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OZET

Biyohidrojen iiretim proseslerinin ticarilestirilmesindeki en 6nemli kisitlama,
diisiik hidrojen verimi ve iiretim hizidir. Bu engelleri gidermek icin, mikrobiyal
toplulugun gelistirilmesi, mikroorganizmalarin genetik degisikligi, metabolik
yolizi miihendisligi (rekabet edici reaksiyonlarin elenmesi), biyoreaktor
tasariminin gelistirilmesi (organizma tipi, pH, substrat yiiklemesi, reaktor tipi,
substrat tipi gibi biyoproses parametrelerinin optimizasyonu), H, kismi
basincinin ayarlanmasi gibi biyohidrojen iiretim proseslerinin farkli alanlarinda
ilerlemeler elde edilmistir. Bu derleme yazi fermentasyonla hidrojen veriminin
gelistirilmesinde bu yaklagimlardaki ilerlemeleri tanimlar.

Approaches towards Improvement of Hydrogen Yield in Fermentative
Biohydrogen Production Processes

Keywords
Biohydrogen,

Bioreactor,
Biochemical pathways,
Hydrogen-producing enzymes
Hydrogen partial pressure,
Dark fermentation,

ABSTRACT

Major constraints to the commercialization of biohydrogen production processes
include lower hydrogen yields and rates of hydrogen production. To overcome
these drawbacks, advances in different areas of biohydrogen production processes
have been carried out, which are development of microbial consortium, genetic
modification of the microorganisms, metabolic pathway engineering (elimination
of competing reactions), the improvement of the bioreactor design (optimization of
bioprocess parameters such as type of organism, pH, substrate loading, type of
reactor, type of substrate), H, partial pressure, etc. This review describes advances
in these approach towards improvement of hydrogen yield by fermentation.
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1. GIRiS

Biyohidrojen c¢ok yiiksek enerji icerigine (143
GJ/ton) sahip olup, elektrik iretimi icin geleneksel
yakit hiicrelerinde kullanildiginda sadece suyun
meydana geldigi temiz enerjidir. Ayrica, biyohidrojen
diisiik ¢oziiniirliige sahip bir gazdir, kolaylikla sudan
ayrilir, saflastirilir ve enerji tastyicist  olarak
kullanilir. Biyohidrojen {iretiminde kullanilan bir
yaklagim biyokiitlenin (karbonhidratlar, atiksular, yan
iiriin olarak olusan atiklar) fermentasyonudur, bu
biyokimyasal yol karanlik fermentasyon veya
fermentatif hidrojen tiretimi olarak bilinir [1].

Karanlik hidrojen fermentasyonu genellikle anoksik
veya anaerobik sartlar altinda (elektron alicist olarak
oksijenin olmadig1 ortam) meydana gelen bir olaydir.
Bakteri organik substrat iizerinde bilyiirken
(heterotrofik biiyiime), bu substratlar biiyliime i¢in

Piruvat + CoA + 2Fd (oksitlenmis) — Asetil — CoA + 2Fd (indirgenmis) + CO,

2Fd(indirgenmis) — 2Fd (oksitlenmis) + H

Teorik olarak 1 mol glukozdan 12 mol hidrojen
tiretilebilir (reaksiyon 3). 3,4,5,6 reaksiyonlarin
standart Gibbs serbest enerjileri degerlendirildiginde
reaksiyon 3’iin termodinamik olarak uygun olmadig:
goriliir [3, 4, 5]. Glukozdan 4,5,6 olast fermentatif

C,H,,0, +12H,0 — 6HCO; +12H, + 6H "

C,H,,0, +4H,0 = 2CH,COO™ +2HCO; +4H, +4H"
C,H,,0, +2H,0 — CH,CH,CH,COO™ + 2HCO; +2H, +3H"

C,H,,0, +3H,0 — CH,CH,OH + CH,COO™ +2HCO; +2H, +3H*

Organik maddelerden fermentatif hidrojen {iretiminde
ana metabolitler asetat ve biitirat oldugu halde, biitirat
daha baskindir, ¢iinkii Gibbs serbest enerji degeri
diistiktiir [7].

C,H,,0, +2H, — 2CH,CH,COO™ +2H,0+2H"

2HCO; +4H, + H* — CH,COO™ +4H,0
C,H,,0, > 2CH,CH,COO™ +2H*

yapt taslarmi temin etmek ve metabolik enerji
saglamak i¢in oksidasyon ile pargalanirlar. Bu
oksidasyon sonucu elektronlar iiretilir. Elektriksel
notraliteyi korumak igin bu elektronlarn bertaraf
edilmesi gerekir. Aerobik veya oksik ortamlarda,
oksijen indirgenerek suyu olusturur. Anaerobik veya
anoksik ortamlarda, proton gibi bilesikler elektron
alicist olarak davranir ve molekiiler hidrojene
indirgenir. Glukozun hidrojene fermentasyonunda,
glukoz katabolizmasimin bir {iriinii olan piruvat,
asetil-CoA’ya oksitlenir (reaksiyon 1). Asetil-Co
asetil fosfata doniisebilir ve ATP iiretilir. Asetil-CoA,
son olarak asetat, biitirat, etanol gibi metabolitlere
dontigiir.  Piruvatin  asetil-CoA’ya  oksidasyonu
ferrodoksini (Fd) indirger. Indirgenmis Fd hidrojenaz

ile okside olarak oksitlenmis Fd’yi {iretir ve
molekiiler hidrojen olarak elektronlar salinir
(reaksiyon 2) [2].
e)
2

hidrojen iiretim reaksiyonlari, 4 mol H,/mol glukoz
iretim hiz1 ile en ¢ok arzu edilen son iriiniin asetat
oldugunu gostermektedir. Teorik olarak KOI’nin
%33’1 glukozdan hidrojene doniisiir, enerjinin kalan
kismu ise asetata doniisiir [6].

AG=+32Kk]  (3)

AG’=-207k]  (4)

AG’=-257,1k1 (5)

AG°=-226kJ  (6)
Onceki reaksiyonlarin aksine, propiyonatin iiretimi
(reaksiyon 7) hidrojen iiretimini diisiiriir. Clostridium
aceticum gibi homoasetojenlerin  aktivitesi ile
hidrojen (reaksiyon 8) veya glukoz (reaksiyon 9)
tilketimi meydana gelebilir.

AG=-358k)  (7)
AG=-105k]  (8)
)
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Pratikte ana {iriin olarak biitiratli fermentasyon en
etkili hidrojen iiretim yolizi oldugu diisiiniiliir. Ugucu
yag asitleri (VFAs) asidojenik bakterilerin tek triinii
degildir, etanol veya biitanol gibi endiistriyel
solventlerin  dretimi i¢cin de ¢ok Onemli
organizmalardir. Hidrojen/VFA’nin {iretim egilimi,
alkollerin iiretimi ile ters orantilidir, hidrojen/VFA
tiretimi yiikseldikge, alkol {iretimi diismektedir [6].

Gergek verimler teorik olarak miimkiin olan 4 mol
H,/ mol hekzos’ den daha diisiiktiir, tipik olarak <1-
2,5 mol Hy/mol hekzos. Biitirik asit ana fermentasyon
iriinii  olarak iiretildigi zaman sadece 2 mol H,
iiretilebilir. Hidrojen verimi, fermentasyon {iriinii
olarak laktik asit, propiyonik asit ve etanol gibi
indirgenmis organik bilesikler iiretildigi zaman ¢ok

disiiktiir, clnkii bunlar, karbonhidrat
fermentasyonlarinda ana hidrojen liretim
reaksiyonlarmi  disginda  gergeklesen  metabolik

yolizlerinin en son {irlinleridir [8].
CH,COOH +H, < CH,CH,OH +2H,0

Fermentatif H, iiretimini etkileyen faktorler

Saf ve kansik Kkiiltiir: Hidrojen iireten

mikroorganizmalar dort ana grupta toplanir [9]:

1. Sitokrom sistemi igermeyen zorunlu anaerobik
heterotroflar

(clostridia, micrococci,

methanobacteria vb).
2. Sitokrom igeren  heterotrofik  fakiiltatif
anaeroblar, hidrojen {iretmek igin formati

pargalar.
3. Sitokrom sistemli gruptaki tek zorunlu anaerob
Desulfovibrio desulfuricans
4. Indirgenmis  NADH’den
fotosentetik bakteriler

H,  gelistiren

Fermentatif biyohidrojen iiretiminde saf veya karisik

kiiltir ~ kullanilabilir. Saf kiiltiirde, mikrobiyal
hiicrelerin biiyiik agregatlart (kiimeleri) olan flok
veya graniilleri olusturma yetenegi ender bir

ozelliktir, fakat karigik kiiltiirler i¢in bu durum segici

bir ozelliktir. Kullanilan kiltiirtin - bu  6zelligi,
mikroorganizmalarin  sistemde  etkin = olarak
tutunabilmesinde  6nemlidir. Karisik  kiiltiir

kullanilmasmin ¢ok sayida potansiyel avantajlari
vardir. Endiistriyel hidrojen fermentasyonlari, sadece
cok az oOn artim ile, kolaylikla elde edilebilen
karmasik yapidaki hammaddelerin kullanildig: steril
olmayan sartlar altinda yapilmas1 gerekmektedir.
Karigik mikrobiyal topluluk, steril olmayan sartlarda
biiyiidigii i¢in bu amag¢ i¢in uygundur. Ayrica
hidrolizle ilgili birtakim aktivitelerde bulunabilirler

Basarili  biyolojik  hidrojen  iiretimi  igin,
homoasetojenler ve metanojenler gibi hidrojen
kullanan mikroorganizmalarin aktivitelerinin

engellenmesi gerekir. Engelleme genellikle aginin 1s1l
aritimi ile spor olusturan fermente edici bakterinin
digindaki tiim mikroorganizmalarin Sldiiriilmesi ile
bagarilmistir. Diger bir metot ise yiiksek seyrelme
hizlarinda veya diisiik pH’da reaktorlerin igletilmesini
kapsar. Hidrojen iiretimini artirmak igin isletme
cevresel sartlarin  optimize edilmesinde Onemli
cabalar gosterilmistir. Ornegin propiyonik asit iireten
bakteri (reaksiyon 7), etanol iireten bakteri (reaksiyon
10) ve homoasetojenler (reaksiyon 8) ile hidrojen
tiketiminin Onlenmesi ve indirgeyici esdegerlerin
hidrojenazlar ile protonlarin indirgenmesine dogru
yonlendirilmesi 6nemli cabalardir. Diigiik hidrojen
kismi basincinda biyoreaktoriin igletimi, her iki
cabay1 da basariya ulastirdigi goriilmistiir [8].

