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Gelecegin en 6nemli enerji tagtyicist olarak kabul edilen hidrojenin anaerobik fermantasyonla biyolojik yoldan elde
edilmesinde ortam kosullar1 ve ¢alisma parametreleri olduk¢a onemlidir. As1 mikroorganizma tiirii, pH, sicaklik,
kullanilan substrat, reaktérde olusan H,’nin kismi basinci, fermantasyon iglemi sirasinda olusan son iiriinler,
reaktordeki azot ve fosfor konsantrasyonu, metal igerigi, reaktor igerisindeki karigimin HRT’si, kullanilan enzimler ve
reaktor icerisindeki metabolik reaksiyonlar agiga ¢ikacak H, verimini kuvvetle etkilemektedir. Siirekli sistemde H»
iiretimine gegilmeden once tim bu parametreler i¢in maksimum isletme kosullart belirlenmelidir. Ciinkii ¢alisma
kosullarindaki iyilesme biyohidrojen iiretim verimini olumlu ydnde etkileyecektir. Bu derleme makale gerekli en
uygun ¢aligma kosullarini arastirmak ve bu kosullar hakkinda detayli bilgi vermek amaciyla hazirlanmugtir.

Anahtar Kelimeler: Anaerobik fermantasyon, biyohidrojen, dnaritim

Factors influencing fermentative biohydrogen production by anaerobic
fermentation

ABSTRACT

In the achieved from biological way with anaerobic fermentation of accepted hydrogen as an energy carrier the most
important of the future ambient conditions and operating parameters are considerably important. Type of seed
microorganism, pH, temperature, the used substrate, partial pressure of H, formed in the reactor, last products occurred
during fermentation process, nitrogen and phosphorus concentration in the reactor, metal content, HRT of the mixture
in the reactor, the used enzymes, and metabolic reactions in the reactor strongly influences to be released H; efficient.
Before from H, production at the continuous system, the maximum operating conditions for all these parameters should
be determined. Because improvement in working conditions will positively affect the efficiency of biohydrogen
production. This review article was prepared to investigate the need optimal operating conditions and to provide
detailed information about these conditions.
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1. GiRiS (INTRODUCTION)

Hidrojen iiretimi igin kullanilan her metot, farkli bir
enerji kaynagi (termal (1s1), elektroliz (elektrik) ya da
fotolitik (151k enerjisi) vs.) gerektirdigi icin enerji ihtiyaci
yiiksektir ve cevresel agidan her zaman yararl degildir.
Bu acgidan bakildiginda hidrojen iiretimi, 6zellikle de
biyolojik hidrojen {iretimi, alternatif ve yenilenebilir
enerji kaynagi olarak olduk¢a 6nemli goziikmektedir.

Biyolojik olarak yenilenebilir kaynaklardan mikroalg ve
bakteriler tarafindan iiretilen biyohidrojen, siirdiiriilebilir
enerji kaynagi i¢cin timit verici bir alternatiftir. Karanlik
fermantasyon ile H, iretimi, karbonhidratlarca zengin
substratlar iizerinde karanlikta biiyliyen anaerobik
bakteri ile gerceklestirilir. Ancak H, fermantasyonunda,
substratlarin enerji potansiyellerinin yalnizca %10-20’si
H, olarak geri kazanilabilir [1]. Bu verim, mevcut
kimyasal veya elektrokimyasal hidrojen iiretim prosesleri
ile karsilagtirildiginda ekonomik bakimdan ¢ok diisiik
oldugu goriiliir. Ozellikle reaktér tasarimi ve isletme
parametreleri konusundaki yogun arastirmalar, prosesin
gelistirilmesi i¢in halen devam etmektedir [2].

2. ANAEROBIK FERMANTASYONLA H:
URETIMI (H: PRODUCTION WITH
ANAEROBIC FERMENTATION)

Havasiz aritma, farkli mikroorganizma gruplarinin
birlikte yardimlasarak rol aldigi olduk¢a kompleks bir
biyokimyasal siirectir. Bununla birlikte baglica 2 ana
grup mikroorganizmanin, asit bakterileri ve metan
bakterileri, esas gorevi iistlendigi bilinmektedir. Bu iki
grup da kendi arasinda her biri ikiser alt gruba
ayrilmaktadir. Baslica anaerobik mikroorganizma
gruplari asagida verilmistir [3]:

Asit bakterileri  Biitirkk  ve  propiyonik  asit
iiretenler
Asetik asit tiretenler
Metan Asetik asit kullananlar
bakterileri Hidrojen kullananlar
Biyolojik olarak bozunabilir kompleks organik

maddelerin, anaerobik sartlarda ayrigmasi, genel olarak
iic sathadan meydana gelmektedir:

1. Yiiksek molekiil agirlikli kat1 ve ¢6ziinmiis organik
maddelerin hidrolizi,

2. Diisiik molekil agirlikli organik maddelerin, asit
bakterilerince ugucu yag asitlerine ve ardindan asetik
aside doniistiiriilmesi,
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3. Asetik asit, H, ve CO,’den metan iiretimi [3].

Karanlik fermantasyon, oksijensiz (anoksik) ya da
anaerobik kosullar (oksijenin elektron alicis1 olarak
kullanilmadig1 durumlar) altinda gerceklesir. Genis bir
bakteri grubu, birincil metabolizmalarinin muadillerini
bertaraf etmek i¢in, protonlar1 hidrojene indirger. Diger
bir ifadeyle, bir bakteri organik bir besinin iizerinde
biiytidiigiinde (heterotrofik  biiyiime) bu besinler
oksidasyon ile pargalanarak, biiyiime icin metabolik
enerjinin eldesinde ve hiicresel yapi taslarinin sentezinde
kullanilir.  Oksidasyon prosesi, elektriksel notrliigiin
bertaraf edilmesi icin elektronlarin iretilmesinde
kullanilmaktadir.

Aerobik (oksijenli) ortamlarda, oksijen indirgenerek
suya doniisiir. Anaerobik ya da oksijensiz ortamlarda ise,
diger bilesiklere elektron alicisi (proton) olarak ihtiyag
vardir ve bu bilesikler molekiiler hidrojene (H»)
indirgenir. Anaerobik ortamlardaki alternatif elektron
alicilarina diger bir 6rnek, nitratin azot gazina (N>) ya da
stilfatin H>S’e indirgenmesidir. Eger bir organik bilesik,
elektron alirsa baska bir organik bilesige doniisiir.
Omegin mikrobiyal biitanol {iretimi, biitirik asidin
indirgenmesi ile olusur. Mikroorganizmalarda, elektron
alict enzimlerin indirgenmesini katalizleyen spesifik
enzimler ~ bulunur.  Ornegin  hidrojen  iireten
mikroorganizmalarda bulunan hidrogenaz enzimleri, H,
iiretiminde rol oynar [4].

Hidrojen fermantasyon prosesinde glikoz, glikolitik yol
izi ile ilk olarak piruvat’a dondstiiriiliir. Piruvat, asetil-
CoA’ya okside olur. Asetil-CoA, metabolik yol izinde
asetil-fosfata doniistiiriiliir. Bu doniisme isleminde ATP
elde edilirken, yan iiriin olarak asetat olusur. Piruvatin,
asetil-CoA’ya oksidasyonu icin, ferrodoksinin (Fd)
indirgenmesi  gereklidir. Indirgenmis ferrodoksin,
hidrogenaz enzimi tarafindan oksidasyona ugratilir ve bu
islem sirasinda, molekiiler H, firetilir [5]. Reaksiyon
kisaca asagidaki esitlikteki gibi 6zetlenebilir;

Piruvat + CoA + 2Fd (oksitlenmig) —» Asetil-CoA +
2Fd (indirgenmis) + CO»

2Fd (indirgenmig) —» H, + 2Fd (oksitlenmis) (D)

Anaerobik fermantasyon, olduk¢a basit bir proses
yardimi ile genis spektrumda kullanilabilir substratlardan
(organik madde icerigi yliksek organik atiklar dahil)
hidrojen iiretimini miimkiin kilar. Ustelik fermentatif H,
iiretimi, disaridan 151k kaynagina gereksinim duymaz ve
genellikle yiiksek miktardadir. Fermantasyon prosesi
icin, karbonhidratlar (baslica glikoz) karbon kaynagi
olarak tercih edilir ve hidrojen iiretimi, organik asit
(asetat, biitirat vs.) ve/veya alkol iiretimi ile birlikte
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gerceklesir. Bu proses, asagidaki esitlikler ile

gosterilmistir [5];

CsH1206 + 2H,0 —* 2CH3COOH + 2CO, + 4H; 2)
(glikoz) (asetat)

2C¢H1,06 + 6H,O = CH3CH,CH,COOH + 8CO, + 14H>»
(3)

(glikoz) (biitirat)

Anaerobik proseste, birden fazla organik asit iiretimi
olmaktadir. Bu durum da, H; iretim verimini
disiirmektedir. Genellikle, iiretim i¢in izlenen ana yol,
asetat ve biitirat lizerindendir. Bu sebeple H, iiretim
verimi, asetat/biitirat orani iizerinden hesaplanir [5]. 1
mol glikozdan 4 mol H» elde edilmesi, nispeten diisiik
enerji kullanimi ile sonuglanir. Ciinkii teorik olarak
kimyasal oksijen ihtiyacinin sadece %33’ii, glikozdan
Hy’ye doniistiiriilebilir. Enerjinin geriye kalan kismi ise
¢ogunlukla ugucu yag asitlerine (VFA) (asetat, biitirat)
doniisiir. Bu nedenle hidrojen iiretimi her zaman, ikinci
asama olan metan iiretim prosesi ya da diger
VFA/solvent kullanim prosesleri ile birlestirilmelidir [2,
6].

