reaktor
ici yiiksek biyokiitle konsantrasyonlar1 saglanarak yiiksek hidrojen tiretim hizlart
gozlenmistir. Askida sistemlerle yapilan karsilastirmalar sonucunda CSTR tipi
reaktorde 12 saat alikonma zamanindan sonra biyokiitle konsantrasyonunun
oldukca azaldig1 ve reaktorde yikanarak uzaklastigi goriilmiistiir. Immobilize
reaktorlerle hacimsel olarak 8 kat kiiciik reaktorlerde performans olarak 5-6 kat
yiiksek performanslar gozlenmistir. Bu endiistriyel uygulamalar agisindan ¢ok
Oonemli bir avantajdir. Endstriyel uygulamalar agisindan bir diger 6nemli avantaj
ise immobilize reaktorlerde ilave pH kontrol sistemi olmamasina ragmen reaktor
icinde biyokiitlenin kararliliginda dolay1 bir kendi kendine pH kontrolii saglanmis

olmasidir.

Karanlik fermantasyonla siikrozdan hidrojen iiretiminde immobilize
reaktorlerin kullanilmasi1 askida sistemlerle karsilastirildiginda ayni kosullar
altinda 12 saat alikonma zamanindan itibaren performans agisindan oldukca
yiksek avantajlar saglamig ve 1.5 saatlik alikonma zamanlarinda dahi sistem
iceirgindeki yiiksek biyokiitle konsantrasyonu ile hidrojen {iretimine devam
edilmistir. Bu islemler sonucunda reaktor ¢ikis sularinda yogun olarak asetat ve
biitirat gozlenmistir. Karanlik fermantasyonda hidrojen iiretimi yami sira aciga
cikan organik asitler karanlik fermantasyonda verim simirlayict etkenlerdendir.
Karanlik fermantasyon sonucunda aciga ¢ikan organik asitlerin degerlendirilmesi
kompleks karbonhidratlarin icerigindeki tiim hidrojen potansiyelinin aciga
c¢ikarilmasi i¢in foto-fermantasyonla karanlik fermantasyonun birlestirildigi hibrit

sistemler Onerilmektedir.

Foto-fermantasyon bir diger 6nemli hidrojen {iiretim metodlarindan

biridir. Fotofermantasyonla hidrojen {iretiminde 151k enerjisinin kullanilarak
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organik asitlerin hidrojene indirgenmesi atiklarin enerji tiretim kaynagi olarak
kullanilabilmesi, 151k enerjisi olarak giines 1sigindan faydalanilabilmesi gibi

avantajlar1 agisindan ¢ok 6nemlidir.

Bu tez c¢alismast kapsaminda foto-fermantasyon basamaginda
kullanilmak {izere dort cesit bakteri St. Lawrence nehri’nden izole edilmistir.
Filogenetik analizler sonucunda bu izolatlarin bir tanesi Rhodobacter capsulatus
olarak tamimlanmis digerleri Rubrivax gelatinosus ve Stenotrophomonas
maltophalia ile benzerlik gdsterdikleri goriilmiistiir. Oncelikle bu yeni izolalarin
hidrojen tiretim kapasitelerini incelemek amaciyla kesikli reaktorlerde yapilan
caligsmalarda bu izolatlarin asetat, biitirat, laktat ve siiksinati1 basarili birsekilde
kullanarak hidrojen iiretebildikleri saptanmustir. Uzerlerinde islem yapilmamis
vahsi suslarla teorik olarak beklenen degerlerin %37-48’1 arasinda degisen
hidrojen tiretimleri gozlenirken, bu degerlerin literatiirde kullanilan suslarla elde
edilen hidrojen {iretim degerleri ile benzerlik gostermektedir. Karanlik
fermantasyonda agiga c¢ikan asetat ve biitiratin bu yeni izolatlarca kullanilabiliyor

olmasi ile siirekli hidrojen tiretiminde hibrit sistemlere gecis yapilmistir.

Karanlik fermantasyonla foto-fermantasyonun birlesiminden olusan
hibrit sistemlerde karanlik fermantasyon asamasinda immobilizasyonun
avantajinin  goriilmesinin  ardindan  foto-fermanmtasyon basamaginda da
immobilizasyonun etkileri incelenmistir. Immobilizasyon yontemlerinden
tutundurma ve tutuklamanin karsilastirmali olarak incelenmesi i¢in tutuklama
yonteminde ticari ve 6zgiin bir polimer malzeme olan LentiKat®, tutundurma
yonteminde ise ATB Enstitiiisii 6gretim iiyelerinden Dr. Jan Mumme tarafindan
sentezlenen iki degisik nanogdzenekli malzeme kullanilmistir. Immobilizasyon
denemelerinde karsilastirma yapmak amaciyla bir adet askida reaktdr aym

kosullarda isletilmistir.

Foto-fermantasyon asamasinda siirekli olarak hidrojen iiretimi sirasinda
LentiKat® polimeri igerisine tutuklanmis izolatlarla yapilan denemelerden elde
edilen hidrojen {tretim degerleri teorik degerlerin altindadir. Ancak aym
kosullarda isletilmis olan siirekli reaktorlerle yapilan karsilagtirmaya gore 36 saat
alikonma zamanindan itibaren askida reaktérde hidrojen tiretimi azalip biyokiitle
reaktorden yikanarak uzaklastiginda immobilize reaktorde hidrojen iiretimi devam

etmistir. LentiKat® malzemeler i¢ersinde biyokiitlenin bliyiimeye devam ettikleri
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ve malzemelerden disar1 ¢ikmadigr goriilmiistiir. Manyetik parcaciklarla yapilan
denemelerde immobilize reaktorlerle askida reaktorler arasinda performans
acisindan bir fark goriilmemistir. Ancak SEM fotograflarinda parcaciklar iizerinde

tutunmalar oldugu goriilmiustiir.

Hidrojen iiretiminde, immobilizasyonun hem karanlik fermantasyonda
hem de foto-fermantasyonda siirekli hidrojen iiretim performanslarina olumlu
katkilar1  gosterilmistir. Immobilizasyon biyokiitlenin sistemden yikanarak
uzaklasmasinin yani sira diigsiik alikonma zamanlarinda dahi hidrojen iiretiminin
devam etmesini saglamaktadir. Ayni zamanda askida sistemlere nazaran daha
kiicik reaktor hacimlerinde daha yiiksek hidrojen {iiretim performanslari
gozlenmistir. Bu endiistriyel uygulamalar acisindan ¢ok dnemlidir. Ayn1 zamanda
hidrojen iiretiminde kullanilabilecek {i¢ yeni izolatin literatiire kazandirilmasi i¢in

On caligmalar gergeklestirilmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢aligmasi kapsaminda ¢ogu endiistriyel atiklarin ana
bileseni olan siikrozdan iki agamali bir hidrojen iiretim sisteminde her iki asamada
literatlirde ilk defa kullanilmig olan immobilizasyon materyalleri ile basarili
immobilizasyonun gerceklestirilmesi, diisiik reaktor hacimlerinde yiiksek organik
yiiklemelrr ile ¢alisilabilmesi, biyokiitle konsantrasyonunun en yiiksek seviyede
tutulabilmesi, diisiik alikonma zamanlarinda calisabilme, sistem kararliliklarinin

ve verimliliklerinin artmasi1 gibi 6nemli avantajlar sagladigi gosterilmistir.
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7. ONERILER

Bu tez ¢alismasi kapsaminda immobilizasyonun siirekli hidrojen tiretimine
olan onemli katkilar1 gosterilmistir. Aym1 zamanda {i¢ yeni izolatin literatiire

kazandirilmasi i¢in 6n ¢alismalara baslanmistir.