(10)

ve cevre sartlarindaki degisimlere karsi potansiyel
olarak cok dayaniklidirlar. Bu avantajlarina karsin,
karigik mikrobiyal toplulugun kompozisyonu zamana
kargt degiserek hidrojen verimi ve iiretim hizinda
diismeye neden olur [10, 11].

Saf kiiltirlerin kullanilmas1 ile yiiksek hidrojen
verimleri elde etmek miimkiin oldugu halde,
endiistriyel uygulamalar i¢in uygun degildir, ¢iinki
saf kiiltiir c¢esitli hidrojen kullanicilar1 tarafindan
(metanojenler veya siilfat indirgeyen bakteriler)
kolaylikla bulasarak kirlenebilir. Ayrica steril ve
anaerobik sartlar denemeler boyunca korunmalidir,
ancak bu durumu biiylik endiistriyel oOlgeklerde
saglamak giictiir. Bunun yaninda saf tiirler ile
birlikte, pahali indirgeyici araglar kullanmak
gerekebilir [11]. Clostridium sp., Enterobacter sp.,
Rhodopseudomonas sp., Citrobacter sp.,
Caldicellulosiruptor saccharolyticus gibi
mikrorganizmalar  lizerine  ¢esitli  arastirmalar
mevcuttur. Clostridium sp. ve Enterobacter sp. en
etkili hidrojen {ireticileridir. Enferobacter sp.’nin en
Oonemli avantaji oksijene gosterdikleri direngtir.
Clostridium sp. ise oksijene asir1 derecede hassasiyet
gosterir, bu durum ciddi isletme problemlerine sebep
olabilir (havadan bulasma yolu ile). Bununla birlikte,
Clostridia,  Enterobacter sp.’dan Onemli o&lgiide
yiiksek hidrojen verimine sahiptir (iki katindan daha
¢ok), ayrica niitrient yoklugu sicaklik artig1 gibi
uygun olmayan c¢evresel sartlarda spor bigimini
alabilirler [6].



228

Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 26(3): 225-239 (2010)

Hallenbeck ve dig., [11] tarafindan yapilan ¢alismada
saf kiltiirin  kullanildig1r biiyiik 6lcekli hidrojen
dretiminin  ekonomik olarak uygun olmadigi
goriilmiistir. Bu sorunu gidermek igin iki saf
kiltiirtin birlikte kullanimi Onerilmistir. Enterebacter
aerogenes’in  Clostridium butyricum ile Dbirlikte
kullanildig1 (indirgeyici madde ilavesi yapilmadan)
fakiiltatif anaerobik karigik kiiltiir kullanilarak elde
edilen hidrojen verimi, indirgeyici ajan ile birlikte C.
butyricum’nun tek basmna kullanildigi sistem ile
kiyaslandigit zaman kanigik kiiltlirin  hidrojen
iretiminde yaklasik %50’lik artis elde edildigi
saptannugtir. iki tiiriin birlikte kullanimi hidrojen
iiretimini artirmasi yaninda pahali indirgeyici madde
kullanimimi da gidermis olur. Ug farkli bakteri igeren
karistk  kiltir kullanilarak  aritma ¢amurundan
hidrojen iiretiminin incelendigi ¢alisma sonuglart saf
kiltir kullanilarak elde edilen maksimum H,
veriminden yaklagik %25 daha yiliksek verim elde
edildigini gostermigtir [12].

Hidrolik alikonma siiresi (HRT) ve organik
yiikleme hiz1 (OLR): HRT, siirekli sistemde isletilen
reaktorlerde  hidrojen {iiretim hizin/  verimini
potansiyel olarak etkileyen bir faktordiir. Ayrica,
HRT substratin fermentasyonu sirasinda iriin
bilesimini de etkiledigi goriilmistiir. En uygun HRT,
cesitli faktorlere (reaktor sekli, kullanilan substrat ve
belirli mikroorganizma veya mikrobiyal topluluklar)
bagli olarak her bir sistemin belirli bir &zelligidir.
Uygun aralikta HRT artis1 bakterilerin hidrojen
iretim yetenegini artirir, fakat ¢ok yiiksek
seviyelerdeki HRT azaltir [11, 13]. Wongtanet ve
dig., [14] tarafindan yapilan c¢alismada, siirekli
karistirmali  tank reaktoriinde (CSTR) anaerobik
karigik kiiltiirde, 35°C’de ve pH 5,5’de HRT nin 3
giinden 1 giline azalmasi hidrojen verimini 0,66’dan
1,24 mol Hy/mol glukoz’a artirmistir.

Hidrojen {retim hizi; OLR ve HRT gibi
parametrelerin uygun seg¢ilmesi ile gelistirilebilir.
Ozellikle kisa HRT ve yiiksek OLR, hacimsel
hidrojen iretim hizin1 artirdigi  kabul edilir.
Fermentasyon  prosesinin  olgek  bilyiitiilmesi
asamasinda, kabul edilebilir orandan yiiksek OLR,
reaktér boyutunu azaltmak igin arzu edilir, fakat
hidrojen molar verimi ile reaktdor boyutu arasindaki
denge durumu da 6nemlidir. Davila-Vazquez ve dig.,
[1] tarafindan siirekli sistemde peynir alti suyu ile
yapilan biohidrojen iretiminde HRT ve OLR’nin
etkinligi aragtirllmistir. En yiiksek hacimsel hidrojen
tiretim hizi (46,61 mmol Hy/L saat), 6 saat HRT de
138,6 g laktoz/L glin OLR’de bulunmustur.
Termofilik sartlarda yapilan benzer bir caligmada,
HRT 1 giin olarak alindig1 zaman, farkli OLR’de (g

KOI/L giin)(47; 35; 21) hidrojen iiretim hizinin
(strast ile 3; 9; 6 mmol H,/g KOI) istatistiksel olarak
O6nemli bir degisim yaratmadigi saptanmistir. 40 g
KOI/L giin sabit OLR’de farkli HRT de (giin) (3.5; 2;
1) hidrojen iiretim hiz1 22; 15 ve 5 mmol H,/g KOI
olarak belirlenmistir [15].

Siirekli biyohidrojen iiretim g¢alismalarinda hidrojen
iretim hizi artisinin yani sira biyogazin hidrojen
icerigi de Onemlidir. Yapilan caligmalarda, gaz
miktarmin farkli OLR’ler ile degistigi, gazdaki
hidrojen derisiminin %44-52 gibi yiiksek seviyelerde
dengede kaldig1 saptanmustir [16].

Substrat: Fermentatif ~ hidrojen  {iretiminin
stirdiiriilebilirligi ~ kullanilan ~ substrata  baghdir.
Substratin fiziksel-kimyasal 6zellikleri prosesin tiim
verimliligini kuvvetli bigimde belirler. Siirdiirtilebilir
biyohidrojen fiiretimi i¢in hammadde, yiiksek
karbonhidrat igerigi, ¢ok diisiik miktarda 6n aritim
gereksinimi, fermentatif doniisim ve enerji geri
kazanimma uygun yeterli bir derisim, kaynagin
stirdiiriilebilirligi ve diisik maliyet o6lgiitlerini
saglamalidir.

Isletme acisindan yiiksek substrat derigimleri tercih
edilmektedir, ¢linkii potansiyel olarak yiiksek
hacimsel {iretim hizina sebep olurlar [17]. Genel
olarak, atigimn biyolojik parcalanabilirligi, hidrojen
liretiminin ana kaynagi olan karbonhidrat icerigine
baglidir.  Yapilan ¢aligmalar  gdstermistir ki
karbonhidratca zengin atigin  hidrojen iiretim
potansiyeli, yag veya proteince zengin atiginkinden
20 kat biiytiktiir [6].

Kullanilabilecek  substartlar dort ana  grupta
siniflandirilir [6]: Saf substratlar (katabolik yolizleri
tanimlanmis olduklari igin temel deneysel ¢aligmalar
icin uygundur, ancak yiiksek maliyetinden dolay1
endiistriyel Olgekte kullanim i¢in uygun degildir);
enerji bitkileri (birim alan bagma yiiksek verim,
yiiksek seker icerigi, diisiik lignin igerigi ve toprak
islemesinin kolay olmasi istenir); kat1 atiklar (kentsel
atiklar ve besin isleyen endiistriden kaynaklanan
atiklar bu grup i¢inde degerlendirilir); endiistriyel
atiksular (yiiksek derisimde organik bilesikler (KOT)
iceren atiksular uygundur), yiiksek oranda kolaylikla
parcalanabilen bilesikler (karbonhidratlar), yiiksek
sicaklik). Nisasta ve selilloz iceren atiklar, gida
endiistrisi atiklar1 ve aritma ¢amurlar1 bu amag icin
kullanilabilen  atiklardir. ~ Karmasik  yapidaki
substratlardan elde edilen 6zgiil hidrojen verimleri saf
substratlardan daha diisiiktiir, ancak ekonomik agidan
bakildiginda ¢ok stirdiiriilebilirdir [6,18].
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Niitrient: Azot hidrojen iireten bakterinin biiyiimesi
icin ana niitrientlerden biridir. Bu yiizden uygun azot
seviyesi saglanmalidir. Bu amacla en ¢ok kullanilan
azot kaynagi amonyak azotudur. Fosfat niitrient
degerinin yani sira tamponlama kapasitesinden dolay1
da hidrojen iiretimi i¢in gereklidir. Fosfat derigiminin
artmas1 ile hidrojen tretimi artar ancak yiiksek
seviyelerde azalacaktir [13]. Optimum N, P, C/N, C/P
oranlart lizerine anlagsma saglanamamistir, bu ise
kullanilan deneysel sartlardan ileri gelmektedir.