Anaerobik fermantasyon, organik maddeden hidrojen
iretmek  i¢cin  mikroorganizmalarin  kullanildig1
fotosentetik proseslere benzer. Fakat fotosentetik
sistemlere kiyasla daha avantajlidir. Daha basittir, daha
az pahalidir ve hidrojen iiretiminde ¢ok daha hizlidir.
Ayrica fermentatif yolla organik atiklardan H; {iretmek,
biiyiik 6neme sahiptir. Ciinkii bu sekilde hidrojen tiretimi
sonucunda, sadece organik atiklar aritilmaz, aym
zamanda temiz enerji de iretilir. Fakat anaeroblar, 151k
enerjisini kullanma yetenegine sahip degildir ve bu
yiizden substrati tamamen pargalamak igin kalitsal
termodinamik enerji bariyerini asma yeteneginden
yoksundur. Birgok diger hidrojen iireten organizmada
oldugu gibi hidrogenaz enzimi, anaerobik bakteri
icindeki hidrojen iireten reaksiyonlarin
katalizlenmesinden sorumludur. Hidrojen verimini
maksimize edebilmek i¢in, substrat metabolizmasi, alkol
ya da indirgenmis asit tiretiminden daha ¢ok ucucu yag
asidi iiretimi yoniinde yiiriitilmelidir. Su anda anaerobik
bakteriden elde edilen maksimum hidrojen verimleri,
geleneksel reformasyon teknikleri ile karsilastirildigi
zaman fermentatif prosesi ekonomik acgidan g¢ekici
kilmamaktadir.  Ancak  gelistirilecek olan  yeni
teknolojiler ~ve  metabolizma  miihendisligindeki
ilerlemeler ile, fermantasyon yol izinin ideal olan asetat
fermantasyonu yoniinde kaydirilmastyla verimin daha da
artacagi diigiiniilmektedir [7].
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Sekil 1’den de  goriildiigli iizere  anaerobik
fermantasyonda ftiretilen gaz H,, CO,, CHs, CO ve bazi
hidrojen siilfitlerin karisimindan olusur [8]. Bu yiizden
yiiksek saflikta hidrojen elde etmek i¢in, bu gaz karisim
igerisinden hidrojeni ayirmak gerekir. Ayirma islemi
sonrasinda hidrojenin hangi kalitede olmas1 gerektigi,
kullanim tipine baghidir ve bu kaliteyi yakalamak i¢in
gerekli gaz antimi birkag asama gerektirebilir.
Hidrojence zengin fermantasyon gazi iginde bulunabilen
H,S, siloksanlar, su, amonyak ve CO, gibi bilesikler
(6zellikle de HsS ve siloksanlar), pahali fiziksel-kimyasal
metotlar kullanilarak giderilmektedir. Bu nedenle daha
az maliyetle biyolojik aritim proseslerini ger¢ceklestirmek
i¢in, ¢aligmalar yapilmalidir [6].

Organik madde
l Hidrolttik baktert

Monomerik molekiller

Asidojenik bakteri (fermantasgyon)

Organik
asitler

S04 Aym yiinde ilerleyen bakteri

NOE'1 HylCOp | mmevmmmmmmmemccme e Asetat

Salfatyadanirat ;.. Homoasetojenik bakteri

indirgeviciler
S Asetoklastik
AF . metanojenier
' Hidrogenotropik
:‘ metanojenler CH4CO,
¥
HS
NH;

--------- > Hj tiketen reaksiyonlar

Sekil 1. Mikrobiyal konsorsiyum aracilifn ile organik maddenin
anaerobik parcalanmasinda hidrojenin rolii (Hydrogen role in the
anaerobic degradation of organic matter by microbialconsortia) [9]

3. FERMENTATIF H: URETIMINi
ETKILEYECEK FAKTORLER (FACTORS
INFLUENCING FERMENTATIVE H: PRODUCTION)

Hidrojen fermantasyonunun kritik zorluklari, diisiik
hidrojen doniisiim verimliligi ve stabil olmayan hidrojen
iretimidir. Prosesin verimi kullanilan asi, substrat tiirii ve
miktari, reaktor tipi, ortamdaki metal iyonlari, sicaklik,
pH, inorganik besin maddeleri, ¢alisma kosulu vs. gibi
bircok faktorden etkilenir [10]. pH, hidrolik alikonma
siiresi, sicaklik vs. gibi caligma parametrelerini optimize
etmek ve reaktor tasarimini gelistirmek, hidrojen
doniistim  verimliligini  artirabilir.  Stabil olmayan
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hidrojen iiretiminin, hidrojen iireten bakterinin metabolik
degisime ugramasindan dolay1 kaynaklandig: diistintiliir
ve bu durum mikrobiyal iireme ¢aligmasi ile minimize
edilebilir [11]. Asagidaki boliimde bu faktorlerin etkisi
ayrintili bir gsekilde agiklanmugtir.

3.1. As1 Mikroorganizma Tiirii ve Asiya Uygulanan
On Islemlerin Etkisi (Effect of Type of Seed
Microorganism and Pretreatment)

Anaerobik fermantasyonla biyohidrojen iiretim verimine etki
eden faktorler

Hidrojen iiretme yetenegi olan mikroorganizmalar, Tablo
1’de goriildiigii iizere anaerobik bakteri, fermantasyon
bakterisi, aerobik bakteri, fotosentetik bakteri ve alg
olarak siniflandirilmigtir [12]. Tablo 2’de ise, anaerobik
bakteri siifindaki ¢esitli mikroorganizmalarla hidrojen
iiretimi kargilastirilmistir [13].

Tablo 1. Hidrojen agiga ¢ikaran bakterilerin smiflandirilmasi (Classification of hydrogen evolution bacteria)

Mevcut enerji H, gelisim Bakteri siift Bakteri tiirii Elektron
bi¢imi enzimi verici
Fotosentez Hidrogenaz Yesil alg Chlamydomonas Su
yapan
Mavi yesil alg Heterocyst Chlorella Su
Anabaena Su
Non-Heterocyst Oscillatori Su
Nitrogenaz Fotosentetik Stilfiir bakterisi Rhodopseudomonas ~ Organik Madde
bakteri degil (Organik asitler)
Rhodobacter Organik asitler
Siilfiir bakterisi Rhodospirillum Siilfatlar
Chromatium Siilfatlar
Fotosentez Hidrogenaz Zorunlu anaerob Thiocapsa Organik madde
yapmayan Clostridium Organik madde
(Sekerler)
Fakiiltatif anaerob Methanobacterium  Organik madde
(Sekerler)
Escherichia Sekerler
Nitrogenaz ~ Azot sabitleyici Fakiiltatif aerob Azotobacter Sekerler
bakteri Clostridium Sekerler
Fakiiltatif anaerob Klebsiella Sekerler

Sayisiz saf kiiltiir bakterisi, ¢esitli substratlardan hidrojen
iretmek icin kullamilmaktadir. Clostridium (oksijene
duyarl1), Enterobacter (fakiiltatif anaerob) ve Bacillus
(aerob) tiirleri fermantatif H» {iretimi i¢in as1 olarak, ¢ok
yaygin bi¢imde kullanilan saf kiiltiirlerdir. C. Butyricum,
C. Beijerinckii, C. Acetobutyricum ve C. Bifermentatnts
gibi Clostridium tiirleri gram pozitif, cubuksu, kuvvetli
anaerobtur ve endospor olusturur. Halbuki Enterobacter
gram negatif, cubuksu ve fakiiltatif anaerobtur.
Anaerobik H, liretimini iceren caligmalarin ¢ogunda,
Clostridium bakterisi kullanilmstir.

Fermentatif H, ftretimi i¢in saf kiiltiir bakterinin
kullanildigi ¢ogu ¢alisma, substrat olarak glikoz
kullanilarak kesikli sistemde ger¢eklestirilmistir. Fakat
organik atiktan siirekli H» iretimi, prosesin
ticarilestirilmesi, enerji iretimi ve atitk azaltim
hedeflerine ulagsmak i¢in daha uygundur [14].