Karanlik fermantasyonla hidrojen iiretiminde immobilizasyonun sistemdeki
biyokiitle konsantrasyonlarinin yiiksek ve kararli tutuldugunda dahi diisiik
alikonma zamanlarinda dahi mikroorganizmalarin sistemden yikanarak
uzaklasmadiklar1 ve sistemde kalarak hidrojen {retimine devam ettikleri
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bu reaktorlerde ilave bir pH kontrol sistemi
olmaksizin pH degerlerinin sabit kalmasi gibi bir avantaj sdzkonusudur. Bu
avantajlar g6z Oniine alinarak bir sonraki asamada yapilabilecek Onemli
caligmalardan biri karanlik fermantasyonla hidrojen iiretiminde reaktor
hacimlerini biiyiitmek ve pilot olgekli reaktorlerde sistem performanslarini

incelemektir.

Karanlik fermantasyonla hidrojen iiretiminde immobilize reaktdrlerin askida
sistemlere gore yiiksek biyokiitle konsantrasyonlarinin saglanmasinin yanisira
diisiik reaktor hacimleri ve kendi kendine pH kontrolii gibi endstriyel uygulamalar
acisindan ¢ok Onemli avantajlar1 tespit edilmistir. Calismalar ¢cogu endiistriyel
atiksuyu temsil etmesi amaciyla saf siikrozla gerceklestirilmistir. Ayni reaktor
sistemlerinde seker ve seker iirlinleri endiistrisi, siit ve siit endiistrisi, meyve suyu
endiistrisi, gida atiklar1 gibi gesitli organik ve endiistriyel atiklar substrat olarak
kullanilarak sistem performanslar1 agisindan incelenmeli, immobilize reaktorlerin

endiistriyel sistemlere uygulanabilirligi gozlenmelidir.

Dogadan izole edilen muhtemelen yeni ii¢ izolatin ileri molekiiler analizlerle
tanimlanmalar1 tamamlanmalidir. Bu yeni izolatlarin saf olarak hidrojen iiretimi
konusunda literatiirdeki caligmalara benzer sonuclar verdiginden genetik
miidahalelerle hidrojen iiretim performanslar1 artirilabilir. Metabolik yontemlerle
bu izolatlarin hidrojen {iretim yolaklarinin ¢ok iyi bir sekilde anlasilmasinin
ardindan hidrojen tretim performanslarinin arttirilmas: amaciyla bu yolaklara
miidahale edilerek yan iirlin liretim noktalarinin baskilanmasi ile hidrojen tiretim

performanaslari arttirilabilir.
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LentiKat® icerisinde tutuklanmalart sonucu izolatlarin reaktor igi
konsantrasyonlarinin diisiik alikonma zamanlarinda bile yiiksek kaldigi ve
reaktorde hidrojen iiretimine devam edildigi goriilmektedir. Bu dayanikli
polimerik malzemenin biyopolimer iiretiminde pilot tesis uygulamalarinin oldugu
bilinmektedir. Bu pilot tesis uygulamasinin hidrojen iiretimi i¢in de denenmesi

immobilize foto-fermantasyonda saglayacagi avantajlar gézlenebilir.

Son olarak bu dayanikli polimerik malzemenin ko-fermantasyonla hidrojen
iretimine etkisi aragtirilabilir. Tutuklama ydnteminin anaerobik sistemlerde
bolgesel anaerobik ¢evreler olusturmasi gibi avantajlart oldugu bilinmektedir. Saf
karanlik fermantasyon suslari ile (Clostiridium tiirleri gibi), foto-fermantatif
suslarin LentiKat® igerisine hapsedilerek hidrojen iiretiminde immobilizasyon ve

ko fermantasyonun ortak olarak incelenmesi gerceklestirilebilir.

Biyohidrojen iiretimi ve immobilizasyon etkisi daha pek ¢ok arastirmalara

ihtiya¢ duyulan ¢ok dnemli konulardir.
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Sekil Ek 1. Ornek KOI kalibrasyon grafigi

Ek 2 Toplam Seker Kalibrasyon Grafigi
Ornek Toplam Seker Standart Egrileri
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Sekil Ek 2. Toplam seker standart grafigi




Ek 3 Pompa Akis Hizi Kalibrasyon Grafigi
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Sekil Ek 3. Pompa akis hizinin standart grafigi

Ek 4 VFA Kalibrasyon Grafikleri

Cizelge Ek 1. VFA kalibrasyon datalar1

# RT Signal Compound Lvl Amt[ng/ul] Area Rsp.Factor Ref ISTD #

1 1.519|FID1 A |Aseton 1 150.000 £8.598 2187 No | No
2 300.000 184.020 1.630
3 £00.000 377.810 1.588

2 1.942[FID1 A | etanal 3 150.000 22.040 B.806] Mo | No
2 300.000 43.400 6.912
1 £00.000 80.140 7.487

3 5.856|FID1 4  |Butanal 1 150.000 103.150 1.454] Mo | No
2 300.000 281.000 1.068
3 £00.000 581.970 1.031

4 10.928|FID1 A& |[Hac 1 150.000 7.461 20.104] No | Mo
2 300.000 13.333 22.500
3 £00.000 24.278 24.714

5 12.061|FID1 & |Hpr 1 185.000 10.258 18.035| No | No
2 370.000 22.343 16.560
3 740.000 42.745 17.312

5 12.486|FID1 & |HBut 1 220.000 14.538 15.071] No | No
2 440.000 34.284 12.834
3 880.000 66.569 13.219

7 13.632|FID1 & |lsoBut 1 220.000 15.168 14.504] No | No
2 440.000 34.110 12.900
3 880.000 £6.383 13.256

3 14.445|FID1 & |lsoVal 1 25.500 18.718 1.362| No | No
2 51.000 44.571 1.144
3 102.000 87.418 1.167

9 15.361|FID1 & |HVal 1 25.500 19.152 1.331] No | No
2 51.000 44.024 1.158
3 102.000 86.243 1.183

10 | 15.990[FID14 [lsoCap 1 23.000 23.005 1.261] Mo | No
2 58.000 53.702 1.080
3 116.000 105.300 1.102

11 | 16.333[FID14 [HCap 1 23.000 23642 1.227] Mo | No
2 58.000 55.236 1.050
3 116.000 107.750 1.077

12 | 17.066|FID14 |Hepta 1 32.500 26.607 1.222] Mo | No
2 65.000 £3.249 1.028
3 130.000 122.750 1.053
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Sekil Ek 4. Aseton kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 5. Biitanol kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 6. Etanol kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 7. Asetik asit (HAc) kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 8. Propiyonik asit (HPr) kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 9. Biitirik asit (HBut) kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 10. izobiitirik asit (IsoBut) kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 11. Kapriyoik asit (HCap) kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 12. izokaproik asit (IsoCap) kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 13. Valerik asit (HVal) kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 14. izovalerik asit (IsoVal) kalibrasyon grafigi

Hepia, FIDT A
Area = 0.9437335"Amt +0
Area 7]

{Rel. Res%(1): -13.253

120
100
20

60 +

0 Correlation: 009949

a] 50 100 Amount[ngiul]

Sekil Ek 15. Heptanoik asit (Hepta) kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 16. Ugucu yag asitleri kalibrasyon pikleri
Ek 5 GC Kalibrasyon Grafikleri
Cizelge Ek 2. Gaz kalibrasyonu tablosu
i RT Signal Compound Rsp.Factor Ref RsRf # Ref.Amount
1| 0410{TCD2B |H2 49853-4| No | No | D 15,000
48474 15,000
3.9024e-4 15,000
360154 30000
2 | 0860[TCDZB |CH4 152193 No | No | 0 20,000
1.46788-3 20,000
1.2012e-3 20000
1.1567¢-3 40.000
3| 1974|1CD28 |C02 6.0740e-3| No | No | D 15,000
b.1562¢-3 15,000
5.1853-3 15,000
491213 30.000
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Sekil Ek 17. H, kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 18. CH, kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek 19. CO, kalibrasyon grafigi



Ek 6 Karanhk Fermantasyon Kesikli Reaktorler Istatistiksel Analiz
Degerlendirmeleri

Box-behnken deneme sonuglart regresyon yontemi ile Design Expert 7.0 Trial

Version programinda degerlendirilmistir.