Metal iyonu: Metal iyonunun yiiksek derigsimleri
hidrojen tireten bakteri aktivitesini engelleyebilir, iz
seviyedeki metal iyonlar1 ise fermentatif hidrojen
iiretimi i¢in gereklidir. Fe'?, hidrojenaz i¢in ana iyon
oldugu icin 6nemlidir. Agir metallerin zehirliligi de
hidrojen tretim sistemlerinde dikkate alinmalidir.
Yapilan c¢aligmalarda bazi metallerin  zehirlilik
seviyeleri Cu>Ni-Zn>Cr>Cd>Pb diizeninde
verilmistir [13].

Mineral tuz icerigi de hidrojen iretimini etkiler.
Uygun igerik ile elde edilen hacimsel hidrojen {iretim
hizi (VHPR), geleneksel asidojenik niitrient
formiilasyonu ile elde edilen degerden % 66 daha
yiiksektir. Demirin yani sira magnezyum, sodyum ve
cinko ve bakteriyal enzim kofaktorleri, taginim
prosesleri ve dehidrojenaz igin gerekli olduklari igin
VHPR’yi etkileyen 6nemli iz metallerdir [19].

Sicakhk: Uygun araliktaki sicaklik artisi, hidrojen
iireten bakterilerinin aktivitesini artirir, fakat yiiksek
sicakliklarda azaltir. Yapilan c¢aligmalar uygun
sicakligmm her zaman ayni olmadigini gdstermistir
[13].

VHPR iizerine sicakligin etkisi, glukozun asetata
doniigiimiiniin Gibbs serbest enerjisindeki ve standart
entalpisindeki degisim ve teorik verim gbz Oniinde
bulundurulmasi ile termodinamik olarak
aciklanabilir.  Asetat  olusum  reaksiyonunun
(reaksiyon 4) Gibbs serbest enerjisi (AG°= -207
kJ/mol) ve entalpisindeki degisim (AH°= +90,69
kJ/mol), reaksiyonun kendiliginden = meydana
gelebilecegini ve reaksiyonun endotermik oldugunu
gosterir. Van’t Hoff denklemi denge sabiti {izerine
sicakligin etkisini agiklamada kullanilabilir (denklem
1D[19].

(11)

K, _[mY[co.Flcr,coon
K.~ i, [co, blcm,coonT,

(12)

Sicaklik artarsa, denge kinetik sabiti de artar, ¢linkii
reaksiyon endotermiktir (AH® pozitif isarete sahip).
Bu ylizden glukoz fermentasyon sicakliginin artisi,
H, derisimini artiracaktir. Yiiksek sicakliklar
mikroorganizma aktivitesini etkileyen proteinlerin
termal denaturasyonuna neden olabilir. Ayrica
termofilik proseslerin diger potansiyel dezavantaji
artan enerji maliyetidir. Bu reaktorleri 1sitmak icin
gereken enerji, hidrojen iiretimindeki verim artisi ile
karsilanacagini fayda-maliyet analizi yapilmasi sureti
ile gormek gerekir [19, 17].

pH: pH, metabolizma yolizi gibi hidrojenaz
aktivitesini de etkileyebildigi i¢in hidrojen iireten
bakteri aktivitesinde ve fermentatif hidrojen
iiretiminde onemli bir faktordiir. Uygun aralikta pH
artis1 hidrojen iireten bakterinin giiciinii artirir, fakat
yiiksek pH azaltir [13]. Yiiksek fermentasyon hizlari
yiiksek oranda organik asit olusumundan dolay1
sistemi asidifikasyona gotiriir. Bu durum iriin
dagilimini ve hiicre yagamini etkiler [17]. Fermentatif
bakteriler asitleri daha ileri seviyelere par¢alayamaz.
Asit birikimi kiiltiirin pH’1in1 belirgin bir bigimde
diigliriir ve ardindan bakteriyal hidrojen iretimi
engellenmis olur. Bakteri 5’den daha diisik pH
degerlerinde dayanamaz ve bdylece asit iiretimini
azaltacak bir yol wveya belirli biyokimyasal
reaksiyonlart meydana getirecek bir yol zorunlulugu
ortaya cikar. H, iiretimi i¢in ¢ok diisiik pH limitli
asidirik  fakdiltatif —anaeroblarin (bu fakiltatif
anaeroblarin alkali tiiketimi azdir) kullanimi bir
alternatif olabilir [2].

Hiicre biiyiimesi i¢in uygun pH, yiiksek hidrojen
potansiyeli elde etmek i¢in gereken uygun pH ile aym
olmadig1 belirtilmistir. Ornegin basit bir substrati
parcalamak i¢in Clostridia ig¢in en uygun pH 4,7-7,0
iken yiksek verim pH 9,0’da belirlenmistir.
Skonieczny ve Yargeau [20], tarafindan yapilan
calismada C. beijerinckii saf anaerobik bakteri ile
hidrojen iiretim hizina substrat derisimi ve ilk pH’n
etkisi arastirilmistir. Sonucglar goéstermistir ki en
yiiksek hidrojen iiretim hiz1 yiiksek pH ve yiiksek
glukoz derisiminde meydana gelmistir. pH 6,1 ve 3 g
KOI/L glukoz derisiminde en yiiksek déniisiim
goriilmiistiir (10,3 ml Hy/g KOI L), pH 6,3 ve 2,5 g
KOI/L substrat yiiklemesinde en yiiksek iiretim hiz1
(71 ml Hy/saat L) elde edilmistir.
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Substrat derigimi arttigt ve HRT azaldiginda, VHPR
artar. Bununla birlikte, diisik HRT’de, mikrobiyal
yikanma mikrobiyal biiyiimeden daha biiyiik olabilir.
Bu yiizden, reaktorde diisiik derisimdeki biyokiitle,
azalan VFA fretimine ve yliksek pH’a neden olur.
Yiiksek substrat derisimi reaktérde VFA’nin
birikimine ve diisiik pH’a sebep olur. VFA birikimi
hidrojen iireten bakteriyi, hidrojen iiretimini azaltan
solvent tiretimine sevk eder ve hiicre 6liimiine sebep
olur. Reaktorde diisiik pH, eger mikroorganizmalar
asidik olmayan ortamdan geliyorlarsa
mikroorganizma aktivitesini engeller. Ayrica, pH
azalirken ayrigsmayan asitlerin = (asetik, biitirik)
oranlar1  artar, ayrigmayan  formlar  hiicre
membranindan gegebilir, membran pH farki zayiflar
ve hiicre spor halini alir veya oliir. Ayrica, kesikli
sistemlerde substrat derisimi arttifinda hidrojenin
kismi1 basmer artar ve mikroorganizmalar alkol
tiretimine baglar, boylece hidrojen iiretimi engellenir
[19].

Yiiksek derisimde ayrigmig asitler, ¢dzeltinin iyonik
giicinii artirir ve sistemin, hidrojen iiretiminden
solvent iiretimine donmesine sebep olur. Diisiik
pH’da polar olmayan ayrismanus asitler hiicre
duvarindan gegebildiginden dolay1 engelleyici etki
meydana gelir, hiicre i¢inde ¢ok yiiksek pH olmasi
durumunda proton salinir. Bu durum enerji ihtiyact
artigina sebep olur. Bir etki olarak, glikolizden dolay1
glukoz akisi azalir. Hiicre i¢i asit derisimini
koruyacak ana parametre, hiicre dig ortaminin
pH’1dir. Hidrojen dretimi i¢in uygun pH 5-7
araligindadir, en uygun deger ise 5,5’dir. Asetik ve
biitirik asitin ayrigmamig formlarinin etkisi diisiik pH
(pH<4,5)’da biiyiiktiir, hiicre biiyiimesini engeller.
Karisik kiiltiirler i¢in uygun pH konusunda 6ngdriide
bulunmak dogru olmayacaktir [21].

Enzim: Biyohidrojen iiretimi, mikroorganizmalarda
bulunan hidrojen iireten enzimlere baghdir. Bu
enzimler ¢ok basit redoks reaksiyonunu katalizler:

(2H" +2¢” —> H,). Bu

gergeklestiren enzimlerin birgogu, aktif yerlerinde
karmasik metalli gruplar ve 6zel proteinler igerirler.
Bir¢ok hidrojen iiretim sitemi tarafindan kullanilan {i¢
ana hidrojen iireten enzim (nitrojenazlar, [NiFe]-
hidrojenazlar, ve [FeFe]-hidrojenazlar) vardir.
Nitrojenazlar, azotu amonyaga fikse eden reaksiyonu
katalizler ve aymi anda protonlarin (H") hidrojene
zorunlu indirgenmesini saglar. [NiFe]-hidrojenazlar,
hidrojen {iretiminde nitrojenazlardan 15 kat daha
etkilidir.  [NiFe]-hidrojenazlar sadece hidrojen
liretmez ayrica onlar uptake hidrojenazlar (hidrojen
tilketen enzimler) olarak da is yapabilir, hidrojenden
elektronlart kullanir ve onlar1 nikotinamid adenin

reaksiyonu

dintikleotid fosfati (NAD(P)) indirgemekte kullanir.
En etkili hidrojen iiretim enzimi [FeFe]-
hidrojenazlardir, nitrojenazlardan 1000 kat daha iyi
aktiviteye sahiptir, [NiFe]-hidrojenazlardan 10-100
kat daha iyi aktiviteye sahiptir. [FeFe]-hidrojenazlar
cevrelerine bagli olarak ya hidrojen firetir yada
tiketebilirler. Bu enzimlerin iigli genel olarak
oksijene hassastirlar ve uygun hizda hidrojen iiretmek
icin oksijenin ortamdan uzaklastirilmas1 gerekir.
[NiFe]-hidrojenazlar, ve [FeFe]-hidrojenazlar
anaerobik mikroorganizma karisimi veya saf kiiltiirler
tarafindan karanlik fermentasyonlarda kullanilabilir.
Bu reaksiyonlarda oksijen iiretilmedigi veya
tilketilmedigi icin, her iki hidrojenaz tipinin oksijen
tarafindan pasif hale sokulmasi ¢ok az olasidir [22].