Toprak, sediman, kompost, aerobik ve anaerobik ¢amur
ve benzeri dogal ortamlarda hidrojen iiretme yetenegine
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sahip bakteri genis 6lgiide bulunmaktadir. Giliniimiizde
bu materyallerden elde edilen karigik bakteri kiiltiiri,
fermentatif H, diretimi i¢in as1 kaynagi olarak
kullanilmaktadir  [15]. Kangik kiltir  kullanilan
fermentatif H, iretim prosesi, saf kiiltlir kullanilarak
yapilan ¢aligmaya gore daha uygulanabilirdir ve hidrojen
iiretimi proses siiresince daha stabildir. Clinki
calistirmak daha basittir ve kontrol etmek daha kolaydir
ve daha kapsaml1 bir ham madde kaynagina sahiptir [15].
Ancak as1 olarak karigik kiiltiir  kullanildiginda,
biyoreaktor icindeki oncelikli baskin tiirler sicaklik, pH,
substrat, as1 tipi, a1 6n aritimi, hidrojen kismi basinci vb.
gibi ¢alisma kosullarina bagli olarak degisir. Asiya 6n
arittm uygulamasi, karisik kiiltiir iginde bulunan
mikrobiyal topluluklarin degismesi ile hidrojen iiretimini
artirmak i¢in kullanilmaktadir. Uygulanan 6n aritimin
amaci, H; tiikketen bakteri aktivitesini kesmektir.
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Tablo 2. Cesitli mikroorganizmalarla hidrojen iiretimi (Hydrogen production by various microorganisms) [13]

Oreanizma Substrat Calisma pH/ Maksimum H, tiretimi Verim (mol
g Hos sekli Sicaklik (L Ho/L kiiltiir ortam1) ~ Ha/mol substrat)
Anaerobik bakteri
C. butyricum EB6 POME* Kesikli 5,5/37°C 3,2 -
C. butyricum . Iy 0
ATCC19398 Glikoz (3 g/L) Kesikli 7,2/35°C 0,94 1,8
C “Ce]’\j%’]y”cum Glikoz 3 glL)  Kesikli  7,2/35°C 0,88 2,29
C. tyrobutyricum . o1 o
FYal02 Glikoz (3 g/L) Kesikli 7,2/35°C 0,63 1,47
C. beijerinckii L9 Glikoz (3 g/L) Kesikli 7,2/35°C 1,19 2,81
C. thermolacticum Laktoz (10 g/L)  Siirekli 7,0/58°C - 3,0
Delignifiye
C. thermocellum 27405 edilmis agac Kesikli 6,3/60°C - 1,6
lifi
C. tyrobutyricum Glikoz (5 g/L) Sabit HRT 2 saat 7,2 L Hy/L giin 223 mL/g heksoz
Fakiiltatif anaerobik
bakteri
. 425,8 mL H,
E. aerogenes Glikoz _— o > .
ATCC29007 (118,06 mM) Kesikli 6,13/38°C (g k;l;llt)l_llucre
Klebsiella oxytoca HPI  Glikoz (10 g/L) Kesikli 7,0/65°C 87,5 mL H»/L saat 1,0
Citrobacter sp. Y19 Glikoz (10 g/L)  Kesikli  7,036°C 322 mmz;iz/ g hicre 2,49
E. asburiae SNU-1 Glikoz (25 g/L)  Kesikli 7,0/30°C 398 mL H»/L saat -
Termofilik bakteri
T Sakkaroz
thermosaccharolyticum Kesikli 6,25/60°C 12,12 mmol Hy/L giin 2,53
(10 gL)
PSU-2
T. saccharolyticum . o o
JW/SL-YS485 Ksiloz (4 g/L) Kesikli 6,2/55°C - 0,88
. Glikoz o o
T. maritima DSM3109 Kesikli 6,5/65°C 0,275 1,67
(7.5 gL)
T. neapolitana . o o
DSM4359 Glikoz (10 g/L)  Kesikli 7,0/65°C 0,29 1,84
Caldicellulosiruptor Sakkaroz
saccharolyticus (10 g/L) Kesikli 7,0/70°C 8,4 mmol Hy/L 5,9
DSM8903 &
* Hurma yag1 fabrikasi ¢ikis suyu
igeriyor), 10 saatlik hidrolik alikonma zamaninda

Ornegin Clostridium ve Bacillus tiirleri, endospor
olusumundan dolayi, H, tiiketen metanojenlere kiyasla
daha yiiksek sicakliklari tolere edebilirler. Diger taraftan
H, tireten bakteri, H» tiikketen metanojenlere kiyasla daha
disik pH’larda biyiiyebilir [16]. Son yillardaki
calismalar, mikroflora dagiliminin  fermantasyon
kosullart ile ilgili oldugunu gdstermistir [17]. Eger
gevresel bir kosul degisirse, anaerobik karisik kiiltiirde
mikroorganizmalarin ¢esitliligi degisebilir. Iyer ve dig.,
[18] bir H; iiretim reaktdriinde farkli kosullar altinda
bakteriyel popiilasyondaki degisimleri izlemek i¢in pH
5,5’de glikoz kullanilan bir siirekli karistirmali tank
reaktéorde (CSTR) calismustir. 30 saatlik hidrolik
alikonma zamaninda popiilasyon daha farklilik
gosteriyorken  (Bacillaceae ve Enterobacteriaceae
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yalnizca Clostridiaceae belirlenmistir. 10 saatlik hidrolik
alikonma zamaninda sicaklik 30 °C’den 37°C’ye
degistigi  zaman,  Clostridium  acidisoli’a  ait
popiilasyondan C. acetobutylicum’a ait popiilasyona bir
popiilasyon degisimi olmustur.

Saf kiiltiir kullamimi ile daha yiiksek H, verimine
ulasilmasina ragmen, saf kiiltiir endiistriyel uygulamalar
i¢in uygun degildir. Ciinkii saf kiiltiir, metanojenler ya da
siilfat indirgeyen bakteri gibi ¢esitli hidrojen kullanicilar
tarafindan kolaylikla kontamine olabilir [6]. Bunlarin
yani sira dogal atik materyalleri parcalamak icin saf
kiiltir uygulamasi, atik igerisindeki g¢esitli organik
bilesikleri pargalamak i¢in farkli bakteri tiirlerine ihtiyag
duyulmasindan dolay1 uygun degildir ve bu tiir gergek
atiksu akimlarint sterilize etmek i¢in gerekli maliyet de
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cok yiiksektir. Teknik agidan uygulanabilir prosesler
icin, dogal kaynaklardan elde edilen karisik kiiltiirler ve
steril olmayan substrat kaynaklari ile ¢alisilmalidir. Fakat
karisik kiiltiirden H, {iretimi sirasinda, bazi engellerle
karsilagilmaktadir. Bu engellerden birisi, karigik kiiltiir
icinde hidrojen {ireten bakteri ve molekiiler H
kullanimiyla enerji elde edebilen H, tiiketen anaeroblarin
¢esitli tiplerinin (metanojen, asetojen ve siilfat indirgeyen
bakteriler) bir arada bulunmasidir [19]. Karigik kiiltiir
kullanimiyla H» iiretmek i¢in metanojenler, asetojenler
ve siilfat indirgeyen bakterinin aktivitesi 6nlenmeli ve as1
hidrojen iireten bakteri ile zenginlestirilmelidir. Karisik
kiiltiir i¢indeki hidrojen iireten bakteri aktivitesini
zenginlestirmek i¢in uygulanan ©6n aritim metotlar
cogunlukla sunlardir: 1s1l sok, asidik ve/ya da bazik 6n
aritim, havalandirma, dondurma ve ¢6zme, kloroform,
sodyum 2-bromoethanesulfonate ya da 2-
bromoethanesulfonic asit ve iodopropane gibi cesitli
kimyasal maddelerle temas [10]. Ancak asilama
kosullari, calisilan 6n aritim metodu, her 6n aritim
metodunun spesifik kosulu ve substrat tiirii arasindaki
farkliliklar en iyi verimin alindig1 6n aritim metodunun
secimi konusunda bazi uyusmazliklara sebep olmaktadir
[15].