BESA On Islemli Biyokiitle ile Substrat Olarak Siikrozdan Kesikli

Biyoreaktorlerde Hidrojen Uretiminin Box-Behnken Analiz Sonuglart
Hidrojen Uretimi Balanundan Sonuclar

Optimizasyon Formiili:

R?=0.70

H, tretimi =+201.59234-0.051192* BESA Kons.-0.37805 * Siikroz Kons.-
50.92306 * pH+9.47234E-004 * BESA Kons. * Siikroz Kons.-0.013664 *
BESA Kons. * pH+0.15846 * Siikroz Kons. * pH+3.72140E-004 * BESA
Kons.?-0.011951 * Siikroz Kons.>+3.89538 * pH?

Design-Expert” Software

H2 gretimi
I 56.7282
29.3338 “
X1= A: BESA Kons.
X2 = B: Sgkroz Kons.
40.25

Actual Factor
C:pH =550
5

3275

H2 gretimi

— 5 BB ESA Kon:

000 400 200 200
B: Sgkroz Kons.

Sekil Ek 20. Siikroz ve BESA konsantrasyonlarinin H, iiretimine etkisi (On islem olarak BESA
muamelesi gormis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)



Design-Expert” Software

Hidrojen gretimi
56.7282

29.3338

X1=A:BESA
X2=C:pH

Actual Factor
B: Sgkroz kons. = 30.00

Hidrojen gretimi

Sekil Ek 21. pH ve BESA konsantrasyonlarinin H, iiretimine etkisi (On islem olarak BESA

muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Design-Expert” Software

Hidrojen gretimi
56.7282

29.3338

X1 = B: Sgkroz kons.
X2=C:pH

Actual Factor
A: BESA = 105.00

Hidrojen gretimi

6.50 50.00

20 B: Sgkroz kons.

450 10.00

Sekil Ek 22. Siikroz konsantrasyonu ve pH’nin ve BESA konsantrasyonlarinin H, tiretimine

etkisi (On islem olarak BESA muamelesi gérmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Optimizasyon Sonuclari:

BESA Kons. Sukroz Kons. pH H, uretimi Desirability

10.0 14.40 4.50 52.713 0.853

Hidrojen Verimliligi Bakimindan Sonuclar

Hidrojen  verimliligi  (mol Hy/mol siikkroz) bakimindan sonuglar
degerlendirildiginde 0.85 R? degeri ile elde edilen optimizasyon formiilii
asagidaki gibidir. Optimizasyon formiiliinde maksimum ve minimum degerler
arasinda kalmasi kosuluyla uygun degerler yerine koyularak tahmini bir hidrojen

verimliligi degeri hesaplanabilir.



Optimizasyon Formiilii

R?=0.85

Hidrojen Verimliligi =-2.38443-3.65244E-003 * BESA+0.032369 * Siikroz
kons.+0.88827 * pH+8.58351E-005 * BESA * Siikroz kons.-8.27350E-005 *
BESA * pH-0.014211 * Siikroz kons. * pH+9.86947E-006 * BESA>+5.73170E-

004 * Siikroz kons.?-0.045149 * pH?

Design-Expert” Software
Hidrojen Verimliligi
I 0.774306

0.106571
X1=A:BESA
X2 = B: Sgkroz kons.

Actual Factor
C:pH =550

Hidrojen Verimliligi

50.00

B: Sgkroz kons.
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Sekil Ek 23. Siikroz ve BESA konsantrasyonlarmin hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak

BESA muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Design-Expert” Software
Hidrojen Verimliligi
I 0.774306

0.106571
X1=A:BESA
X2=C:pH

Actual Factor
B: Sgkroz kons. = 30.00

Hidrojen Verimliligi
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Sekil Ek 24. BESA konsantrasyonu ve pH 'nin hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak

BESA muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)



Design-Expert” Software
Hidrojen Verimliligi
Io 774306

0.106571
X1 = B: Sgkroz kons.
X2=C:pH

Actual Factor
A: BESA = 105.00

Hidrojen Verimliligi

650 NN O 50.00
O\ O\

20 B: Sgkroz kons.

450 10.00

Sekil Ek 25. Siikroz konsantrasyonu ve pH'nin hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak

BESA muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Optimizasyon Onerileri

BESA Siikroz kons. pH Hidrojen Verimliligi  Desirability

196.01 49.90 5.02 0.841598 1.000

Substrat Verimi Bakimindan Sonuclar

Optimizasyon Formili

R=0.85

Substrat verimi =-187.51930-0.28724 * BESA+2.54560  * Stikroz
kons.+69.85682 * pH+6.75035E-003 * BESA * Siikroz kons.-6.50655E-003 *

BESA * pH-1.11759 * Siikroz kons. * pH+7.76168E-004 * BESA*+0.045076 *
Stikroz kons.*-3.55065 * pH’

Design-Expert” Software
Substrat verimi
I 60.8939
8.38109
X1= A: BESA
X2 = B: Sgkroz kons.

<X
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GERK
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Actual Factor
C:pH = 5.50

Substrat verimi

2000 —
B: Sgkroz kons. = A: BESA

Sekil Ek 26. Siikroz ve BESA konsantrasyonlarinin substrat verimine etkisi (On islem olarak

BESA muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)



Design-Expert” Software

Substrat verimi
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Sekil Ek 27. BESA konsantrasyonu ve pH'nin substrat verimine etkisi (On islem olarak BESA

muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Design-Expert” Software
Substrat verimi
I 60.8939

8.38109
X1=B: Sgkroz kons.
X2=C:pH

Actual Factor
A: BESA = 105.00

Substrat verimi

450 10.00

Sekil Ek 28. Siikroz konsantrasyonu ve pH'nin substrat verimine etkisi (On islem olarak BESA

muamelesi gdrmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Optimizasyon Onerileri

BESA Siikroz kons. pH Substrat verimi  Desirability

196.07 49.93 4.83 70.4802 1.000

Seker Kullanimi: Bakinindan Sonucglar

Optimizasyon Formiilil

R=0.88
Seker kullanimi=+389.24496-0.35224 * BESA Kons.-0.98409 * Siikroz Kons.-
101.42390 * pH+8.40860E-003 * BESA Kons. * Siikroz Kons.-2.99854E-003 *



BESA Kons. * pH+0.17181 * Siikroz Kons. * pH-2.14848E-004 * BESA Kons.’-
0.025521 * Sitkroz Kons.*+8.51877 * pH*

Design-Expert” Software
Seker kullanimi
I 81.7841
15.3791
X1=A: BESA Kons.
X2 = B: Sgkroz Kons. |

Actual Factor
C:pH =550

Seker kullanimi

50.00 200.00

B: Sgkroz Kons. 2%® % A: BESA Kons.

10.00  10.00

Sekil Ek 29. Siikroz ve BESA konsantrasyonlarinin seker kullanimina etkisi (On islem olarak

BESA muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Design-Expert” Software
Seker kullanimi

81.7841

15.3791
X1 = A: BESA Kons.
X2=CipH

Actual Factor
B: Sgkroz Kons. = 30.00

Seker kullanimi

Sekil Ek 30. BESA konsantrasyonu ve pH'nin seker kullanimina etkisi (On islem olarak BESA

muamelesi gérmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Design-Expert” Software
Seker kullanimi
Iaw 7841

15.3791
X1 = B: Sgkroz Kons.
X2=C:pH

Actual Factor
A: BESA Kons. = 105.00

Seker kullanimi

Sekil Ek 31. Siikroz konsantrasyonu ve pH'nin seker kullanimina etkisi (On islem olarak BESA

muamelesi gérmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)



Optimizasyon Onerileri

BESA Kons. Siikroz Kons. pH Seker kullanimi ~ Desirability

17.30 19.74 4.54 86.9389 1.000

TCl On Islemli Biyokiitle ile Substrat Olarak Siikrozdan Kesikli

Biyoreaktorlerde Hidrojen Verimliligi Bakimindan

Optimizasyon Formili

R?=0.91

Hidrojen Verimliligi =-0.24188+3.54845E-004 * TCI+0.013024 * Siikroz
kons.+0.044963 * pH+9.05993E-006 * TCI * Siikroz kons.1.86669E-004 * TCI *
pH-2.85051E-003 * Siikroz kons. * pH+2.58545E-006 * TCI*+.10899E-005 *
Siikroz kons.*+2.36702E-003 * pH?