BiYOLOJIK H, URETIMINDE FiZYOLOJIiK
SINIRLAMALAR

Termodinamik ac¢idan, atiksuda ¢oziinen substratlar
yiiksek entropi durumunda oldugu i¢in, mekanik
yollar ile yanma entalpilerini elde etmek biraz giictiir.
Aksine, biyolojik proseslerde mikroorganizmalar,
endiistriyel atiksu ve camur gibi yiiksek su igerikli
organik kaynaklardan enerjiyi geri kazanabilir. Bu
nedenle, biohidrojen iiretimi entropi azaltict bir
prosestir, mekanik veya kimyasal sistemler ile bu
gerceklesmez [23]. Hidrojen iiretiminde
termodinamik sinirlamalar mevcuttur [24, 25, 8].

Organik substratlardan hidrojen tiretimi, elektronlarin
hiicre i¢i elektron tastyict molekiillerden protonlara
transferini  kapsayan hidrojenaz  reaksiyonunun
termodinamikleri ile smirlanmistir. Protonlar kotii

elektron alicilaridir (E}j,2 =-414 mV); bu yizden,
elektron vericisi kuvvetli indirgeyici ajan olmalidir.

Ferrodoksin diisiik potansiyele sahip (E, =-400

mV) protonlart hidrojene indirgeyebilen demirli-
kiikiirtlii proteindir. Diger 6nemli hiicre i¢i elektron
tastyicis, NADH, yiiksek redoks potansiyeline

sahiptir (E;\);ADH =-320 mV). Protonlar1 indirgemek

icin indirgenmis ferrodoksin ve NADH’in yetenegi,
gercek sartlar altinda net reaksiyonun redoks
potansiyeli ile belirlenir. Ferrodoksin ve NADH’nin
oksitlenmis ve indirgenmig formlarimin hiicre igi
derisimleri yaklasik esit kabul edildigi zaman,
denklem (13)’den daha biiyilk hidrojen kismi
basincinda hidrojen {iiretimi termodinamik olarak
uygun olmaz.

2F(Ej, —E]
RT

P

H, ,max

<exp (13)
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Burada £ ;’ elektron vericisinin redoks potansiyelini,

F Faraday sabitini, R ideal gaz sabitini, T gercek
sicaklig1 gostermektedir. Ferrodoksin icin, hidrojen
kismi basmcr ~0,3 atm (3x10* Pa)’dan daha az
oldugu siirece hidrojen iretimi devam edebilir;
NADH igin hidrojen kismi basinct ~6x10™ atm (60
Pa)’dan az olmalidir. Bu degerler, -elektron
vericilerinin oksitlenmisg ve indirgenmis formlarinin
esit derisimde olduklarmi kabul eder. Indirgenmis
ferrodoksinin oksitlenmis ferrodoksine orani birden
biiyiik olursa ¢ok yiiksek hidrojen kismi basinci
saglanabilir [8].

Hekzoslar birka¢ yolizi ( Embden-Meyerhoff-Parnas
(yani glikoliz) veya Entner-Doudoroff) ile piruvata
metabolize olabilirler. Bu yolizlerinin her ikisinde 1
mol hekzos basina 2 mol piruvat ve 2 mol NADH
diretilir. Bu yiizden 1 mol hekzos metabolizmasi
sonucu 2 mol hidrojen olusur. Hidrojen kismi basinci
yeterince diisiik ise (<60 Pa), iretilen NADH
hidrojen {iiretimi i¢in kullanilabilir(en iyi durumda 1
mol hegzos basina 2 mol hidrojen), fakat NADH’ nin
¢ogu biitirat fermentasyonu gibi diger fermentasyon
yolizleri ile de yiikseltgenebilir. Baz1 fermentasyon
dirtinleri (etanol ve laktat gibi) piruvat metabolizmasi
icin alternatif yolizlerini ifade eder. Bu anlamda,
onlar genel olarak 1 mol hekzos basma 2 mol’den
daha az hidrojen tireten sistemler olarak bilinirler [8].

H, veriminin diisiik olmasinin sebepleri

Fermentatif  biyohidrojen  {iretim  proseslerinin
ticarilestirilmesindeki en onemli kisitlayicilarindan
biri diisiik hidrojen verimleridir. Bu verim prosesin
ekonomik olarak uygulanmasimi giiclestirir. Pratikte

yiiksek hidrojen verimleri asetat ve biitirat
fermentasyon {rlinleri karisimi  ile karakterize
edilmekle birlikte, diisiik hidrojen verimleri

propiyonat ve indirgenmis en son iriinler (alkoller,
laktik asit) ile amilir. Disiik hidrojen verimi,
fermentasyon birimlerinin hiicre biyokiitlesi iiretecek
ve hidrojen iiretmeyecek bir gelisim ile optimize
edilmelerinin  dogal bir sonucudur. Bdylece,
substratin (piruvat) bir kismi ATP iiretmek igin
kullanilir, {iriin (asetat) olusur. Bundan bagka, bazi
organizmalarda ger¢ek hidrojen verimi bir veya daha
fazla uptake hidrojenazin (iretilen hidrojenin bir
kismuni tiiketen hidrojenaz) varligi yiiziinden azalir.
Stokiyometrik verime sadece dengeye yakin sartlar
altinda ulasilabilir, ki bu ¢ok yavasg bir hiz1 ve/veya
cok disik hidrojen kismi basincini ifade eder.
Yapilan caligmalarda stokiyometrik degerden daha
diisiik degerler elde edilmistir [2].

Hidrojen ve VFA, mikroorganizmalarin hizli biiyiime
ve yatigkin biiylime safhalarinda iretilebilir. Hizli
biiyiime safhasinda en yiiksek degere ulagsir, alkol
iiretiminden dolay ise yatigkin sathada azalir. Dogal
fermentasyonda maksimum hidrojen verimine,
yukarida ifade edildigi gibi biokiitle iiretimi oldugu
ve hidrojen iretilmedigi icin ulasilamaz. Ayrica,
fermente edici hiicreler tarafindan hidrojen tretimi
bakteriyal metabolizma i¢in enerjinin israfidir ve bu
yiizden bu hiicrelerde hidrojen geri kazanimim
saglayacak mekanizmalar mevcut. Ilaveten, hidrojen
verimi, irliniin kismi basinct ile negatif olarak
etkilenir. Biiyiime ihmal edilirse teorik olarak hekzos
sekerlerindeki elektronlarin %33’ hidrojene, substrat
elektronlarmim %66’s1 VFA iiretimine kanalize olur
[19].

FERMENTATIF H, URETIMINIiN
ARTIRILMASINDA UYGULANAN
YAKLASIMLAR

Anaerobik karanlik fermentasyon ile glukozun CO,
ve Hp’e tam bir par¢alanmasimni saglamak biraz
giictiir. H, fermentasyonunda substratlarin enerji
potansiyellerinin yalnizca %10-20’si H, olarak geri
kazanilabilir [7]. Bu verim, mevcut kimyasal veya
elektrokimyasal  hidrojen  {iretim  proseslerine
alternatif olarak ekonomik bakimdan c¢ok diisiik
oldugu goriilir. Bu prosesin gelistirilmesi {izerine
yogun arastirmalar yapilmigtir. Bu arastirmalarda
genetik olarak degisiklige ugramis
mikroorganizmalarin gelisimi, reaktdr tasariminin
gelistirilmesi, hiicrelerin tutuklanmasinda farkli kati
yapilarin  kullanimi, iki  safhali  proseslerin
gelistirilmesi ve H, iiretim hizinin yiikseltilmesi
iizerinde durulmustur [26]. Endistriyel o0lgekte
uygulanabilmesi i¢in atik materyali etkili olarak
isleyebilecek mikrobiyal kiiltirler gereklidir. Atik
materyalden hidrojen iiretimi iki amaca (temiz enerji
iiretimi ve biyoiyilestirme) hizmet edecektir [12].

Asagidaki  boliimlerde hidrojen liretiminin
gelistirilmesi i¢in dnerilen yaklagimlar ele alinmustir.

Yeni H, iireticilerinin izolasyonu ve o6zellikleri

Hidrojen tiretim teknolojileri a¢isindan, herhangi bir
sekilde dogal olarak izole edilen mikroorganizmanin
stokiyometrik degerden daha fazla miktarda hidrojen
iiretebilecegi aciklanmamistir. Bu degerden daha
yiiksek hidrojen iiretebilecek yeni tiirlerin izolasyonu
ile ilgili caligmalar yapilmaktadir. Bu tiirlerden
bazilar1 s6yle; hidrojeni hem biiyiime hem de yatigkin
sathada iretebilen Enterebacter asburiae SNU-1,
inorganik  azotlu ortamda etanol-asetat tipli
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fermentasyonu yapabilen termofilik hidrojen tireticisi
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum
PSU-2, CO’e bagmmli Citrobacter sp. Y19,
Rhodopseudomonas palustris P4, ¢ok genis aralikta
substratdan hidrojen {iretebilen yeni son derece
termofil Caldicellulosiruptor saccharolyticus [11,
27]. Termofilik bakterilerin kullanildig1 yiiksek
sicakliktaki  hidrojen iretimi, hidrojen tiiketen
bakterilerinin bulagmasini 6nleyen bir proses olarak
tanimlanir.  Thermoanaerobacterium  sp. ve
Thermotage sp. gibi etkili hidrojen iireten bakteriler
bu amag i¢in kullanilmigtir [21].