3.2. pH’1n EtKisi (Effect of pH)

pH, hidrojen iireten bakterinin aktivitesini ve fermentatif
H, iiretimini etkileyen 6nemli bir faktdrdiir. Ciinkii hem
hidrogenaz aktivitesini hem de metabolik yol izini
etkiler. Ayrica pH, hidrojen tiiketen metanojenik
aktivitenin 6nlenmesi i¢in de 6nemlidir. Hidrojen iiretim
verimliligi ve ¢dOzlnebilir metabolitlerin  bilesimi,
pH’daki degisime duyarlidir. Baslangi¢ pH’sinin, yiiksek
hidrojen iiretim hizi ve elde edilecek optimum doniisiim
verimliligi arasinda hassas bir denge kurdugu
sOylenebilir. Kabul edilebilir aralik disinda kalan pH
degeri, bakteri metabolizmasmi degistirerek hidrojen
iretimini sinirlayabilir ve sistem basarisizligina yol
acarak mikrobiyal popiilasyon kaymasma (6zellikle
karigik kiiltiirde) sebep olabilir.

Cogu caligsmada H; liretimi i¢in optimum pH degeri, 6 ve
8 arasindadir [10]. Karisik mikrofloranin kullanildig:
bazi calismalar da ise, 4,2 ve 5 gibi diisiik pH’ larda ve
kuvvetli asidik kosullarda maksimum verimin alindigi
goriilmiistiir [10]. Karbonhidratlardan hidrojen tiretimi
icin optimum pH, 5,2-7,0 arasinda degismekle birlikte
ortalama pH degeri, 6’dir [14]. Literatiire gore, pH 6’da
en yiiksek hidrojen iiretim performansi saglanmistir [20].
Farkli ¢aligmalarin sonuglart fermentatif yol iizerinden
H, dretiminin zayif asidik kosullarda daha iyi
desteklendigini gostermistir. Baslangic pH’1, kesikli
sistem H, iiretiminde mikroorganizmanin aktif hale
geemesi icin gerekli siireyi etkilemektedir. 4-4,5
araligindaki diisiik baslangic pH’inda, 9 civarindaki
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yiksek  baslangic  pH™1 seviyesine kiyasla,
mikroorganizmanin aktif hale geg¢mesi icin gerekli
siirenin daha uzun oldugu gorilmiistiir [21]. Baslangic
pH’1 yiikseltildiginde ise, H, iiretim verimi azalmustir.
Yiiksek baslangic pH’inin tamponlama kapasitesini es
zamanli olarak azaltan kisitlayic1 seviyede yag asidi
iiretimine sebep olmasi, H, fliretimindeki azalmanin
nedeni olarak rapor edilmistir. Sonu¢ olarak bakteri
ortamdaki hizl1 degisime adapte olamamis ve tiikkenmeye
baglamistir. Fakat diger tarafta, daha diisiikk baslangic
pH’indaki fermantasyon ortami bakteri igin tercih
edilmemesine ragmen, bakterilerin bu kosullara
adaptasyonu ile daha uzun siire orta hizda dereceli olarak
H, dretilebilmistir. Cilinkii diisiik baslangic pH’sinda
iiretilen asidin seviyesi, pH’da etkili bir diigiis yaratacak
seviyede degildir. Sonug olarak; potansiyel H; tireticiler,
uygun pH kosullarinda ulasilan nispeten tutarli bir
ortamda daha uzun siire hayatta kalabilirler [10, 22].

Karanlik fermantasyon sirasinda organik asitlerin
sentezi, pH’1n diigmesine neden olur. Eger pH’1n diisiist
kontrol altinda tutulmazsa, solvent iiretimi (etanol,
biitanol, aseton) gerceklesebilir. Asit birikiminden
dolayi, pH’1n 4,5’e diismesi tipik olarak solvent {iretimini
tetikleyecek ve hidrojen tretimini diisiirecektir [23].
Fermantasyon ortamina pepton ilavesinin ani pH
diistisinii engelledigi, organik asitlerin ve pH etkisinin
hidrojen iiretimi iizerine etkisinin arastirilmasia izin
verdigi rapor edilmistir [24]. Protein igeren maddelerin
substrat olarak kullaniminin, pH’m siirdiiriilmesi i¢in
faydali oldugu bilinmektedir. Fermantasyon ortamina
protein igeren maddelerin eklenmesi ile pH 6-8 arasinda
stirdiiriilebilir ve sistemin inhibisyonu minimize edilir.
Bu strateji, pH’1 5,5 ve 6,5 arasinda (optimum hidrojen
iiretimi i¢in) tutmaya yardimci oldugu i¢in solvent tiretim
faz1 olusmaz [9].

Valdez-Vazquez ve Poggi-Varaldo [9] diisik pH’da
metan tiretiminin durdugunu ve esas gaz olan Ho/CO>’nin
olustugunu bildirmistir. pH 5 civarindaki diisiik pH’nin,
metanojen aktivitesini sinirlandirmak ve H, ireticilerce
zengin bir as1 elde etmek icin gerekli oldugu rapor
edilmistir. Genelde H; iiretimi igin optimum pH, 5 ve 6,5
arasinda degisir [9]. Fakat hidrojen {iretimi igin rapor
edilen optimum pH degerleri, geligkili ve tutarsizdir.
Ornegin; aritma ¢amurunun [21] kesikli fermantasyonu
icin optimum baslangic pH’1 11 iken, melas [25] ve
glikozun [26] siirekli fermantasyonu igin optimum pH,
sirastyla 7 ve 5,5’tir [19].

Karisik kiiltiir ile fermentatif H; {iretiminde, 6’dan daha
yiksek pH degerlerinde metanojenlerin olugma riski
artabilir. pH 6’ya ¢ikarildiginda 6 saatten daha kisa
hidrolik alikonma siiresinde (HRT), CSTR igerisinde
metanojenlerin gelisimi rapor edilmistir [27]. Fakat bazi
arastirmacilar, prosesin siirekliligine katkida bulunabilen
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6,5-6,6 pH degerlerinde, siirekli H, iiretim sisteminde,
metanojenik  popiilasyon olusumu  goézlenmedigini
bildirmistir [28].

Baskin ¢oziinebilir metabolit olarak propiyonik ve asetik
asit olusumu ile birlikte, 5,0-6,8 pH araliginda genellikle
en yiiksek H, iiretimi rapor edilmesine ragmen [29],
etanol ve asetik asit Oncelikle baskin ¢6ziinebilir
metabolit oldugu zaman, 4,5-5,0 pH araliginda yiiksek H,
iiretimi alinan ¢aligmalar da sunulmustur [30]. Diisiik pH
degerlerinde g¢aligmak, metanojen ve homoasetojenleri
baskilar [30] ve pH kontrolii i¢in baz tiiketimini de azaltir
[19]. Karisim sivisindaki gergek pH, yag asitlerinin
iiretiminden dolay1 dereceli olarak azalmakla birlikte pH
azaliminin derecesi substrat ve ¢camur konsantrasyonlari,
sicaklik, siireklilik ve bunun gibi bir¢ok faktore baglidir.

Genelde, kesikli ve siirekli ¢aligmalarin her ikisinde de
baslangi¢ pH’1, hidrojen iiretim orani ve verimi iizerinde
onemli bir etkiye sahiptir. Fakat gozlenen artis siirekli
degildir. Yukarida tartisildigi ve Tablo 3’de verildigi
iizere, fermentatif H, {iretimi i¢in gerekli olan optimum
baslangic pH’1 konusunda bir fikir Dbirligine
vartlamamistir. Bu durum kullanilan as1 tiirii, substrat
konsantrasyonu ve tipi, diger c¢alisma kosullar1 ve
caligilan araliktaki baslangic pH’larindaki farkliliktan
kaynaklanmaktadir [7].

Reaktorde diisiik derisimdeki biyokiitle, VFA {iretiminin
azalmasina ve yliksek pH’a, yiiksek substrat derisimi ise,
reaktérde VFA’ nin birikimine ve diigiik pH’a sebep olur.
VFA birikimi hidrojen iireten bakteriyi, hidrojen
iiretimini azaltan solvent iiretimine sevk ederek hiicrenin

Olimiine yol acar. Reaktérde disik 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,
hiicre spor halini alir veya Oliir. Ayrica kesikli
sistemlerde substrat derisimi arttiginda, hidrojenin kismi
basinc1 artar ve mikroorganizmalar alkol {iretimine
baslar. Boylece hidrojen iiretimi engellenir [2, 16].
Yiiksek derisimde ayrismig asitler, ¢ozeltinin iyonik
giiciinil artirir ve sistemin, hidrojen iiretiminden solvent
iretimine donmesine sebep olur. Diisiik pH’da polar
olmayan ayrismamis asitler hiicre duvarindan gegebildigi
icin, engelleyici etki meydana gelir. Hiicre icinde pH ¢ok
yiiksekse, proton salinir. Bu durum enerji ihtiyaci artigina
sebep olur. Bir etki olarak, glikolizden dolay1 glikoz akis1
azalir. Hiicre i¢i asit derisimini koruyacak ana parametre,
hiicre dig ortaminin pH’1dir. Hidrojen {iretimi i¢in uygun
pH aralig1 5-7, en uygun deger ise 5,5°dir. Asetik ve
biitirik asitin ayrigmamig formlarinin etkisi diigsilk pH
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(pH<4,5)’da biiyiiktiir ve hiicre biiyiimesini engelleyici
ozelliktedir. Ancak bu bdliimde sunulan bilgiler ve
literatlir ¢calismalar1 géz Oniinde tutuldugunda, karisik
kiiltirler i¢in uygun pH konusunda Ongoriide
bulunmanin dogru olmayacagi agik¢a ortadadir [13].