Design-Expert” Software
Hidrojen Verimliligi
I 0.247499

0.00691395
X1=A:TCl
X2 = B: Sgkroz kons.
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Actual Factor
C:pH =550

Hidrojen Verimliligi

B: Sgkroz kons.  2®

Sekil Ek 32. Siikroz ve TCI konsantrasyonlarmin hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak

TCl muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)



Design-Expert” Software

Hidrojen Verimliligi

I 0.247499
0.00691395

X1=A:TCl

X2=C:pH

0.1125

Actual Factor

B: Sgkroz kons. = 30.00
Q.075

0.0375

Hidrojen Verimliligi

6.50

Sekil Ek 33. TCI konsantrasyonu ve pH'nin hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak TCI

muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Design-Expert” Software
Hidrojen Verimliligi
I 0.247499
0.00691395
X1=B: Sgkroz kons.
X2=C:pH
0.1875

Actual Factor
A:TCI = 105.00

0.125

Hidrojen Verimliligi
g

Sekil Ek 34. Siikroz konsantrasyonu ve pH'nin hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak TCl

muamelesi gérmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)
TCl Siikroz kons. pH Hidrojen Verimliligi Desirability

186.56 49.04 4.80 0.263394 1.000

Substrat Verimi

Optimizasyon Formili

R*=0.91

Substrat verimi=-19.02222+0.027906 * TCl+1.02427 * Siikroz kons.+3.53606 *
pH+7.12503E-004 * TCI * Siikroz kons.-0.014680 * TCI * pH-0.22417 * Siikroz
kons. * pH+2.03328E-004 * TCI*+6.37717E-003 * Siikroz kons.” +0.18615 * pH”



Design-Expert™ Software
Substrat verimi
I 19.4641
0.543736
X1=A:TCl
X2 = B: Sgkroz kons.

A
N
SRR
(SR
. ““:“:“:‘\‘\s

Actual Factor
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Substrat verimi

50.00 200.00

B: Sgkroz kons.

10.00 ~ 10.00

Sekil Ek 35. TCI ve Siikroz konsantrasyonlarmin substrat verimine etkisi (On islem olarak TCl

muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Design-Expert” Software
Substrat verimi
I 19.4641
0.543736
X1=A:TCl
X2=C:pH

Actual Factor
B: Sgkroz kons. = 30.00

Substrat verimi

4.50  10.00

Sekil Ek 36. TC1 konsantrasyonu ve pH'nin substrat verimine etkisi (On islem olarak TCIl

muamelesi gdrmis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Design-Expert” Software
Substrat verimi
I 19.4641

0.543736
X1=B: Sgkroz kons.
X2=C:pH

Actual Factor
A:TCI = 105.00

Substrat verimi

6.50 50.00

20 B: Sgkroz kons.

Sekil Ek 37. Siikroz konsantrasyonu ve pH'nin substrat verimine etkisi (On islem olarak TCl

muamelesi gérmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)



TCl Stikroz kons.  pH  Substrat verimi ~ Desirability
198.58 46.75 4.81 19.8425 1.000
Seker Kullanimi

R*=0.72

Seker kullanimi =+114.41248-0.73819 * TCI Kons.+2.55330 * Siikroz Kons.-

17.09894 * pH-5.09054E-003 * TCI Kons. * Siikroz Kons.+0.13623 *
pH+6.18723E-004  *

* sz

Kons. * pH-0.59716  *
Kons.”+0.019225 * Siikroz Kons.>+1.41856

TCl

TCl

Stukroz Kons. *

Design-Expert” Software
Seker kullanimi
Isz 1256
38.4726
X1=A:TCI Kons.
X2 = B: Sgkroz Kons.

Actual Factor
C:pH =5.50

Seker kullanimi
—
3

B: Sgkroz Kons, 2% A: TCl Kons.

10.00 ~ 10.00

Sekil Ek 38. Siikroz ve TCI konsantrasyonlarmin seker kullanimina etkisi (On islem olarak TCl

muamelesi gérmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Design-Expert” Software
Seker kullanimi
Isz 1256

38.4726
X1=A:TCl Kons.
X2=C:pH

Actual Factor
B: Sgkroz Kons. = 30.00

Seker kullanimi

Sekil Ek 39. TCI konsantrasyonu ve pH'nin seker kullanimina etkisi (On islem olarak TCl

muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)



Design-Expert” Software
Seker kullanimi
I 821256

38.4726
X1 =B: Sgkroz Kons.
X2=C:pH

Actual Factor
A: TCl Kons. = 105.00

Seker kullanimi

Sekil Ek 40. Siikroz konsantrasyonu ve pH'nin seker kullanimina etkisi (On islem olarak TCl

muamelesi gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

TCl Kons.  Siikroz Kons. pH Seker Kullanimi Desirability

10.00 50.00 5.17 82.5509 0.632

Isti On Islemli Biyokiitle ile Substrat Olarak Siikrozdan Kesikli

Biyoreaktirlerde Hidrojen Uretiminin Box-Behnken Analiz Sonuclart

Hidrojen Verimliligi
R*=0.89

Hidrojen Verimliligi =+0.27676-0.13449  * Sicaklik-0.027606 * Siikroz
kons.+2.01869 * pH+5.38124E-004 * Sicaklik * Siikroz kons.-2.22838E-003 *
Sicaklik * pH-0.011465  * Siikroz kons. * pH+8.30641E-004  *
Sicaklik®+7.32879E-004 * Siikroz kons.”-0.13267 * pH*

Design-Expert” Software
Hidrojen Verimliligi
I 1.07644
0108764,
X1= A Sicaklik
X2= B: Sgkroz kons.

Actual Factor

Hidrojen Verimliligi

10000
B: Sgkroz kons. A: Sicakik
mmmmm

Sekil Ek 41. Siikroz konsantrasyonu ve sicakhigi hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak

1s1l islem gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)



Design-Expert” Software

Hidrojen Verimliligi
1.07644

0.108764

X1=A: Sicalik
X2=C:pH

Actual Factor
B: Sgkroz kons. = 30.00

Hidrojen Verimliligi

6.50 100.00
92.50

85.00

A: SicaKik

450 70.00

Sekil Ek 42. Sicaklik ve pH’nin hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak 1s1l islem gdrmiis

biyokiitle ve substrat olarak siikroz)
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Hidrojen Verimliligi
1.07644

0.108764

X1=B: Sgkroz kons.

X2=C:pH 7
’

Actual Factor 7 ,ZZZZZIIIZ

A: Sicakik = 85.00 iy
Loy, I,,"l

Hidrojen Verimliligi

50.00

2% B: 3gkroz kons.

Sekil Ek 43. Siikroz konsantrasyonu ve pH’nin hidrojen verimliligine etkisi (On islem olarak 1s1l

islem gdrmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Optimizasyon Onerileri

Sicaklik Siikroz kons pH Hidrojen Verimliligi ~ Desirability
100.00 49.92 4.83 1.08402 1.000
Substrat Verimi

Optimizasyon Formiili

R’=0.89

Substrat verimi =+21.76522-10.57640 *  Sicaklik-2.17103 *  Siikroz
kons.+158.75610 * pH+0.042320 * Sicaklik * Siikroz kons.-0.17525 * Sicaklik



* pH-0.90161 * Siikroz kons. * +0.065324

kons.?-10.43322 * pH?
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* Sicaklik’+0.057636

* Siikroz

Substrat verimi

X1

X2 = B: Sgkroz kons.