T Kharagpur Biohidrojen Grubu, hidrojen
dretiminin gelistirilmesi i¢in Enterobacter cloacae
IIT-BT 08 yiiksek verimli tiir ile karigik mikrobiyal
toplulugu kullanarak iki sathali proseste fermentatif
hidrojen iretimi tizerine g¢alismislardir.  Yapilan
calismalarda Enterobacter cloacae IT-BT 08’m pH
6,5’da 36°C’de farkli karbon kaynaklari ile hidrojen
iiretiminde uygun oldugu bulunmustur (en yiiksek
hidrojen verimi 2,9 mol Hy/mol glukoz). Bu
organizmanin ¢ift mutant tiiriniin H, verimini 6nemli
Olgiide  artirdigt  goézlenmistir. Bunun  sebebi
Enterobacter cloacae 1IT-BT 08’nin tim alkollere
karst ¢ok hassas oldugu, mutantlarinin ise alkol ve
asitlerin olduriicii derisimlerini tolere edebilmesidir.

Rekombinant (yeni mikroorganizma) tiirlerinin
kullanildigit ~ fermentatif  hidrojen  {iretiminin
yapilabilirligi  incelendiginde E. coli BL-21

rekombinanti ile 3,1 mol H,/mol glukoz verimi elde
edildigi saptanmistir. Herhangi bir organizmanin
endiistriyel acidan uygunlugu, H, iretimi igin
organizmanin farkli karbon kaynagi kullanabilme
yetenegi ile artar. Sonuglar Enterobacter cloacae 11T-
BT 08’nin amilaz, seliilaz, lipaz gibi bazi hidrolize
neden olan enzimleri iiretebildigi ve H, iiretimi i¢in
atikta mevcut ¢esitli karbon tiplerini kullanabildigini
gostermistir [12].

H, kism basincinin ayarlanmasi

Kismi basing veya sivi fazda H, derigimi, fermentatif
H, iretimini etkileyen ana faktdrlerden biridir.
Yiksek H, kismu basinci, hidrojenaz aktivitesini
azaltmasi ile ve termodinamik olarak uygun olmayan
H, iiretim reaksiyonlarmi meydana getirmesi ile H,
iiretiminde negatif etki yaratir [7]. Asetatin hidrojene
doniigim reaksiyonu tlimli sicakliklarda
termodinamik olarak elverissizdir (AG°=+104,6
kJ/mol) ve kuvvetli dereceden hidrojen kismi basinci
ile belirlenir. Hidrojen {iretimi yolizleri H,
derisimlerine karst hassastir ve son {iriiniin
engelleyici  etkisine maruz kalirlar.  Hidrojen
derigimleri artarken H, sentezi azalir ve metabolik

yolizleri laktat, etanol, aseton, butanol veya alanin
gibi indirgenmis substrat {iiretimine dogru kayar.
Siirekli hidrojen sentezi i¢in 60 °C’de pH,<50kPa, 70
°C’de <20kPa ve 98 °C’de <2kPa basing gereklidir
[2].

Le Chatelier prensibine gore, reaksiyon 4’in dengesi,
reaksiyonun gaz halindeki iirlinlerden birinin veya
her ikisinin giderilmesi ile saga kayacaktir. Sistemin
toplam basmcinin azaltilmasi ile H, kismi basincinda
azalma reaksiyon dengesini saga kaydiracak ve
boylece hidrojen iiretimi artacaktir [28]. Das [12]
tarafindan yapilan calismada kesikli fermentasyon
prosesinde kismi basincin 760 mmHg’dan 380
mmHg’ya disiiriilmesi, molar hidrojen verimini %34
artirdig belirlenmistir.

Kismi basincin azaltilmasinda ilk girisim, reaktdriin
tepesindeki CO,’i, KOH kullanarak gidermektir, bu
sekilde kismi basing %87’ye kadar azaltabilir. Bu
durum hidrojen verimini 1,4’den 2 mol/mol glukoz’a
artirir. H, kismi basincini azaltmak igin diger bir yol
gaz piiskiirtmedir. Ozgiil H, iiretim hiz1 N, piiskiirtme
sartlart altinda 1,5°den 3,1 ml Hjy/dakika g
biyokiitle’ye arttig1 belirlenmistir. Mandal ve dig.,
[28]  tarafindan  yapilan caligmada  kesikli
fermentasyon prosesinde toplam basincin
digirilmesi  ile H, kismu basmcindaki 760
mmHg’dan 380 mmHg’ya olan azalma, H, verimini
1,9°dan 3,9 mol H,/mol glukoz’a artirmustir.
Reaktordeki toplam basincin diisiiriilmesi arzu edilen
reaksiyon dengesini saglar ve bdylece istenmeyen
solvent olusum yolizi ile olusabilecek herhangi bir
inhibisyon olasilig1 engellenmis olur. Ayrica igletme
basincimin disiiriilmesi ile olugan diisiik hidrojen
kismu basinci, etanol ve/veya organik asitler gibi
indirgenmis yan triinlerin iiretimine yonlendirilen H,
tiketimini engeller. Alkol {retimi, NADH gibi
indirgeyici esdegerler bigiminde H, tiketimini
kapsadig1 igin sekerin alkollere metabolizmasi igin
uygun fermentasyon sartlart H, iretimini azaltir.
Ayrica, gazin styirilmasi, reaktoriin tist kisminda sivi
faz ile gaz faz arasinda basing farkliligmin artisi ile
¢oziinmeyi kolaylastirir. CO, ve H, gaz bilesenlerinin
derigimlerinin sistemde azalmasi 6zellikle 6nemlidir,
clinkii homoasetojenez reaksiyonu genel olarak
iretilen gazdaki H, ve CO, derisimleri ile
baglantilidir. Bu gaz bilesenlerinin derigimlerinin
diisliriilmesi homoasetojenez reaksiyonunu engeller.
Reaktordeki isletme basincinin  disiiriilmesinin
o6nemli bir katkis1 da lag siiresini (asilamanin
baslangicindan gaz {iretiminin baglamasina kadar
gegen siire) dislirmesidir. Ayrica diigiikk isletme
basincinda pH degisiminin daha az oldugu
belirlenmistir.
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H, kismu  basincinin  azaltilmasinda  gazin
piiskiirtiilmesi faydali bir metottur. Bu ydntemin
diger faydasi reaktdrde karistirmayi gelistirmesidir.
Kim ve dig., [7] tarafindan siirekli sistemde H,
liretimi lizerine gaz piskiirtmenin etkisi incelenmistir.
Piskiirtme gazi olarak N, ve CO, gazlari ile
reaktorden elde edilen biyogazin kullanildig:
calismada N, ve CO, gazlarin piiskiirtiilmesi ile elde
edilen H, verimi ve o&zgiil hidrojen {iretim hizi
(SHPR), biyogazin kullanimu ile elde edilen degerden
daha yiiksek olmustur. Yani N, ve CO, gazlarin
plskiirtilmesi ile elde edilen H, kismi basimeci
azalmast H, fermentasyonu ic¢in faydali bir etki
yaratmistir. CO, piskiirtme hizi 100’den 300
ml/dakika’ya arttigt zaman H, veriminin 1,40’dan
1,68 mol Hy/mol tiiketilen hekzos’a arttig1
belirlenmistir. En iyi performans 300 ml/dakika ile
elde edilmistir. CO, kullamiminin diger bir pozitif
etkisi ileri stiriilmiistiir. Yiiksek CO, kismi basinci H,
iireten bakteri lizerinde ¢ok kiigiik etkiye sahiptir,
fakat H, ireten bakteriler ile rekabet halinde olan
asetojenler ve laktik asit bakterileri gibi diger
mikroorganizmalar  {izerinde engelleyici etkisi
yaratmaktadir.

CO,’nin sistemde bulunmasi da hidrojen verimini
tayin eder, ¢linkii hiicreler CO,, piruvat ve
NADH’nin kullanilmast yolu ile suksinat ve format
sentezler. NADH glukozun piruvata fermentatif
doniisiimiinden olusur ve NADH’nin yeniden
yiikseltgenmesi hidrojeni meydana getirir (reaksiyon
14). Boylece, kiiltiir ortamindan etkili olarak CO,
giderimi, NADH tiiketimini onler ve hidrojen
verimini artirir. CO, inert gaz piiskiirtiilmesi ile veya
membran temelli proseslerin uygulanmast ile
giderilebilir. Sadece Ar gibi inert gazlar degil,
hidrojen de CO, gideriminde etkilidir. Metot ayrica
ekonomiktir, ¢linkii iiretilen hidrojen, giderici gaz
olarak kullanilirsa, tinitede gaz karisimini ayirmaya
ihtiya¢ kalmaz [29, 2].

NADH + H® — NAD" +H, (14)
Reaktorde hidrojen kismi basincinin disiiriilmesi ile
hidrojen {retimini gelistirmek i¢in bazi farkh
uygulamalar da denenmistir. Bunlardan vakum
uygulamasinin hidrojen verimi iizerine ¢cok az etkiye
sahip oldugu bulunmustur. Asir1  doygunlugu
onlemek icin giicli karistirma, karigik sividan
¢ozlinmiis hidrojeni gidermek i¢in hidrojene gegirgen
membran ve azotun kullanimi ve siirekli basincin
tahliye edilmesi gibi metotlar hidrojen tretimini
O6nemli  Ol¢iide  gelistirmistir.  Azot  gazmnin
kullanilmast hidrojen verimini artirmasi yaninda

prosesin dengesini de gelistirdigi saptanmistir. Bu
metodun dezavantaji ise biyogazdaki hidrojen
iceriginin seyrelmesinden dolay1 hidrojenin geri
kazanim maliyetinin artmasidir [30].