3.3. Sicakhigin EtKisi (Effect of Temperature)

Sicaklik fermentatif H, iiretimi iizerinde etkili olan en
onemli calisma parametrelerinden biridir. pH gibi, hem
metabolik yol izini (pathway) hem de hidrogenaz
aktivitesini etkiledigi i¢in H; {liretimi ve hidrojen iireten
bakterinin aktivitesi sicakliktaki degisimden
etkilenmektedir [10, 15]. Uygun bir aralikta artan
sicaklik, fermentatif H» iiretimi siiresince hidrojen lireten
bakterinin H, iretme yetenegini artiracaktir. Fakat
sicaklifn ¢ok yiiksek seviyede artirmak, artan verimin
azalmasina sebep olacaktir. Ayrica sicakliktaki degisim
etanol, asetik asit, propiyonik asit ve biitirik asit
konsantrasyonunu etkiledigi igin, buna bagl olarak H,
verimi de etkilenmektedir [15].

Karanlik fermentatif H, f{iretim reaksiyonlari, farkli
sicaklik araliklarinda gergeklestirilmektedir.
Reaksiyonlar, 25-40°C (mezofilik), 40-65°C
(termofilik), 65-80°C (asir1 termofilik) ve >80°C
(hipertermofilik) sicaklikta yiiriitiilebilir. Reaktérdeki
calisma kosullarindaki farkliliklardan dolayr (substrat,
as1 ve diger proses kosullart), farkli sicaklik araliklarinda
elde edilen hidrojen verimlerini karsilastirmak zordur.
Cizelge 4’de fermentatif H, {iretimi lizerine farkli
sicakliklarin etkisi kargilagtirilmigtir. Ancak tam bir
kiyaslama yapabilmek igin hidrojen verimlerinde
birimsel esitlik saglanamamustir. Hidrojen iireten
Clostridium sp.’nin ¢ogu mezofilik kosullar1 tercih ettigi
icin, fermentatif H, ftretimi alanindaki calismalarin
bliylik boliimii mezofilik sicakliklarda yapilmistir
(yaklagik 37°C) [6]. Literatiire gore karanlik fermentatif
H, iiretimi, mezofilik sicakliklarda ¢ok yaygin olarak
uygulanir [20]. Termofilik kosullar ise, cok daha az tercih
edilir [10]. Termofilik H, prosesleri, Hy {iretimi igin
yiikksek verim vermesine ragmen, bu tiir prosesler
genellikle diisiik hacimsel iiretim hizlari ile karakterize
edilir. Ciinkii bircok termofilik mikroorganizma, sivi
kiiltiir i¢inde yiiksek hiicre yogunluguna ulasamaz.
Diisiik hacimsel tiretim hizlar1 ise, bu organizmalarin
faydali kullantmmi smirlar [31]. Yiiksek sicakliklar,
mikroorganizma aktivitesini etkileyen proteinlerin dogal
ozelliklerini kaybetmesine neden olabilir. Ayrica
termofilik proseslerin diger potansiyel dezavantaji, artan
enerji maliyetidir. Bu reaktorleri 1sitmak igin gereken
enerji, Uretilen hidrojen ile karsilanacagi icin fayda-
maliyet analizi yapilarak sistemin ekonomik agidan
uygun olup olmadigi belirlenmelidir.

Tablo 3. Fermentatif biyohidrojen iiretimi iizerine farkli pH’larin etkisi (Effect of different pH on fermentative biohydrogen production) [10]
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Baslangic pH”1
As1 Substrat Calisilan Optimum Verim
arahk pH
Kompost Sukroz 4,5-6,5 4.5 214 mL/g KOI
Anaerobik ¢amur Nisasta 5,0-7,0 5,0 1,1 mol/mol heksoz
Clostridium butyricum CGS5 Sukroz 5,0-6,5 5,5 2,78 mol/mol sukroz
Atik aktif camur G‘gj‘y?l“k 4,0-8,0 6,0 4,71 mmol/g KOI
Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum PSU-2 Sukroz 4,0-8,5 6,2 2,53 mol/mol heksoz
Citrobacter Y-19 Glikoz 4,0-9,0 7,0 11,7 mmol/g hiicre saat
Citrobacter CDN-1 Glikoz 4,5-6,5 5,0 2,1 mol/mol glikoz
Enterobacter clocae I1IT-BT-08 Sukroz 4,5-7,5 6,0 6,0 mol/mol sukroz
Karigik kiiltiir Sukroz 3,4-6,3 4,2 1,61 mol/mol glikoz
I, Piring .
Anaerobik c¢iiriitiilmiis camur bulamact 4,0-7,0 4.5 346 mL/g nisasta

Tablo 4. Fermantatif biyohidrojen {iiretimi iizerine farkli sicakliklarin etkisi (Effect of different temperatures on fermentative biohydrogen

production)

Sicaklik
As1 Substrat Cahsilan  Optimum Hidrojen Verimi
arahk deger
Citrobacter CDN-1 Glikoz 27-40 30 2,1 mol/mol glikoz
Ethanoligenes harbinense . .
YUAN-3 Glikoz 20-44 37 1,34 mol/mol glikoz
Anaerobik camur Glikoz 25-55 40 275,1 mL/g glikoz
Thermoanaerobacterium 2,53 mol/mol
thermosaccharolyticum PSU-2 Sukroz 40-80 60 heksoz
Kentsel aritma camuru Sukroz 30-55 40 3,88 mol/mol
sukroz
Kentsel aritma camuru Nisasta 37-55 55 1,44 mmol/g nisasta
Inek giibresi Inek giibresi 37-75 60 743 mL/kg inek
giibresi
Anaerobik c¢iiriitiilmiis camur Organik atik 37-55 55 360 mllzfl ugucu

3.4. Kullamilan Substrat ve Konsantrasyonunun
Etkisi (Effect of the Used Substrate and Its Concentration)

Fermentatif H, tiretiminin siirdiiriilebilirligi, kullanilan
substrata baghdir ve substratin fiziksel kimyasal
ozellikleri prosesin tiim verimliligini kuvvetle belirler.
Laboratuvar c¢alismalar1 ¢ogunlukla saf substratlar
(glikoz, sakkaroz, nisasta ve selilloz gibi) Tlizerine
odaklanmasina ragmen, pilot dl¢ekli uygulamalar daha
kompleks substratlarin kullanimini gerektirir.
Siirdiiriilebilir biyohidrojen iiretimi i¢in kullanilacak ham
maddenin bazi kriterleri karsilamas1 gerekir. Bu kriterler
su sekilde verilebilir:

»  Ham madde, 6zellikle siirdiiriilebilir kaynaklardan
iiretilebilen karbonhidrat olmalidir [6].

»  Fermentatif doniisiim, enerji kazanimim tercih
edilebilir yapacak yeterli konsantrasyona sahip olmalidir.
» Agiga cikan enerji, kullanim agisindan tercih
edilebilir olmalidir.
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»  Ham madde, diisiik maliyetli olmali ve minimum 6n
aritim gerektirmelidir.

>  Bulunabilirlik ve parcalanabilirliligi
siirdiiriilebilir kaynaklar olmalidir [32, 33].

yiiksek

Hidrojen, sadece karbonhidratlardan elde edilebildigi
i¢in, bir¢ok substrat H, iiretimi i¢in kullanilamaz. Yaglar
ve proteinler gibi, kullanilabilir substratlarin sayisi
genigletilebilirse prosesin uygulanabilirliligi artacaktir.
Nisasta ve seliiloz gibi kompleks karbonhidratlar ise,
heksoz molekiillerine (glikoz) ayrildiktan sonra hiicrenin
ihtiya¢ duydugu enerjiyi iiretmek i¢in daha ileri bir
asamaya ayrisir. Ancak bu sekilde, H; iiretimi i¢in uygun
hale gelmis olur. Sekil 2°de, seliiloz ve nisasta igeren
tarimsal attk ve gida sanayi atiksuyundan hidrojen
iiretimi 6zetlenmistir [33].

Tercih edilen karbon kaynaklari arasinda glikoz ve

siikroz, fermentatif hidrojen {iretimi c¢aligmalarinda
siklikla kullanilan substratlardir. Nisasta ya da seliiloz
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gibi daha kompleks karbonhidratlar ve melas gibi
karbonhidratca zengin atiklar da, hidrojen {iretim
caligmalarinda daha dar kapsamlida olsa substrat kaynagi
olarak kullanilabilmektedir [19]. Ciinkii karbonhidratca
zengin atiksu ve kati atiklarin bir¢ogunda bu maddeler
bulunur.