Actual Factor

C:

84.6549

8.55357

= A: Sicakik
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pH =550
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Substrat verimi

50.00

B: Sgkroz kons. A: Sicakik

Sekil Ek 44. Siikroz konsantrasyonu ve sicaklifin substrat verimine etkisi (On islem olarak 1s1l

islem gdrmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

Design-Expert™ Software

Substrat verimi

84,6549

8.55357

" " 44
X1= A: Sicakik
X2=C:pH 2
200 0,0 0
27 othlled0y ey 0

Actual Factor :,,/,,z,z,'z"?z'zz’

B: Sgkroz kons. = 30.00

Substrat verimi

7% A Sicakik

Sekil Ek 45. Sicaklik ve pH’nin substrat verimine etkisi (On islem olarak 1s1l islem gérmiis

biyokiitle ve substrat olarak siikroz)
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Substrat verimi
84.6549

855357

X1 = B: Sgkroz kons.
X2=C:pH P
Vi
Actual Factor i
A: Sicakik= 85.00 gy

777

7
7
il

275

Substrat verimi

450 10.00

Sekil Ek 46. Siikroz konsantrasyonu ve pH’nin substrat verimine etkisi (On islem olarak 1s1l

islem gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)



Seker Kullanimi
R*=0.92

Seker kullanimi =+380.50075-12.53945 * sicaklik-8.47415 * Siikroz
Kons.+111.29217 * pH+0.024811 * sicaklik * Siikroz Kons.-0.55278 * sicaklik
* pH+0.58604* Siikroz Kons. * pH+0.082439 * sicaklik’+0.054056 * Siikroz
Kons.?-6.61860 * pH?
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Seker kullanimi
I69 2489
5.25011
X1= A:sicakik
X2 = B: Sgkroz Kons. L
1.5

Actual Factor
C:pH =550

SR
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305 N

Seker kullanimi

50.00 \ 100.00

B: Sgkroz Kons. 2%® A: sicaklik

Sekil Ek 47. Siikroz konsantrasyonu ve sicakligi seker kullanimina etkisi (On islem olarak 1s1l

islem gdrmiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)
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Seker kullanimi
I69 2489

5.25011
X1= A:sicakik
X2=C:pH

Actual Factor
B: Sgkroz Kons. = 30.00

Seker kullanimi

650 N 100.00
N

C: pH g A: sicaklik
4.50 70.00

Sekil Ek 48. Sicaklik ve pH’nin seker kullanimna etkisi (On islem olarak 1s1l islem gormiis

biyokiitle ve substrat olarak siikroz)



Design-Expert” Software
Seker kullanimi
I 69.2489

5.25011
X1 =B: Sgkroz Kons.
X2=C:pH

Actual Factor
A: sicakik= 85.00
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Seker kullanimi

6.50 50.00

20 B: Sgkroz Kons.

450 10.00

Sekil Ek 49. Siikroz konsantrasyonu ve pH’nin seker kullanimina etkisi (On islem olarak 1s1l

islem gormiis biyokiitle ve substrat olarak siikroz)

sicaklik Siikroz Kons.  pH Seker kullanimi  Desirability

70 49.57 5.78 70.8349 1.000

Ek 7 Karanlik Fermantasyon Siirekli Reaktorler Istatistiksel Analiz Program

Ciktilan
HRT 24 SAAT
ANOVA

H2 (mL/gin)

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3923615,902 3 | 1307871,967 46,428 ,000
Within Groups 1126805,022 40 28170,126
Total 5050420,924 43




Multiple Comparisons

H2 (mL/giin)
Tukey HSD
() Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka 28,1050000 | 66,6252871 974 -150,478707 206,688707
pomza tas! 242,1109700" | 68,5202228 ,006 58,448040 | 425773900
cstr ... | 73,4797528 ,000 | -856,094750 | -462,181650
seramik halka  seramik top -28,1050000 | 66,6252871 974 | -206,688707 | 150,478707
pomza tas! 214,0059700° | 73,3343921 028 17,439048 | 410,572892
cstr 77,9883722 ,000 | -896,284740 | -478,201660
pomza tasi seramik top 68,5202228 ,006 -425,773900 -58,448040
seramik halka 73,3343921 028 | -410,572892 -17,439048
cstr ... | 79,6133045 ,000 | -1114,646210 | -687,852130
cstr seramik top 659,1382000" | 73,4797528 ,000 462,181650 | 856,094750
seramik halka | 687,2432000" | 77,9883722 ,000 478,201660 | 896,284740
pomza tas! 901,2491700" | 79,6133045 ,000 687,852130 | 1114,646210
*.The mean difference is significant at the 0.05 level.
HRT= 6 saat
ANOVA
H2 (mL/gun)
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 346430,136 3 115476,712 24,957 ,000
Within Groups 92542,080 20 4627,104
Total 438972,216 23
Multiple Comparisons
H2 (mL/giin)
Tukey HSD
(1) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka 77,7857818 | 39,7167700 237 -33,378924 188,950488
pomza tag! 181,5555418" | 36,6887806 ,000 78,865985 284,245099
cstr 324,5957818" | 39,7167700 ,000 213,431076 435,760488
seramik halka  seramik top -77,7857818 | 39,7167700 237 | -188,950488 33,378924
pomza tagi 103,7697600 | 45,6310947 138 -23,948764 231,488284
cstr 246,8100000" | 48,0993971 ,000 112,182855 381,437145
pomza tasi seramik top ... | 36,6887806 ,000 -284,245099 -78,865985
seramik halka | -103,7697600 | 45,6310947 ,138 | -231,488284 23,948764
cstr 143,0402400" | 456310947 ,025 15,321716 270,758764
cstr seramik top 39,7167700 ,000 | -435,760488 | -213,431076
seramik halka 48,0993971 ,000 | -381,437145 | -112,182855
pomza tagi 45,6310947 ,025 | -270,758764 -15,321716

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.




HRT=3 SAAT

ANOVA
H2 (mL/gin)
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 476686,461 3 158895,487 4,619 013
Within Groups 688038,307 20 34401,915
Total 1164724769 23
Multiple Comparisons
H2 (mL/giin)
TukeyHSD
(1) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka -3,0454067 95,7801864 1,000 | -271,128039 265,037226
pomza tasl 147,7306833 | 119,7252330 613 | -187,372608 | 482,833974
cstr 376,5930333" | 119,7252330 ,024 41,489742 711,696324
seramik halka  seramik top 3,0454067 | 95,7801864 1,000 | -265,037226 | 271,128039
pomza tasi 150,7760900 | 109,7299885 529 | -156,351149 457,903329
cstr 379,6384400° | 109,7299885 012 72,511201 686,765679
pomza tasl seramik top -147,7306833 | 119,7252330 613 | -482,833974 | 187,372608
seramik halka | -150,7760900 | 109,7299885 529 | -457,903329 | 156,351149
cstr 228,8623500 | 131,1524216 328 | -138,224913 | 595,949613
cstr seramik top 119,7252330 024 | -711,696324 -41,489742
seramik halka ... | 109,7299885 012 | -686,765679 -72,511201
pomza tasl -228,8623500 | 131,1524216 328 | -595,949613 | 138224913
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
HRT=1.5 SAAT
ANOVA
H2 (mL/gun)
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 693624,338 3 231208,113 14,049 ,000
Within Groups 263320,998 16 16457,562
Total 956945,336 19