Metabolik yolizinin degisimi

Mikroorganizmalarin biyohidrojen liretiminin
artirilmasi igin, metabolik yolizi alaninda ¢ok biiyiik
ilerlemeler  kaydedilmistir. ~ Zorunlu  anaerob
mikroorganizmalarda yapilan ¢aligmalar, en onemli
problemlerden birinin, fermentasyon son firiinlerinin
birikimi ile hidrojen {iretiminin engellenmesini
gostermistir. Asetik ve biitirik asitlerin iiretimi ve
birikimi, diisiik hidrojen verimi meydana getirir ve
toplam 19 mM ayrismamis asit derigsimi solvent
olusumunu baglatir. Farkli Clostridium tirleri, farkli
oranlarda son {iriin meydana getirir, bu yilizden
hidrojen iretim potansiyeli etkilenir. Glukozdan
hidrojen veriminin artirilmast igin biitirik  asit
olusumunun 6nlenmesi ve asetik asit {iretiminin artigt
saglanmalidir. Asetat iiretiminin 4 mol Hy/mol
glukoz’a artmasi ekonomik olarak yeterli degildir. Bu
degeri 8-9 mol H,/mol glokuz’a artirabilmek i¢in, yan
iiriin olarak {iretilen asetat yeni gelistirilen mikrobiyal
yakit hiicre-bazli proses kullanilarak hidrojene
doniistiirtilebilir. Fakiiltatif anaerob olan E. coli ile
yapilan caligmada hidrojen iiretiminin artirilmast igin
cesitli metotlar Onerilmistir (laktat iiretimi, suksinat
liretimi veya herikisi). Bu ¢aligmalar karbonun format
olusumuna ydnlendirilmesi ile hidrojen {iretiminin
artirilabilecegini gostermistir [31, 22].

Metabolik yolizlerinin degistirilmesi ile metabolik
iirin olan organik asitlerin olusumu engellenerek
hidrojen verimi artirilabilir. Fermentasyon sirasinda
olusan fazla miktardaki indirgeyici esdegerlerin
bertarafi, hidrojen iireten fakdiltatif anaeroblarda en
O6nemli smirlayict faktorlerden biridir. Bu asiri
indirgeyici esdegerler, proton rediiksiyonu yolu ile
bertaraf edilebilir, hidrojenaz ve elektron tasiyicilar
yardimi ile durum kolaylastirilir ve organizmalar
hidrojen olusumuna yonlendirilir. Bu goz oniinde
bulunduruldugunda  hidrojenaz  aktivitesi ile
metabolik yiikseltgenme reaksiyonlarinda salinan
elektronlarin  bertarafinda  bakteriyal  hidrojen
iiretimini bir ara¢ olarak diisiinmek dogru olacaktir

[2].

Fermentasyon bakterisinin her biri, propiyonik asit
fermentasyonu, biitirik asit fermentasyonu, etanol
fermentasyonu veya laktik asit fermentasyonu gibi
0zel fermentasyon tiplerine sahiptir. Ekolojik

faktorler degistigi zaman, fermentasyon tipi
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degismese bile, fermentasyon bakterisi tiim son
iiriinlerinin doniisiim oranini degistirecektir [32].

Biitirik asit tipli hidrojen iiretim fermentasyonun
dengesi: 1ki safhali anaerobik biyolojik aritim
stiresince, asit liretim safhasinda ¢ogunlukla biitirik
asit tipli fermentasyon meydana gelir. Biitirik asit
tipli fermentasyonun en son fermentasyon {iriinleri
genel olarak bir miktar propiyonik asit ierir. Siv1 faz
ana son lriin olarak biitirik asit ve asetik asit igerir.
Belirli sartlar altinda, yiikseltgenme-indirgenme
reaksiyonlart sirasinda ortam metabolizma {iriinleri
NADH+H" ile NAD" arasinda bir denge farki vardir,
bu yiizden fermentasyon prosesi ¢ogu kez denge
durumundan sapar. Mikroorganizma
metabolizmasinin ayarlanmasi ile yiikseltgenme-
indirgenme prosesini denge durumunda veya denge
durumuna yakin durumda korumak igin ¢ogu kez
propiyonik asit doniisim hizt artirtlir. Literatiir
gostermistir ki, pH 5,5’den kiigiik veya 6’dan daha
biiyiik oldugu zaman, fermentasyon iiriinii baslica
asetik asit ve biitirik asit; pH 5,5 ile 6 arasinda
oldugunda propiyonik asit doniisiim hiz1 Snemli
Olciide artmustir. Asit iireten bakteri diisik pH’da
biiytidiigii halde, bir¢ok mikroorganizma gibi, asit
ireten bakterinin ¢ogalmasi i¢in en uygun pH
notraldir. pH 6’dan daha fazla oldugu zaman,
organizmalar, biitirik asit tipli fermentasyonda denge
durumunu saglamak icin NADH+H (NADPH+H")
tamamen kullanabilir. Anabolizma, bu pH sinin
icinde fermentasyon yolunu kontrol eder. Normal
anabolizma ve ¢ok yiiksek ATP verimini saglamak
icin asetik asit ve biitirik asit kullanilir. Biitirik asit
tipli fermentasyon i¢in en dezavantajli pH aralig1 5,5-
6 dir.

Etanol tipli hidrojen iiretimi fermentasyonunun
dengesi: Fermentasyon tipi, iki ana faktor ile
sinirlanmistir;  mikroorganizma popiilasyonu  ve
siirlayici ekolojik faktorler (pH, sicaklik ve benzeri).
Hidrojen kismi basinci etanol tipli fermentasyon igin
giclii faktér olarak disiiniilmelidir. Reaktordeki
hidrojen kismu basinci, etanol doniisiim hizini biiyiik
Olciide etkiler. Etanol, hidrojen kismi basinct 10*
Pa’dan fazla oldugu zaman birikebilir. Hidrojen
kismu basincr 10* Pa’m altinda oldugu zaman, etanol
asetik asite doniisecektir.

Ucgucu yag asitlerine (VFAs) ilaveten olusan etanol,
biitanol ve laktat gibi indirgenmis son iriinler H
atomlari igerir, ki bunlar gaz olarak salinmazlar. Bu
yiizden alkol iiretimi diisiik hidrojen verimine neden
olur. Hidrojen verimini artirmak i¢in, bakteriyal
metabolizma alkoller (etanol, biitanol) ve indirgenmis
asitlerden (laktat), VFAs dogru yonlendirilmelidir.

Iki alt birim igeren hidrojenaz, sitoplazmik taraf
iizerinde NADH (indirgeyici esdeger) ile ve
periplazmik taraf tizerinde protonlar ile etkilesim
icindedir. NADH genellikle glikoliz yolu ile
glukozun piruvata katabolizmasi ile iiretilir. Piruvatin
etanol, butanediol, laktik asit ve biitirik asite
dontigimii. NADH  yiikseltgenmesini  gerektirir.
NADH derisimi, bu alkolik ve asidik metabolitlerin
olusumu engellenecek olursa artacaktir. Bu sirast ile
NADH yiikseltgenmesi yolu ile hidrojen verimini de
artiracaktir [2].

Etanol tipli fermentasyon, biitirat ve propiyonat tip
fermentasyonlara kiyasla daha iyi biyohidrojen
iiretim kapasitesine sahiptir. Laboratuvar olgeginde
yapilan siirekli isletmelerde elde edilen en uygun
sartlar su sekildedir: sicaklik 35 °C, pH 4,0-4,5, OPR
(yikseltgenme indirgenme potansiyeli) -100 mV,
HRT 4-6 saat, OLR 40-70 kg KOI/m’ giin, giris
alkalinitesi (CaCOs) 300 mg /L. Asidojenik reaktorde
en yiiksek siirekli hidrojen iiretim hiz1 5,7 m* Hy/m’
giin olarak belirlenmistir ve uygun sartlar altinda
yaklasik 1 kg KOI, 5,4 mol hidrojen iiretecektir [33].

Genetik yaklasim

605 mg Hy/saat L simdiye kadar agiklanan en yiiksek
verimliliktir. Fakat bu proses hala ticari olarak uygun
degildir [31]. Hidrojen veriminin gelistirilmesi, H,
tireten bakterinin genetik degisimi ile saglanabilir.
Fermentatif hidrojen iireten bakterinin, hidrojen
prodiiktivitesinin artirtlmasi i¢in genetik olarak
birka¢ yontem mevcuttur [2]. Bunlar:

1. Substrat (glukoz) kullanilabilirligini artiran
seliilazlar, yariseliilazlar ve lignoseliilozlarin asiri
olusumu

2. Uptake hidrojenazin (hidrojen tiiketen hidrojenaz)
elenmesi

3. H,gelistiren hidrojenazlarin asir1 olusumu

Hidrojenaz biyolojik hidrojen iiretim proseslerinin en
onemli enzimidir. [NiFe]-hidrojenaz hem aerobik
hem de anaerobik mikroorganizmalarda bulunan
uptake hidrojenazdir, oysa [Fe]-hidrojenaz anaerobik
mikroorganizmalarda Oncelikli olarak hidrojene
indirgenmesini  katalizler. Uptake hidrojenazin
varliginda H, gazi kullanildig: ve tiiketildigi icin, net
H, tretiminde azalma goriiliir. Bu yilizden genetik
miithendisligi uptake hidrojenazin  {iretiminden
sorumlu geni elemeyi veya doniistiirmeyi hedefler.
Bu ise genin pasif hale getirilmesi ile yapilabilir [31].

Genetik olarak degistirilmis mikroorganizmalar ile
hidrojen iretiminin geligtirilmesinde, metabolik
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yolizi ve genom diizeni bilindigi i¢in en ¢ok
kullanilan mikroorganizma Escherichia coli’dir.
Escherichia coli ile hidrojen iretimi, uptake
hidrojenazin aktivitesinin yitirilmesi ile artirilabilir,
bdylece hidrojenin bir kismi geri kazanilabilir, ayrica
hidrojen iretimi olmaksizin formati okside eden
format hidrojenazlar N ve O’nin aktivitesinin
yitirilmesi ile de benzer durum elde edilebilir [19].