Biyohidrojen iiretiminde kullanilan diger substrat
kaynaklari, protein ve yagca zengin atiklardir. Bu tip

atiklar, karbonhidratca zengin atiklar ile
kargilagtirildiginda ~ bulunabilirlikleri az  olmasina
ragmen, organik atiklarin biyolojik donilisiimii ile

hidrojen eldesi i¢in, potansiyel besinlerdir. Caligmalarda
kullanilan substratlarin ¢ogu su sekilde
tanimlanmaktadir; polisakkaritler: seliiloz; heksozlar:
glikoz; pentozlar: ksiloz, arabinoz ya da disakkaritler:
siikroz ve maltoz. Substrat olarak kullanilacak olan ham
maddenin maliyeti, hidrojen iiretim prosesinin ekonomik
olmast yoniinden O6nem arz eder. Bu nedenle toksik
olmayan endiistriyel atiksular ve baz1 biyolojik
pargalanabilir karbonhidratlar1 i¢eren atiksular (6rnegin;
peyniraltt atiksuyu, kentsel kat1 atik sizintt suyu, seker ve
melas  dretim  fabrikalarindan  ¢ikan  atiksu,
yemekhanelerden ¢ikan gida atig1 ya da gida isleme
fabrikasi atiksuyu, alkol {iretim prosesinden ¢ikan atiksu,
nisasta lreticileri atig1, piring sarabi, makarna fabrikasi,
yag fabrikasi, ekmek mayas1 ve bira fabrikasi atiksular
vb.), farkli isletme parametrelerine sahip fermentatif
hidrojen iiretim prosesleri icin kullanilabilir [7, 34].
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Sekil 2. Nisasta veya seliiloz igeren tarimsal atiklar ve gida endiistrisi
atiksularindan biyohidrojen iiretim semasi (A schematic diagram for
biohydrogen production from cellulose/starch containing agricultural
wastes and food industry wastewaters)

Bazi kompleks substratlar (atik aktif camur, birincil
camurlar, domuz giibresi vb.) kompleks yapilarindan
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dolay1 fermentatif H, {iretimi i¢in uygun degildir. Fakat
on aritimdan sonra, hidrojen {ireten bakteri tarafindan
kullanilabilirler. Kentsel atiksu aritma tesisinden g¢ikan
atik aktif camur, yiiksek seviyede organik madde igerir.
Bu yiizden H, iiretimi i¢in potansiyel bir substrattir.
Uygun Onaritim islemleri uygulandiktan sonra atik aktif
camurdan hidrojen {iretmek ig¢in, hidrojen ireten
bakterinin yetenegi gelistirilebilir. Tablo 5’de, atik aktif
camurdan fermentatif H, iiretimi i¢in uygulanan farkli 6n
aritim metotlar1 ve elde edilen sonuglar 6zetlenmistir.
Optimum sartlarin saglanmasi i¢in atik aktif ¢amura
uygulanacak en uygun Snaritim metodu, fermentatif H,
iiretimi i¢in kullanilan as1, substrat ve ¢alisma kosullarina
bagli olarak degisiklik gosterir [7].

Fang ve dig., [35] yaptig1 caligmada, H, fermantasyonu
i¢cin piring bulamaci ve gida proses atigi kullanmustir.
Piring bulamac1 ile 6 farkli konsantrasyonda (2,2; 5,5;
8,3; 11,0; 13,8 ve 22,1 g karbonhidrat/L) g¢alismalar
yapilmis ve 5,5 g karbonhidrat/L konsantrasyonda, 15,4
mM/g karbonhidrat H, ile en yiiksek verim rapor
edilmistir. Maksimum verim alinan konsantrasyon degeri
tizerine ¢ikildiginda, H, verimi siirekli olarak azalmustir.
Verimdeki bu azalma, biyoreaktdr iginde tiretilen yiiksek
konsantrasyonda ~VFA  ve alkol iiretiminden
kaynaklanabilir. Diger tarafta Yang ve Shen [36],
substrat olarak nisasta kullanmislar ve ¢oziinebilir
nisastanin konsantrasyonundaki artistan (5, 10, 20, 30 ve
40 g nisasta/L) H, {iretiminin Onemli derecede
etkilenmedigini ancak; 20 g/L nigasta konsantrasyonunda
daha fazla H; tiretildigini rapor etmislerdir. Literatiirden
elde edilen veriler, optimum substrat konsantrasyonunun
farkli kosullar altinda degistigini gostermektedir. Bu
nedenle her ¢alisma i¢in, en iyi kosullarin tanimlanmasi
olduk¢a dnemlidir.

Tablo 5. Atik aktif camura uygulanabilecek onaritim metotlari (Pretreatment methods for waste activated sludge)
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As1 Reaktor Onaritim metodu En uygun Maksimum
tipi metot hidrojen verimi
Dondurma ve ¢6zme,
Clostridium bifermentans ~ Kesikli . Uitrasonikasyon, Dondurma ve 5 4 o1/g KOI
asidifikasyon, sterilizasyon cozme
ve metanojenik inhibisyon
Dondurma ve ¢6zme, Dondurma ve
Clostridium bifermentans Kesikli ultrasonikasyon, i 4,1 g/kg kuru kat1
o o ¢cozme
asidifikasyon, sterilizasyon
Pseudomonas sp. GZ1 Kesikli Sterilizasyon, mlkrodalga ve Sterilizasyon 15,02 mL/gTKOI
ultrasonikasyon
Eubacterium multiforme/ pH 11°de alkali 16,6 mL/g kuru
Paenibacillus polymyxa Kesikli pH 11°de alkali 6n aritim On aritim kati

3.5. H2 Kismi Basmcimin Etkisi (Effect of H: Partial
Pressure)

Sivi satha i¢indeki hidrojenin kismi basinci, H tiretimini
etkileyecek onemli faktorlerden biridir. Ho’nin kismi
basincindaki azalma, verimin artmasini saglarken; artan
H; kismi basincinin etkisi, daha yiiksek besleme giictiniin
kullanimin1 ~ sinirlayabilir. Hidrojen konsantrasyonu
artt1g1 i¢in, metabolik yol izi hidrojen yerine indirgenmis
irtinlerin tretimi yoniinde kayar. Yiiksek
konsantrasyonda H, elde etmek i¢in, metanojenler
tarafindan  tliketilmeden ya da H, iretiminin
baskilanmasina sebep olmadan 6nce, hidrojen sistemden
yapay olarak giderilmelidir [37]. Reaktor igerisinde
Hy’nin kismi basincindaki azalma, hidrojen iiretimini
artirabilir. Stvi igindeki H» konsantrasyonu arttig1 zaman,
hidrojen iiretim reaksiyonlar1 daha az tercih edilir [32].

Kesikli testlerde gaz basincinin aralikli olarak serbest
birakilmas ile hidrojen iiretiminin % 43’e kadar arttig1
rapor edilmistir [38]. Argon ya da azot gazi piiskiirtmek
sureti ile hidrojen kismi basincini azaltmak da siirekli
kiiltiir icindeki H» {iretim verimini artirmaktadir. Dogal
ekosistemlerde ise diisik H», kismi basinci, hidrojen
iireten bakteriler ve metanojenler gibi hidrojen tiiketen
bakteriler arasindaki ayni yonli ortaklik aracilig: ile
saglanir [19].

Diger bir parametre olan karistirma hiz1 da, H, verimini
etkilemektedir. Artan karistirict hizinin, ¢6ziinmiis H,
konsantrasyonunu daha da diisiirdligii goriilmiistiir [32].

3.6. Fermantasyon Son Uriinlerinin Etkisi (Effect of
Fermentation Last Products)

Anaerobik karisik kiiltiir ile biyohidrojen iiretimi karisik
kiiltiir sisteminin davranisindan ve hidrojenin ¢evresel
kosullara duyarliligindan dolayr ¢ok kompleks bir
biyolojik sistemdir. Anaerobik karigik ag1 ¢amur, farkli
biyolojik ozelliklere sahip ¢esitli fermentatif bakteri
tirleri ve sporlarindan olusur. Her grup farkli bir
biyokimyasal yolu tercih eder ve kendi tiiriine 6zgii bir
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yan {rliin ya da son iriin tretir. Bir bakteri grubu
biyohidrojen {iretiyorken, diger bir bakteri grubu onu
tilketebilir. Diger tarafta bazi bakteri tiirleri gevresel
kosullar uygunsa, hidrojeni hem iretip hem de
tikketebilir. Bu duruma en iyi Ornek, biyohidrojen
iiretimine karsi asetat olusumudur.

Asetik asit son {irlin oldugu zaman, teorik olarak
maksimum 4 mol H; elde edilir.