Multiple Comparisons

H2 (mL/gun)
Tukey HSD
() Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka | -130,5375467 | 77,6816552 365 | -352,786303 91,711210
pomza tasi 110,5858400 | 81,1358426 539 | -121,545416 | 342,717096
cstr 393,9387200" | 86,0575568 002 | 147,726343 | 640,151097
seramik halka  seramik top 130,5375467 | 77,6816552 ,365 -91,711210 | 352,786303
pomza tasi 241,1233867" | 77,6816552 ,031 18,874630 | 463372143
cstr 524,4762667 | 82,8089226 ,000 | 287,558296 | 761,394237
pomza tas| seramik top -110,5858400 | 81,1358426 539 | -342,717096 121,545416
seramik halka ... | 77,6816552 031 | -463,372143 -18,874630
cstr 283,3528800" | 86,0575568 ,021 37,140503 | 529,565257
cstr seramik top ... | 86,0575568 002 | -640,151097 | -147,726343
seramik halka ... | 82,8089226 ,000 | -761,394237 | -287,558296
pomza tasi ... | 86,0575568 ,021 | -529,565257 -37,140503

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

H>; ORANLARI
HRT=24 SAAT
ANOVA
H2 (%)
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1785,819 3 595,273 2,107 114
Within Groups 11585,149 41 282,565
Total 13370,968 44




Multiple Comparisons

H2 (%)
TukeyHSD
() Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka 14,4513939 | 6,6727306 ,150 -3,415641 32,318429
pomza tagi 9,8271667 | 6,8625143 487 -8,548037 28,202370
cstr 14,2253333 | 7,0875743 202 -4,752495 33,203162
seramik halka  seramik top -14,4513939 | 6,6727306 ,150 -32,318429 3,415641
pomza tasi -4,6242273 | 7,3446684 922 -24,290456 15,042001
cstr -,2260606 | 7,5553796 1,000 -20,456494 20,004372
pomza tasi seramik top -9,8271667 | 6,8625143 487 -28,202370 8,548037
seramik halka 46242273 | 7,3446684 922 -15,042001 24,290456
cstr 4,3981667 | 7,7235051 ,941 -16,282442 25,078776
cstr seramik top -14,2253333 | 7,0875743 ,202 -33,203162 4,752495
seramik halka ,2260606 | 7,5553796 1,000 -20,004372 20,456494
pomza tas! -4,3981667 | 7,7235051 ,941 -25,078776 16,282442
HRT=12 SAAT
ANOVA
H2 (%)
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1374179 3 458,060 9,326 ,000
Within Groups 2112,076 43 49,118
Total 3486,255 46
Multiple Comparisons
H2 (%)
Tukey HSD
() Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka 2,7178974 | 2,6557201 137 -4,379308 9,815103
pomza tagi -7,6042692 | 2,9479005 ,062 -15,482304 273766
cstr -10,8607692" | 3,0390580 ,005 -18,982415 -2,739123
seramik halka  seramik top -2,7178974 | 2,6557201 737 -9,815103 4,379308
pomza tasi -10,3221667" | 2,8611786 ,004 -17,968444 -2,675890
cstr -13,5786667 | 29550125 ,000 -21,475708 -5,681626
pomza tag| seramik top 7,6042692 | 2,9479005 ,062 -,273766 15,482304
seramik halka | 10,3221667" | 2,8611786 ,004 2,675890 17,968444
cstr -3,2565000 | 3,2201502 744 -11,862101 5,349101
cstr seramik top 10,8607692" | 3,0390580 ,005 2,739123 18,982415
seramik halka | 135786667 | 29550125 ,000 5,681626 21,475708
pomza tag| 3,2565000 | 3,2201502 744 -5,349101 11,862101

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

HRT=6 S AAT




ANOVA

H2 (%)
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1504,409 3 501,470 6,927 ,002
Within Groups 1375,476 19 72,393
Total 2879,885 22
Multiple Comparisons
H2 (%)
Tukey HSD
(1) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka 16,6806818" | 4,9678553 016 2,711837 30,649526
pomza tas| -,3458182 | 4,5891082 1,000 -13,249684 12,558048
cstr -11,9418182 | 55418746 72 -27,524716 3,641080
seramik halka  seramik top -16,6806818" | 4,9678553 016 -30,649526 -2,711837
pomza tagi -17,0265000" | 5,7076312 ,035 -33,075480 -977520
cstr -28,6225000" | 6,4984240 ,002 -46,895068 -10,349932
pomza tasl seramik top ,3458182 | 4,5891082 1,000 -12,558048 13,249684
seramik halka | 17,0265000" | 5,7076312 ,035 977520 33,075480
cstr -11,5960000 | 6,2136818 275 -29,067917 5,875917
cstr seramik top 11,9418182 | 5,5418746 172 -3,641080 27,524716
seramik halka 28,6225000" | 6,4984240 ,002 10,349932 46,895068
pomza tas| 11,5960000 | 6,2136818 275 -5,875917 29,067917
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
HRT=3 SAAT
ANOVA
H2 (%)
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 6866,329 3 2288,776 64,013 ,000
Within Groups 679,345 19 35,755
Total 7545674 22




Multiple Comparisons

H2 (%)
Tukey HSD
(1) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka 3,7266667 | 3,0878265 630 -4,955826 12,409159
pomza tag! -6,0895833 | 3,8597831 414 | -16,942699 4,763533
cstr 50,8966667 | 4,2281805 ,000 39,007674 62,785659
seramik halka  seramik top -3,7266667 | 3,0878265 630 -12,409159 4,955826
pomza tasi -9,8162500 | 3,5375496 ,054 -19,763295 ,130795
cstr 47,1700000° | 3,9362219 ,000 36,101950 58,238050
pomza tasi seramik top 6,0895833 | 3,8597831 414 -4,763533 16,942699
seramik halka 9,8162500 | 3,5375496 ,054 130795 19,763295
cstr 56,9862500" | 4,5669569 ,000 44,144670 69,827830
cstr seramik top -50,8966667" | 4,2281805 ,000 -62,785659 -39,007674
seramik halka | -47,1700000" | 3,9362219 ,000 -58,238050 -36,101950
pomza tasi -56,9862500" | 4,5669569 ,000 -69,827830 -44 144670
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
HRT=1.5 SAAT
ANOVA
H2 (%)
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 5662,158 3 1887,386 18,983 ,000
Within Groups 1491,337 15 99,422
Total 7153,495 18
Multiple Comparisons
H2 (%)
Tukey HSD
(1) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka 6176667 | 6,0377899 1,000 -16,784142 18,019475
pomza tagi -4,6750000 | 6,3062659 879 -22,850596 13,500596
cstr 45,7460000° | 7,2818487 ,000 24,758630 66,733370
seramik halka  seramik top -6176667 | 6,0377899 1,000 -18,019475 16,784142
pomza tagi -5,2926667 | 6,0377899 817 -22,694475 12,109142
cstr 45,1283333" | 7,0506196 ,000 24807399 65,449267
pomza tasi seramik top 4,6750000 | 6,3062659 879 -13,500596 22,850596
seramik halka 5,2926667 | 6,0377899 817 -12,109142 22,694475
cstr 50,4210000" | 7,2818487 ,000 29,433630 71,408370
cstr seramik top -45,7460000" | 7,2818487 ,000 -66,733370 -24,758630
seramik halka | -45,1283333" | 7,0506196 ,000 -65,449267 -24,807399
pomza tasi -50,4210000" | 7,2818487 ,000 -71,408370 -29,433630

*. The mean difference is significant atthe 0.05 level.