Biyoreaktor tasarim

Fermentatif hidrojen iiretim sistemleri, genel olarak
iki reaktorden ibarettir. ilki asidojenik reaktdr olup
hidrojen (ve CO,) ve kolaylikla parcalanabilen
organik bilesikler iiretir. Ikincisi metanojenik reaktor
olup metan iiretir. Asidojenik safthada olusan substrat
kolay parcalanabilir oldugu igin, baz1 yiiksek hizli
anaerobik reaktdr tipleri ikinci adim olarak
kullanilabilir.  Nispeten —diisik miktarda KOI
hidrojene doniistiigli icin (¢ok iyi substratlar igin
maksimum %25, normal olarak %5-10) ikinci adim,
kalan organik maddenin daha ileri pargalanmasi i¢in
gereklidir [6].

Biyohidrojen iiretimi 6zel biyoreaktdr sekilleri ile
gelistirilebilir. Boylece uzun zaman dénemlerinde
(aylar) duragan olan ve isletme parametrelerindeki
kisa siireli dalgalanmalara direng gosteren saglam
sistemler elde edilir. Ayrica, ¢ok uygun hacimsel
tretim  hizlar elde edilir. Biyohidrojen
fermentasyonlart kesikli ve siirekli sistemlerde
isletilebilir. Kesikli sistemler endiistriyel uygulamalar
icin uygun degildir, stirekli veya yar1 siirekli
yapilmasi oOnerilir. Ancak kati substartlar i¢in siirekli
olmayan veya yari siirekli reaktor tipleri
kullanilmaktadir [6]. Strekli karistirmali  tank
reaktorleri (CSTR) basit insa, kolay isletim ve etkili
homojen karisim saglar. Bununla birlikte bu
reaktorlerde HRT, mikrobiyal biiyiime hizini kontrol
eder ve bu nedenle HRT organizmalarin maksimum
biiyiime hizlarindan daha biiyiikk olmali, ¢linkii ¢ok
biiyiik seyrelme hizlari mikroorganizmalarin diga
yikanmasia sebep olur. Mikrobiyal biyokiitlenin
derisimi  ve  biiylimesi, HRT’den  bagimsiz
kilindiginda yiiksek hiicre derisimleri elde edilebilir,
boylece yiiksek hacimsel iiretim hizi ve miktarinin
tesvik edilmesi miimkiindiir [17, 10]. CSTR’de
hidrojen  tiretimi  iizerine ~ HRT’nin  etkisi
incelenmistir. HRT 3 gilinden 2 ve sonra 1 giine
diisliriildiigi zaman, hidrojen retim hizi sirasi ile
1,78; 2,49; 3,34 L H,/L giin’e artmistir. HRT 1 giin
oldugunda gazin hidrojen igerigi %38,49’den
%73,91’¢ degismistir. Hidrojen verimi HRT 3
giinden 1 giine azaldiginda 0,19°dan 1,24 mol H,/mol
glukoz’a artmistir [ 14].

Teorik olarak, yiiksek HRT hidrojen tiiketebilen
(6rnegin metanojenler) yavas bilyiiyen bakterinin
biiylimesine izin verebilir, ancak bu durum deneysel
olarak  dogrulanmamustir [6]. Steril olmayan
sistemlerde = metanojenler  tarafindan  hidrojen
kaybinin azaltilmasinda pH 5,5-6,5, HRT>6 saat ve
karigik kiiltiiriin 1s1-sok islem ve asetilen gibi 6n
islemler ile saglanabilir [5].

CSTR’ler siirekli fermentatif hidrojen iiretimi i¢in
cok sik calisilan reaktdr tipidir. Bununla birlikte bazi
dezavantajlara sahiptir. Genel olarak CSTR sistemler,
pH ve HRT gibi g¢evresel sartlarin degisimine ¢ok
hassastir. Ayrica, yiiksek seyrelme hizi (veya kisa
alikonma siiresi) biyokiitlenin disa yikanmasina
sebep olabilir. Yukar1 akisli anaerobik ¢amur Ortii
(UASB) reaktorleri, yiiksek aritim verimliligi, kisa
HRT ve mikemmel proses dengesinden dolay1
stirekli fermentatif hidrojen iiretimi i¢in ¢ok iyi bir
secenektir. Yapilan ¢alismalar UASB’nin CSTR’den
daha duragan ve daha yiiksek hacimsel hidrojen
iiretim hizina sahip oldugunu gostermistir. UASB’nin
olasi bir dezavantaji, igletime alimmasmin uzun
zaman almasidir. Reaktorde biyokiitle alikonmasini
artirmak i¢in uygun bir yaklagim hiicreyi tutuklayarak
veya graniilasyonunu saglayarak kullanmaktir [11].

Biyoreaktorlerin pratik isletimi agisindan yiiksek

hiicre yogunlugu gereklidir. Bu amact
gerceklestirmek icin bazi mikrobiyal destek tasiyicisi
kullanilip  tutuklanmis  hiicreli  ¢esitli  reaktor

sistemleri elde edilmistir. Bu tutuklanmug kiiltiirler,
siispansiyon hiicrelere karsi bazi avantajlara sahiptir,
tutuklanmig  kiiltiirlerde sistemden hiicrenin disa
yikanmast engellenerek yiiksek hiicre derigimi elde
edilir ve hiicre geri kazanimi ve geri dongiisii
desteklenir. Tutuklama materyali olarak,
lignoseliilozik polimerler kullanilmigtir. Piring sapi,
kiispe ve hindistan cevizi lifi gibi ¢esitli polimerler bu
amag¢ ic¢in denenmistir. Tastyict olarak hindistan
cevizi lifi, tim kullanilan tasiyict materyaller
arasinda en yiiksek H, tiretim hizi gostermistir [12].
Destek ortamina tutuklanmis hiicrelerin kullanildig:
calismalarda genel olarak en iyi sonucu aktif karbon
vermistir [6, 2]. Tutuklanmis hiicreli biyoreaktorler
en iyi performans gostermekle birlikte bu tip
reaktorlerde gazin (H, ve CO;’in ) tutulacagini goéz
Oniinde tutmak gerekir, bu asirt olmasi durumunda
pH  degisiminden dolayr  mikroorganizmalar
engellenebilir [19].

Guo ve dig., [34] tarafindan yapilan ¢alismada karigik
kiltirtin  aktif karbona tutuklanmasi ile olusan
graniiler camur yatakli reaktdrde hidrojen tretimi
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incelenmistir. En yiiksek hidrojen iiretim hizi, 4 saat
HRT’de, 4,42 pH’da, 1 g nisasta/L gin OLR
sartlarinda 1,64 L/L giin olarak bulunmustur. Toplam
biyogazin hacimsel hidrojen igerigi %35-65’1 olarak
degerlendirilmistir. Yapilan ¢alisma, aside dayanikli
bakterinin 3,95 gibi diisiik pH’da bile yasayabildigini
ve aktif olarak hidrojen iretebildigini goéstermistir.
Bu durum, siispanse biiyiiyen bakterilere kiyasla asirt
asitli ortamlara karsi aktif karbon tasiyicilarinin
tutuklanan biyofilmleri koruyucu etkisinden dolay1
oldugu saptanmistir. Bu tarz sistemlerin diger
potansiyel avantaji sudur; diisik pH ve disik
sicaklikta isletim, pH kontrolii icin gerekli alkali
maliyetini diisiiren, siirekli igletimde sicaklik kontrolii
icin daha az enerji girdisi saglayan faydali bir isletme
yontemini olusturur.

CSTR’de mikrobiyal biokiitlenin alitkonulmasi, dogal
flok yada graniil olusturucularin kullanimi, inert
materyaller iizerine mikrorganizmanin tutuklanmasi,
mikrobiyal bazli biyofilmler veya
mikroorganizmalar1 tutan membranlarin kullanim
gibi farkli sekillerde yapilabilir. Yapilan ¢aligsmalar
gostermistir ki graniiller biofilmlere karst istiin
performans (ortalama olarak ii¢ kat daha yiiksek)
gosterirler. Genelde CSTR’ye karst bu tip
reaktorlerin en 6nemli ilerlemesi biiyiik oranda artan
hacimsel iiretim hizidir, bazi durumlarda 50 kattan
daha fazla olabilir. Ayrica bu tip reaktorler karigik
mikrobiyal topluluklar i¢in uygundur, potansiyel
problem ise metan olusumu yolu ile hidrojen
kaybidir. Hiicre biiylimesi, uzun siire direkt olarak
HRT ile kontrol edilemedigi igin, yavas biiyiiyen
metanojenler, yiiksek sivi hizlarinda bile gelisebilirler
[10].

CSTR’de hidrojen iireten biyokiitle uygun sartlar
altinda kendi kendine graniile veya flokiile
olabilecegi  belirlenmistir. =~ CSTR’de  biokiitle
derisimini artirmak icin biofilmlerde veya suni
graniillerde (katyonik poliakrilamid gibi) biyokiitleyi
tutuklayarak hidrojen verimi ii¢ kat artabilmektedir,
ancak biiylik graniillerde kiitle transferi simirlayict
faktor olmaktadir. Paket yatakli reaktorde biyokiitle
ya graniillere yada biyofilmlere tutuklanir veya paket
ortaminda tutuklanir. Akis modeli, ¢ok az karisimli
piston akis modelidir. Yapilan ¢alismalar yiizey alani
biiytitiilmtis kil ve aktif karbonun, gézenekli ortam
olarak kullanilmasinin verimin gelistirilmesinde etkili
oldugunu ortaya c¢ikarmisti. Membran tip
reaktorlerde ise membran karisik sividan c¢amuru
tutar ve bdylece yiiksek biyokiitle derisiminde reaktor
isletilebilir [30].