CsHi1206+2H,O — 2CH3;COOH+2CO,+4H, 4)

C. aceticum gibi Clostridia’nin baz tiirleri, H, ve CO;’i
asetata doniistiirmekle asagidaki reaksiyonda oldugu gibi
H, verimini diisiirebilir. Bu ylizden artan asetat tiretimi,
H; veriminin arttigina dair bir kanit degildir [32].

2C0,+4H, —p CH;COOH+2H,0 )

Bakteriyel fermantasyon, mikroorganizmanin biiylimesi
ve sirekliligi icin gerekli enerjiyi elde ederken bir
substrat kaynagina ihtiya¢ duyar ve metabolik yol izi
stiresince organik asit, alkol ve hidrojen gibi bazi ara
dirtinler tretilir. Fermantasyon yol izi siiresince ara {iriin
olarak H, iiretimi, asetik asit, propiyonik asit, biitirik asit
ve laktik asit gibi fermantasyon son {iriinlerinden
etkilenir (Esitlik 4-6).

En yiiksek teorik H, verimi, fermantasyon son iiriinii
olarak asetat olusumu ile iligskili olmasmna ragmen;
pratikte en yiiksek H, verimi, asetat ve biitirat
fermantasyon iriinlerinin  karisimi  ile  iliskilidir.
Karisimin asetik asit ve biitirat icerigi propiyonattan daha
yiiksek oldugu zaman, H, verimi daha da yiiksektir.
Biitirat son iiriin oldugunda ise,1 mol glikoz basina
maksimum 2 mol H, elde edilir. Fakat bu bilgilere
ragmen, fermantasyon yol izi ve hidrojen iiretim yetenegi
arasindaki iliski tam olarak ¢6ziilememistir [39].
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C¢H1,06+2H, 0 —» CH,CH,CH,COOH+2H,+2CO,
(6)

Kullanilan organik besin maddeleri ve bakteri tiirlerine
bagli olarak aciga ¢ikan organik asitler (malat, laktat,
propiyonat, biitirat ve/ya da asetat), anaerobik bakterinin
fermentatif metabolizmasi ile desteklenemez ve bunlarin
Hy’ye doniisiimii enerji agisindan tercih edilebilir bir
reaksiyon degildir. Bu yiizden bu organik asitler, biiylime
ortaminda birikir ve mikroorganizma biiyiime hizlarinda
azalmaya sebep oldugu i¢in H» iiretim verimi azalir.
Sonug olarak H; iiretim reaksiyon siiresi, nispeten kisa
olabilir ve verim organik asitlerin birikiminden dolay1
azalabilir [40].

Biyohidrojen  iretimi,  anaerobik  fermantasyon
prosesinde laktatin iiretimi ile negatif olarak etkilenir.
Gergekte laktat, karanlik fermantasyon ile H» iiretimi i¢in
esas problemdir. Bilyllk miktarda laktat dretilirse,
Laktobasillus  tirli laktat fermantasyon bakterisi
fermantasyon ortaminda baskin olabilir. Laktat {ireten
bakteri baskinsa, piruvat reaksiyonlarinda hidrojenin
tiiketiminden dolay1 H; tiretilemeyebilir. Siv1 alkoller H,
iretiminde tercih edilmeyen diger iriinlerdir. Laktat
iireten bakteri, diger anaerobik fermentatif bakteriler ile
uyum saglayabildigi i¢in ayarlanmis pH ve sicaklik
altinda laktat {iretimi miimkiin degildir. Bu durum sik sik
meydana gelmesine ragmen, anaerobik fermantasyonla
biyohidrojen iiretimi i¢in ¢ok 6nemli bir risktir. Ek olarak
laktat, anaerobik karigik kiiltiir i¢indeki Clostridia sp.
tarafindan tretilebilir. Laktat ile H» iiretilebilse bile, Ha
verimi diisiiktlir ve H liretim hizi, biitirat ve asetat gibi
diger yol izlerinden daha yavastir.

Propiyonatin ~ olusumu  ve  birikimi,  hidrojen
olusumundaki verimsizlik ve toksik etkisinden dolay1
sistem icin diger bir problemdir. Normal olarak
propiyonik asit, diger {irlinler ile birlikte tiretilir. Fakat
asidik ve konvansiyonel anaerobik proseslerde, diger
iriinler arttyor iken propiyonat seviyesi azalir.
Propiyonatin birikimi, sistem i¢in biyiik bir risktir.
Ciinkii bu kosullar altinda, ne hidrojen ne de diger iiriinler
iiretilebilir. pH 5,3 ya da daha diisik pH degerlerinde,
asidik fermentatif proses icinde propiyonat iiretimi
onlenebilir [41].

Ozellikle de aseton ve biitanol gibi bazi ara iiriinlerin
olusumu ile de, hidrojen iiretimi negatif olarak etkilenir.
Asetat iiretildigi zaman var olan 2H" kullanilarak, aseton
tiretilebilir. Biitanolun, biitirat yolizinden ¢ikan 4H*
kullanilarak tiretilebildigi de bilinmektedir [30].

Hidrojen, ¢ogunlukla biitirat, asetat ve etanol yol izi ile

iiretilebilir. Etanol, sistem igindeki stabil fonksiyonundan
dolay1, fermentatif hidrojen i¢in Snemli bir {riindiir.
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Literatiir arastirmast gosteriyor ki etanol, anaerobik
karisik kiiltiir i¢indeki biitiin {iriinler ile bir arada olabilir.
H, verimini etkileyen etanol olusumunun, optimum
seviyesini bulmak énemlidir. Ren ve dig., [42] yaptigt
caligmada, asetat/etanol oram yaklagik olarak 1
oldugunda en iyi hidrojen veriminin elde edildigini rapor
emistir.

Ha,, ara friinlerin her biri ile iiretilse de tretilmese de
sistem onlardan sadece birini iiretse bile, inhibisyon
etkisinden dolayi, hidrojen iiretim hizi azalabilir ya da
durabilir. H, verimini maksimize etmek igin, bakterinin
metabolizmasi alkolden (etanol, biitanol) ve ugucu yag
asitleri yoniinden indirgenmis asitlerden (laktat) uzakta
yonetilmelidir [43]. Ciinkii ayrigtirllamayan asitler, hiicre
membranindan gegebilir, transmembran pH degisim
derecesini diisiirebilir ve bu yiizden hiicre 6liimiine ya da
spor olusumuna sebep olabilir [19].

3.7. Azot ve Fosfor Konsantrasyonunun Etkisi (Effect
of Nitrogen and Phosphorus Concentration)

Azot, protein niikleik asit ve enzimler i¢in ¢ok dnemli bir
bilesen olmasindan dolayr hidrojen iireten bakterinin
biiylimesi i¢in gerekli en 6nemli besin maddelerinden
biridir.
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Bu yiizden uygun miktarda azot ilavesi, hidrojen iireten
bakterinin biiyiimesine ve fermentatif H, {iretimine
olumlu yonde etki edecektir. Bu amagla en ¢ok kullanilan
azot kaynag1, amonyak azotudur. Fosfor, besin degeri ve
tamponlama kapasitesinden dolay1 hidrojen {iretimi igin
gereklidir. Azot ve fosfor konsantrasyonunu artirmak,
verimi artirir. Fakat fazla miktarda artig, artan verimin

Anaerobik fermantasyonla biyohidrojen iiretim verimine etki
eden faktorler

azalmasina sebep olacaktir. Bu nedenle uygun C/N ve
C/P orani, fermentatif H, iiretimi igin gereklidir.
Kullanilan deneysel sartlardan dolay1r optimum N, P,
C/N, C/P oranlar1 hususunda, ortak bir karara
vartlamamigtir [2, 15].