VERIMLILIK

HRT=24 SAAT
ANOVA
L H2/L reaktor.glin
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 15,453 3 5,151 14,595 ,000
Within Groups 14,470 41 353
Total 29,923 44
Multiple Comparisons
L H2/L reaktor.giin
Tukey HSD
(I) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka 4162677 | 2358226 ,304 215175 1,047711
pomza tas! 1,3277420° | 2425298 ,000 678340 1,977144
cstr 1,3103560" | ,2504837 ,000 639656 1,981056
seramik halka  seramik top -4162677 | ,2358226 ,304 -1,047711 215175
pomza tasl 9114743" | ,2595697 ,006 ;216445 1,606503
cstr ,8940883" | ,2670165 ,009 179120 1,609057
pomza tagi seramik top -1,3277420" | 2425298 ,000 -1,977144 -,678340
seramik halka -9114743" | 2595697 ,006 -1,606503 -,216445
cstr -,0173860 | ,2729582 1,000 -,748264 ,713492
cstr seramik top -1,3103560" | ,2504837 ,000 -1,981056 -,639656
seramik halka -8940883" | ,2670165 ,009 -1,609057 -179120
pomza tasl ,0173860 | ,2729582 1,000 -,713492 148264
*. The mean difference is significant atthe 0.05 level.
HRT=12 SAAT
ANOVA
L H2/L reaktor.glin
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 31,582 3 10,527 38,821 ,000
Within Groups 11,661 43 271
Total 43,243 46




Multiple Comparisons
L H2/L reaktor.glin

Tukey HSD
(1) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka ,1501911 ,1973269 871 -,377150 677532
pomza tagi 1,4716454" | ,2190367 ,000 ,886287 2,057004
cstr 1,9824034" | ,2258099 ,000 1,378944 2,5685863
seramik halka  seramik top -,1501911 ,1973269 871 -677532 377150
pomza tasi 1,3214542" | ,2125930 ,000 ,753316 1,889593
cstr 1,8322122" | 2195651 ,000 1,245442 2,418983
pomza tasi seramik top -1,4716454" | 2190367 ,000 -2,057004 -,886287
seramik halka -1,3214542" | 2125930 ,000 -1,889593 -,753316
cstr ,56107580 | ,2392655 ,159 -,128661 1,150177
cstr seramik top -1,9824034" | 2258099 ,000 -2,5685863 -1,378944
seramik halka -1,8322122" | ,2195651 ,000 -2,418983 -1,245442
pomza tas! -5107580 | ,2392655 ,159 -1,150177 ,128661
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
HRT=6 SAAT
ANOVA
L H2/L reaktor.gun
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 13,672 3 4 557 27,707 ,000
Within Groups 3,125 19 164
Total 16,797 22
Multiple Comparisons
L H2/L reaktor.giin
Tukey HSD
(I) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka ,3373852 | ,2367967 ,500 -,328451 1,003221
pomza tagi ,7282932° 2187434 ,017 113220 1,343366
cstr 2,3772727° ,2641578 ,000 1,634502 3,120044
seramik halka  seramik top -,3373852 | ,2367967 ,500 -1,003221 ,328451
pomza tasi ,3909079 | ,2720587 493 -,374079 1,155895
cstr 2,0398875" | ,3097525 ,000 1,168911 2,910864
pomza tasi seramik top -,7282932" 2187434 ,017 -1,343366 -,113220
seramik halka -,3909079 | ,2720587 493 -1,155895 ,374079
cstr 1,6489796" | ,2961800 ,000 816167 2,481792
cstr seramik top -2,3772727° ,2641578 ,000 -3,120044 -1,634502
seramik halka -2,0398875" | ,3097525 ,000 -2,910864 -1,168911
pomza tasi -1,6489796" ,2961800 ,000 -2,481792 -,816167

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.




HRT=3 SAAT

ANOVA
L H2/L reaktor.glin
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 25,235 3 8,412 6,279 ,004
Within Groups 26,794 20 1,340
Total 52,029 23
Multiple Comparisons
L H2/L reaktor.giin
Tukey HSD
(I) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka -,1850653 | ,5977095 ,989 -1,858016 1,487886
pomza tas! 4003011 | ,7471369 ,949 -1,690887 2,491490
cstr 2,6850000° | ,7471369 ,009 593812 4,776188
seramik halka  seramik top ,1850653 | ,5977095 ,989 -1,487886 1,858016
pomza tasi 5853664 | 6847623 ,828 -1,331240 2,501972
cstr 2,8700653" | 6847623 ,002 ,953459 4786671
pomza tas| seramik top -,4003011 | ,7471369 ,949 -2,491490 1,690887
seramik halka -,5853664 | 6847623 828 -2,501972 1,331240
cstr 2,2846989 | 8184474 ,051 -,006083 4575481
cstr seramik top -2,6850000" | ,7471369 ,009 -4,776188 -,593812
seramik halka -2,8700653" | ,6847623 ,002 -4,786671 -,953459
pomza tas! -2,2846989 | ,8184474 ,051 -4,575481 ,006083
*. The mean difference is significant atthe 0.05 level.
HRT=1.5 SAAT
ANOVA
L H2/L reaktor.glin
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 21,613 3 7,204 10,090 ,001
Within Groups 10,710 15 714
Total 32,323 18




Multiple Comparisons

L H2/L reaktor.giin

TukeyHSD
(1) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-

J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka 9599767 | 5116666 279 -2,434676 514723
pomza tasi ,2190898 | 5344183 976 -1,321183 1,759363
cstr 2,3180000" | ,6170931 ,009 /539446 4,096554
seramik halka ~ seramik top ,9599767 | 5116666 279 -514723 2,434676
pomza tasi 1,1790664 | ,5116666 141 -,295633 2,653766
cstr 32779767 | 5974979 ,000 1,555899 5,000054
pomza tasi seramik top -2190898 | ,5344183 976 -1,759363 1,321183
seramik halka -1,1790664 | ,5116666 141 -2,653766 ,295633
cstr 2,0989102" | 6170931 018 ,320356 3,877464
cstr seramik top -2,3180000" | 6170931 ,009 -4,096554 -,539446
seramik halka -3,2779767" | 5974979 ,000 -5,000054 -1,555899
pomza tagi -2,0989102" | 6170931 018 -3,877464 -,320356

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

VERIM DEGERLERI
HRT=24 SAAT
ANOVA
mLH2/g stkrozkullanilan
Sum of .
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 195301,873 3 65100,624 27,659 ,000
Within Groups 96502,888 41 2353,729
Total 291804,762 44
Multiple Comparisons
mLH2/g sikroz kullanilan
Tukey HSD
(1) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka | 136,8423694" | 19,2585209 ,000 85,275375 188,409363
pomza tas| 159,3785136" | 19,8062658 ,000 106,344867 212,412160
cstr 103,0964243" | 20,4558233 ,000 48,323510 157,869339
seramik halka  seramik top ... | 19,2585209 ,000 | -188,409363 -85,275375
pomza tas| 225361442 | 21,1978362 714 -34,223599 79,295887
cstr -33,7459452 | 21,8059809 419 -92,134068 24,642178
pomza tagi seramik top ... | 19,8062658 ,000 | -212,412160 | -106,344867
seramik halka -22,5361442 | 21,1978362 714 -79,295887 34,223599
cstr -56,2820894 | 22,2912167 071 | -115,969489 3,405310
cstr seramik top ... | 20,4558233 ,000 | -157,869339 -48,323510
seramik halka 33,7459452 | 21,8059809 419 -24,642178 92,134068
pomza tasi 56,2820894 | 22,2912167 ,071 -3,405310 115,969489

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.