Yiiksek hidrojen verimi, yiiksek hizli
biyoreaktorlerde hipertermofilik bakteri kullanimi ile
elde edilebilir. Bu reaktorler ¢ok yiiksek yiizey alanlt
paket materyalinin oldugu anaerobik kirma tasgh
filtreler olup icinde biofilm olusumu saglanmistir.
Reaktorden buharin siyrilmasi ile disiik H, ve CO,
kismi basing saglanabilir. Bu prosesi isletmek i¢in
gerekli enerji, bu tip reaktorlerde iiretilen hidrojen
gazinin yanma degerinden en az dort kat diisiiktiir.
Tutuklanmis hiicrenin kullanildigr boru bi¢imindeki
biyoreaktorlerde diger 6nemli bir problem, gazin
yukart  kaldirma  etkisidir. Bu  problemin
giderilmesinde, sivri ve paralel kenar biyoreaktdrler
kullanilabilir. Tiip seklindeki biyoreaktorler ile
kargilastirildiginda paralelkenarl biyoreaktor
kullanimi ile gazin kaldirma etkisi %67 azaldig
goriilmiistiir [2].

Reaktorde gaz kismi basincinin azaltilarak hidrojen
iretim veriminin artirilmasi i¢in yeni bir yaklagim
olarak reaktdr boyutunun artirilmasi diigiiniilmiistiir.
Reaktoriin ylizey alanmin artmasi ile {retilen gaz
basincinin azalmasi, hidrojen iiretimini 6nemli dl¢iide
gelistirir. Yapilan ¢aligmada reaktdr boyutunun 125
ml ve 2L olmasi durumunda hidrojen veriminin sirasi
ile 269 ml/g kullanilan glukoz ve 448 ml/g kullanilan
glukoz oldugu bulunmustur. Biiyiik reaktoriin
kullanimu ile fermentasyon ortaminda gaz iiriinlerin
etkisini azalir ve bakteriyal verimlilik ve biyokiitle
derisimi artar [25].

Hidrojen  verimini artirmak igin  biyoproses
parametrelerinin optimizasyonu 6nemli bir konudur.
Ghosh ve Hallenbeck [35] tarafindan Escherichia coli
DIJTI135 tiirii icin istatistiksel yontem kullanilarak
optimizasyon yapilmistir. Glukoz derisimi ile pH ve
glukoz derisimi ile sicaklik birbiri ile bagimlidir ve
hidrojen verimi iizerinde Onemli bir etkilesime
sahiptir. Sicaklik ve pH’in interaktif etkisi ise
onemsizdir. En yiiksek hidrojen verimi (1,69 mol
H,/mol), en uygun sartlar altinda (75 mM glukoz
derisimi, 35 °C ve pH 6,5) elde edilmistir.

Diger yaklasimlar

Hidrojen tiretimini artiracak diger bir yaklagim aktif
hidrojenaza ilaveten, kolay elde edilebilir/zengin
elektron kaynaginin ve biyokimyasal elektron
pompasinin arastirilmasini kapsar. NADH yolizi ile
hidrojenin  geligsimi, kalimti NADH’nin yeniden
yiikseltgendigi metabolik reaksiyon ile olusur
(reaksiyon 14). Bu nedenle, metabolik reaksiyonlar,
kalimti NADH miktarin1 artiracak sekilde kontrol
edilebilirse hidrojen verimi daha da artacaktir. Teorik
olarak fermentatif hidrojen verimi, hidrojen iiretimi



237

Erciyes Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi 26(3): 225-239 (2010)

icin hidrojenaza sahip aerobik/anaerobik bakteri
kullanimu ile reaksiyona giren 1 mol glukoz bagina 10
mol’e kadar artabilecegi agiklanmistir. NADH
aerobik sartlar altinda oksijen tarafindan yeniden
yiikseltgenecektir, NADH’nin yeniden
yiikseltgenmesi hidrojen {iretimini engelleyecektir.
Bu nedenle, en yiiksek verim, aerobik olarak elektron

Glikoliz
C, H,,0, + 2NAD" (+2ADP) —> 2CH,COCOOH +2NADH + 2H " (+ATP)

tasinim  zincirinin  NADH-dehidrojenaz  karmagik
yapisinin engellenmesi ile saglanacaktir. Aerobik ve
fakiiltatif anaerobik bakteri, asagidaki reaksiyonda
goriildiigii gibi toplam 10 mol NADH iiretir ( TCA
dongiisii ile 8 mol, glikolizden 2 mol) [2].

(15)

TCA dongiisii
2CH,COCOOH + 8NAD" +2FAD +6H ,0(+2ADP) —

6CO, + 8NADH +8H " +2FADH,(+2ATP)

(16)

Iki denklem birlestirilse

C,H,,0, + 10NAD" + 2FAD + 6 H,O(+4 ADP) —

6CO, +10NADH +10H " +2FADH ,(+4 ATP)

Aerobik yiikseltgenmede TCA dongiisii ile biiyiik
miktardaki NADH’nin iiretimi ile yiiksek verime
ulagilabilir, ayrica ya oksijenle yada diger yiiksek
redoks potansiyeline sahip elektron alicilari ile
elektron taginim zinciri vasitasi ile FADH, yeniden
yiikseltgenecektir.

2. SONUC

Teorik olarak 1 mol glukozdan 12 mol hidrojen
saglanabildigi halde, dogada bunu saglayacak mevcut
bir metabolik yolizi yoktur, ¢iinkii bu yolizinde hiicre
bliyiimesi miimkiin degildir. Fakiiltatif anaeroblar
tiketilen 1 mol glukozdan 2 mol hidrojen iiretirler,
oysa zorunlu anaeroblar 4 mol hidrojen iiretirler [22].

Biyolojik  hidrojen  {ireten  proseslerde  bazi

engellemeler mevcuttur. Bunlardan bazilart  su

sekildedir:

e Prosesin hidrojen verimi ticari uygulamalar igin
diisiiktiir

e Bazi  biokiitle  hammaddesinin  islenmesi

ekonomik degildir. Atik biyokiitle ve/veya enerji
bitkilerinin yetistirilmesi, hasati, taginmasi ve 6n
aritimi i¢in ekonomik metotlarin gelistirilmesine
ihtiyag vardir.

e Metabolik olarak 4 mol H,/mol glukoz’dan daha
fazla hidrojeni endiistriyel olarak {iretebilecek
mikroorganizma yoktur.

e O, ve H, kismu basincina hidrojenazin hassasiyeti,
diisiik proses verimliligine sebep olur.

(17

e Hidrojen iireten bakteri metabolizmasi ve bu
bakterinin H, derigimine tolerans seviyesi iizerine
bilgiler yetersizdir.

Bu engellemelerin {istesinden gelmek icin bazi
bilimsel ilerlemeler ve teknik gelismeler gereklidir
[31].

Biyohidrojen iiretim proseslerinde VFA ve solvent
derisimi dagilimlar1 ve onlarin fraksiyonlar1 hidrojen
iiretiminin izlenmesi i¢in faydali bir gostergedir [36].
Hidrojen tretim performansini iligkilendirmek igin

biitiratin asetata oraninin kullanimu,
homoasetojenlerin  biiylimesinden dolayr uygun
degildir [37].

Organik asitler (asetat ve biitirat) ve H, gibi yan
iirtinler ile H, iretiminin engellenmesi &nemli bir
konudur. Bu son triinlerin birikimi fermentasyonu,
asit olusumundan solvent olusumuna dondiiriir.
Solvent olusumu, H, verimi ve hidrojenaz
aktivitesinin Onemsiz derecede gelistigi kabul
edilmistir. Anaerobik kiiltiirde solvent olusumu
pH<5,5, 0,3 ile S0mM arasinda ayrigmamis asit
derisimi ve >0,5 atm H, kismu basincinda baslar.
Yiiksek hidrojen kismi basinci hidrojenaz aktivitesini
engelledigi bilinmektedir. Siirdiiriilebilir H, tretimi
elde etmek icin karigik Kkiiltiir bazi materyaller
iizerine tutuklanmistir. Tutuklanmisg kiiltiirde tiretilen
H,, serbest kiiltiirden elde edilenden birkac kat daha
fazla oldugu icin, sonuglar bu girigimi desteklemistir.
Ancak koti mekanik duraganlik ve dayaniklilik
gozlenmistir [5].
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Biyohidrojen {iiretimi mevcut yolizinde hidrojen
iiretimini yapan enzimlerin homologlarinin artirilmasi
ile veya rekabet edici yolizlerinin pasif hale
getirilmesi ile de saglanabilir. Stokiyometrik
doniigiim oranina, yeni ilave yolizleri ile veya hibrid
iki safhali sistemlerin gelistirilmesi ile substrat
doniigiimii tamamlanarak ulasilabilir [10]. Asidojenik
bakteri karanlik fermentasyon ile hidrojen iiretir, bu
esnada organik substratlar VFA’lara ve alkollere
doniisiir. Bu ¢oziinlir metabolitler, 1518in varliginda
faaliyet gosteren fotosentetik bakteri ile foto
fermentasyon yolu ile hidrojen tiretmek i¢in daha ileri
kullanilabilir. Bu yilizden karanlik ve foto
fermentasyonun birlikte kullanimi ile olusan hibrid
sistemler teorik olarak maksimum verim saglar [38].

Gerek bioproses parametrelerinin optimizasyonu
gerekse mikrobiyal popiilasyonlara uygulanabilecek
genetik  yaklagimlar ile stokiyometrik degerde
hidrojen verimine ulagilmasi iizerine arastirmalar
devam etmektedir. Laboratuar diizeyinde olan bu
aragtirma  sonu¢larmin  endiistriyel Olgekte de
uygulanabilmesi bu yondeki ¢abalari daha da tesvik
edecektir.
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