HRT=12 SAAT

ANOVA
mLH2/g slikroz kullanilan
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 261184,830 3 87061,610 62,034 ,000
Within Groups 60348,249 43 1403,448
Total 321533,079 46

Multiple Comparisons

mLH2/g stikrozkullanilan

Tukey HSD
(I) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. LowerBound | Upper Bound
seramik top seramik halka | 136,9082332" | 14,1957983 ,000 98,971067 | 174,845400
pomza tasi 177,6810178" | 15,7576102 ,000 | 135570030 | 219,792005
cstr 184,0522330" | 16,2448804 ,000 | 140,639054 | 227465412
seramik halka  seramik top 14,1957983 ,000 | -174,845400 -98,971067
pomza tasi 40,7727846 | 15,2940493 ,051 -,099372 81,644941
cstr 47,1439998" | 15,7956262 ,023 4931418 89,356582
pomza tas| seramik top 15,7576102 ,000 | -219,792005 | -135,570030
seramik halka | -40,7727846 | 15,2940493 ,051 -81,644941 ,099372
cstr 6,3712153 | 17,2128845 ,982 -39,628880 52,371310
cstr seramik top ... | 16,2448804 ,000 | -227,465412 | -140,639054
seramik halka | -47,1439998" | 15,7956262 ,023 -89,356582 -4,931418
pomza tasi -6,3712153 | 17,2128845 ,982 -52,371310 39,628880
*. The mean difference is significant atthe 0.05 level.
HRT=6 SAAT
ANOVA
mLH2/g stikroz kullanilan
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 339530,009 3 113176,670 42,871 ,000
Within Groups 52798,928 20 2639,946
Total 392328,937 23




Multiple Comparisons

mLH2/g slikrozkullanilan

Tukey HSD
(1) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka | 192,5269296" | 29,9996953 ,000 108,559696 276,494163
pomza tasgi 231,4647994" | 27,7125315 ,000 153,899191 309,030407
cstr 277,3136364" | 29,9996953 ,000 193,346403 361,280870
seramik halka  seramik top ... | 29,9996953 ,000 -276,494163 -108,559696
pomza tas! 38,9378697 | 34,4670258 676 -57,533137 135,408877
cstr 84,7867067 | 36,3314353 124 -16,902663 186,476077
pomza tasi seramik top ... | 27,7125315 ,000 | -309,030407 | -153,899191
seramik halka -38,9378697 | 34,4670258 ,676 | -135,408877 57,5633137
cstr 45,8488370 | 34,4670258 ,555 -50,622170 142,319844
cstr seramik top ... | 29,9996953 ,000 | -361,280870 | -193,346403
seramik halka -84,7867067 | 36,3314353 124 | -186,476077 16,902663
pomza tasl -45,8488370 | 34,4670258 555 | -142,319844 50,622170
*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
HRT=3 SAAT
ANOVA
mLH2/g stkrozkullanilan
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 372488,936 3 124162,979 20,346 ,000
Within Groups 122052,240 20 6102,612
Total 494541175 23
Multiple Comparisons
mLH2/g siikroz kullanilan
TukeyHSD
() Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
seramik top seramik halka | 233,4300640° | 40,3405899 ,000 120,519326 346,340802
pomza tag! 259,5294608" | 50,4257374 ,000 118,391038 400,667884
cstr 363,6833333" | 50,4257374 ,000 222544910 504,821756
seramik halka  seramik top ... | 40,3405899 ,000 | -346,340802 | -120,519326
pomza tagi 26,0993968 | 46,2159517 941 [ -103,256104 155,454898
cstr 130,2532693" | 46,2159517 ,048 897768 259,608771
pomza tagi seramik top ... | 50,4257374 ,000 -400,667884 -118,391038
seramik halka -26,0993968 | 46,2159517 941 | -155,454898 103,256104
cstr 104,1538725 | 55,2386277 265 -50,455523 258,763268
cstr seramik top 50,4257374 ,000 | -504,821756 | -222,544910
seramik halka ... | 46,2159517 ,048 | -259,608771 -,897768
pomza tagi -104,1538725 | 55,2386277 265 | -258,763268 50,455523

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.




HRT=1.5 SAAT

ANOVA
mLH2/g slikroz kullanilan
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 214946157 3 71648,719 23,029 ,000
Within Groups 49780,163 16 3111,260
Total 264726,321 19
Multiple Comparisons
mLH2/g stikrozkullanilan
Tukey HSD
(I) Reaktor (J) Reaktor 95% Confidence Interval
Mean
Difference (I-
J) Std. Error Sig. LowerBound | Upper Bound
seramik top seramik halka | 178,6494270" | 33,7756630 ,000 82,016585 | 275,282269
pomza tasi 211,0408518" | 35,2775294 ,000 | 110,111140 | 311,970563
cstr 294,5240000" | 37,4174704 ,000 | 187,471875 | 401,576125
seramik halka  seramik top 33,7756630 ,000 | -275,282269 -82,016585
pomza tasi 32,3914248 | 33,7756630 74 -64,241417 | 129,024267
cstr 115,8745730" | 36,0049777 ,025 12,863617 | 218,885529
pomza tas| seramik top ... | 35,2775294 ,000 | -311,970563 | -110,111140
seramik halka | -32,3914248 | 33,7756630 J74 | -129,024267 64,241417
cstr 83,4831482 | 374174704 157 -23,568977 | 190,535273
cstr seramik top 374174704 ,000 | -401,576125 | -187,471875
seramik halka ... | 36,0049777 ,025 | -218,885529 -12,863617
pomza tagi -83,4831482 | 374174704 157 | -190,535273 23,568977

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

EK 8 Tezde Kullanilan Hesaplamalar

Karanlhk fermentasyonda kesikli reaktor denemeleri

Kiimiilatif gaz iiretimi

Vn=n. Gilinde iiretilen toplam biyogaz miktari (mL)

Kiimiilatif gaz tiretimi (mL)= Vy+V |+

Kiimiilatif H; Uretimi

Vn X % H2: Vﬂz(n)

Vin=V2 o) +Voayt......

Hidrojen Uretim Verimi




Verim(mol H, / mol siikroz)= Uretilen H, miktar1 (mol) / Tiiketilen siikroz miktari
(mol)

Uretilen H, miktar1 (mol)=(Vi X 1 atm) / (0.082 L atm / mol K) X (55+273)K

Tiiketilen siikroz miktar1 (mol) = [(Kullanilan siikroz kons. (mg/L) X Reaktor
hacmi (L)] / [(346 g/mol) X 1000]

Siikroz Doniisiim Verimi

Ci: Baslangig siikroz konsantrasyonu (mg/L)

Cf: Son siikroz konsantrasyonu (mg/L)

Siikroz doniisiim verimi= [(Ci-Cf) / Ci] X 100
Karanlhk fermentasyonda siirekli reaktor denemeleri
Hidrojen Uretim Verimi

Verim(mol H, / mol siikroz)= Uretilen H, miktari (mol) / Tiiketilen siikroz miktar
(mol)

Uretilen H, miktar1 (mol) = (V2 X 1 atm) / (0.082 L atm / mol K) X (55+273)K

Tiiketilen siikroz miktart (mol) = [(Kullanilan siikroz kons. (mg/L) X Reaktor
hacmi (L)] / [(346 g/mol) X1000]

Hidrojen Uretim Hizi

Hidrojen iiretim hizi= Vi (ort) / V reakeer. glin
Foto-fermentasyonda kesikli reaktor denemeleri
Kiimiilatif gaz iiretimi

Vn=n. Giinde iiretilen toplam biyogaz miktar: (mL)
Kiimiilatif gaz tiretimi (mL)= V+V +.......... +Vi
Kiimiilatif H, Uretimi

Vn X %H,= Vinm)

Vi2n=V2 ) +Vaayt........ +Vom)

Hidrojen Uretim Verimi

Verim(mol Hy/mol substrat)= Uretilen H, miktar1 (mol)/Tiiketilen substrat miktar
(mol)

Uretilen H, miktar1 (mol)=(ViX1 atm) / (0.082 L atm/mol K) X (55+273)K



Tiketilen substrat miktar1 (mol) = [(Kullanilan substrat kons. (mg/L) X Reaktor
hacmi (L)] / [(Substratin molekiil agirlig1 (g/mol)) X 1000]

Foto-fermentasyonda siirekli reaktor denemeleri

Besleme ¢ozeltisi konsantrasyonu

2 g/L asetat ve 3 g/L biitirat

Asetat: CH;COOH + 2 O,=> 2CO; + 2H,0 (1 mol asetat 64 g KOI)

Biitirat: CH3(CH;),COOH + 5 O, => 4CO, + 4H,0 (1 mol biitirat 160 g KOI)
Hidrojen Uretim Verimi

mL H,/ g KOI= Toplam iiretilen hidrojenin hacmi / kullanilan KOI miktar1
Hidrojen Uretim Hizi

Hidrojen iiretim hizi= Vi (ort) / V reaktor.gilin