Tablo 6. Fermentatif biyohidrojen iiretimi iizerine farkli metal iyonlarimin etkisi (Effect of different metal ions on fermentative biohydrogen

production)

Konsantrasyon
Ast Substrat Re:?kFor Metal (mg/L) : Hldr.OJe.:n
tipi iyonu Cahsilan Optimum verimi
aralik kons.
Anaerobik gamur Nisasta  Kesikli  Fe 04000 150 27>.0mb/e
nigasta
Anaerobik gamur Glikoz Kesikli ~ Fe?  0-1500 350 311,2 mL/g
glikoz
Clostridium
saccharoperbutylacetonicum Glikoz Kesikli Fe 1-100 25 7,73 mL/saat
N1-4 (ATCC13564)
Clostridium acetobutylicum Glikoz Kesikli Fe™? 0-1000 25 4(?51?01;@
Palm yag1
Anaerobik camur isleme Kesikli Fe 2-400 257 6,33 L/L
atiksuyu
Ciiriitiilmiis gamur Glikoz Kesikli ~ Ni® 0-50 0,1 296,1 mL/g
glikoz
Hidrojen iireten bakteri B49 Glikoz Kesikli Mg*? 1,2-23,6 23,6 2360,5
mlL/Lsaat
Clostridium acetobutylicum Glikoz Kesikli Mg*? 0-1000 0,0 77,5 mL/L saat
Anaerobik gamur Glikoz Kesikli ~ Cu? 0-400 400 ”‘;ﬁ(‘:}; mol
Ciiriitilmiis gamur Sukroz Siirekli Ca'? 0-300 150 3,6 mol/mol
Kentsel atik camur Sukroz Siirekli Ca™? 0-27,2 27,2 2,19 mol/mol
sukroz
Anaerobik gamur Glikoz ~ Kesikli  zn”  0-500 250 1’73g rolmol

3.8. Metal iyonunun EtKkisi (Effect of Metal Ton)

Yiikksek metal iyonu konsantrasyonu, H, {ireten
bakterinin aktivitesini sinirlandirabilmesine ragmen iz
miktarda metal iyonu, fermentatif H, iretimi igin
gereklidir. Ortamda bulunmas1 hidrogenaz enzimi
agisindan gerekli oldugundan Fe?', fermentatif H,
iretimi icin ¢ok genis Olgiide arastirilan bir metal
iyonudur.

Biyohidrojen iiretimi, fermantasyon siiresince bakteriyel
metabolizma i¢in gerekli mikroniitrientleri gerektirir. Na,
Mg, Zn ve Fe gibi elementlere bakteriyel enzimin
kofaktdrii, taginim prosesleri ve dehidrogenaz tarafindan
ihtiya¢ duyuldugu icin, mikroorganizmalar i¢indeki H»
metabolizmasini etkileyen dnemli iz metallerdir. Tablo
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6’da fermentatif H, tiretimi tizerine farkli metallerin
etkisi incelenmistir [10].

Agir metallerin  zehirliligi de, hidrojen iretim
sistemlerinde dikkate alinmalidir. Yapilan ¢aligmalarda
bazi metallerin zehirlilik seviyelerinin, Cu>Ni-
Zn>Cr>Cd>Pb seklinde degistigi goriilmiistiir [15].

Mineral tuz igerigi de, hidrojen iiretimini etkiler. Uygun
icerik ile elde edilen hacimsel hidrojen iiretim hizi
(VHPR), geleneksel asidojenik niitrient formiilasyonu ile
elde edilen degerden %66 daha yiiksektir. Demirin yan
sira magnezyum, sodyum ve ¢inko, bakteriyal enzim
kofaktorleri, tasinim prosesleri ve dehidrogenaz igin
gerekli oldugundan VHPR’yi etkileyen Onemli iz
metallerdir [16].
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3.9. Hidrolik Alikonma Siiresi (HRT) (Hydraulic
Retention Time)

HRT, siirekli sistemde isletilen reaktorlerde hidrojen
iretim hizim ve/ya da verimini potansiyel olarak
etkileyen bir faktordiir. Ayrica HRT’nin, substratin
fermantasyonu sirasinda {iriin bilesimini de etkiledigi
goriilmiistiir. En uygun HRT, cesitli faktorlere (reaktor
sekli, kullanilan substrat, belirli mikroorganizma veya
mikrobiyal topluluklar) bagli olarak degismekle birlikte,
her sistem igin belirli bir 6zelliktir. Uygun aralikta HRT
artis1 bakterilerin hidrojen iiretim yetenegini artirir. Fakat
¢ok yiiksek seviyelerdeki HRT, azaltir [2]. Wongtanet ve
dig., [44] 35°C’de ve pH 5,5°’de CSTR’de anaerobik
karigik kiiltiir ile yaptiklar1 caligmada, HRT yi 3 gilinden
1 giine azalttiklarinda, hidrojen veriminin 0,66’dan 1,24
mol Hy/mol glikoz’a arttigini rapor etmistir.

Cok diistik HRT’de ¢aligmak, biyokiitle yikanmasina yol
acabilir. Ancak ¢ok yiiksek HRT’de ¢aligmak da, uygun
degildir. Ciinkii yiiksek seviyede ugucu yag asidi
birikimiyle, hidrojen iiretiminin inhibisyonuna yol
acabilir [19]. Esasen kisa HRT’de, hidrojen tiiketiciler,
birincil  olarak da  metanojenler, ortamdan
uzaklastirilabilir. Bu nedenle HRT’nin kontrold, asi
¢amurun On arittimi olmaksizin hidrojen tiiketicileri
smirlandirmak igin diger bir strateji olabilir. Lin ve Jo
[45], metan iiretimini tamamen inhibe edebilmek
amactyla, 8 saate kadar HRT’yi kademeli olarak
azaltarak anaerobik ardisik kesikli reaktdrde hidrojen
iiretim verimini artirmay1 basarmiglardir.

3.10. Metabolik Kayma (Metabolic Shift)

Sekil 3’de karbonhidratlarin fermantasyonu ile olusan
olast fermantasyon {rlinleri gosterilmektedir [42].
Pratikte yiiksek H, verimleri, asetat ve biitirat
fermantasyon iiriinlerinin karigimi ile diisiik H, verimi
ise, alkol ve laktik asit gibi indirgenmis son iiriinler ve
propiyonat ile iliskilidir [43]. Fakat diigiik pH degerleri
gibi (4,5-5,0) 6zel gevresel kosullar altinda, etanol tip
fermantasyon ile H, elde edilebilecegi de gbz Oniinde
bulundurulmalidir.
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(—2002 CgHy20¢ E
_2NAD*
2CH,CH,OH 2ADP - 2]\MDMW:
4NAD*4NADH'+‘H— oaTp«| 2NADH+H*2NAD*
| i
2CH,COOH *‘7—-\ZCHQCOSCOA 2CH,COCO0 \ 3 2CH,CHOHCOOH
ZATP i
2NADH+H"_
2NAD™
ZCHQ(CHZJZCOOH‘ 2CH,4CH,CO0H

Sekil 3. Bazi diger yan iriinler ve fermentatif hidrojen olusumu i¢in
ornek yol izi (Fd, Oksitlenmis ferrodoksin; FdH,, Indirgenmis
ferrodoksin) (Representative pathways of fermentative hydrogen
evolution and some other by-products (Fd, oxidized ferredoxin; FdH,,
reduced ferredoxin).

C¢H 1206 + 3H,O0 —» C,H50H + 2CH3;COOH + 2CO,
+2H, (7

Bu yiizden etanol olusumu, her zaman diigiik hidrojen
iiretim veriminin isareti degildir. Hidrojen {iretecek
bakterinin metabolik yol izi, ¢esitli ¢cevresel faktorlerden
onemli derecede etkilendigi icin bu durum c¢ok iyi bir
sekilde arastirilmalidir [29].

3.11. Enzim (Enzyme)

Biyohidrojen {iretimi, mikroorganizmalarda bulunan
hidrojen iireten enzimlere baghidir. Bu enzimler, ¢ok
basit redoks reaksiyonlarinda (2H" + 2¢~ — H,) katalizor
olarak gorev yapar. Bu reaksiyonu gerceklestiren
enzimlerin bir¢ogu, aktif yerlerinde karmasik metalli
gruplar ve 0Ozel proteinler igerirler. Birgok hidrojen
dretim sistemi tarafindan kullanilan t¢ ana hidrojen
iireten enzim (nitrogenazlar, [NiFe]-hidrogenazlar ve
[FeFe]-hidrogenazlar) vardir.

Nitrogenazlar, azotu amonyaga baglayan reaksiyonu
katalizler ve ayni anda protonlarin (H") hidrojene zorunlu
indirgenmesini saglar.

[NiFe]-hidrogenazlar, hidrojen iiretiminde
nitrogenazlardan 15 kat daha etkilidir. [NiFe]-
hidrogenazlar, sadece hidrojen iiretmez ayrica onlar
uptake hidrogenazlar (hidrojen tiiketen enzimler) olarak
da gorev alabilir. Hidrojenden gelen elektronlar

nikotinamid  adenindiniikleotid fosfatt (NAD(P))
indirgemekte kullanir.
En etkili  hidrojen  iretim  enzimi, [FeFe]-

hidrogenazlardir. Nitrogenazlardan 1000 kat, [NiFe]-
hidrogenazlardan ise 10-100 kat daha iyi aktiviteye
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sahiptir. [FeFe]-hidrogenazlar, ¢evrelerine bagli olarak
ya hidrojen {iretir ya da tiiketirler. Bu enzimlerin ig¢ii,
genel olarak oksijene hassastirlar ve uygun hizda
hidrojen ~ iiretmek  i¢in  oksijenin  ortamdan
uzaklastirilmasi gerekir. [NiFe]-hidrogenazlar ve [FeFe]-
hidrogenazlar, anaerobik mikroorganizma karigimi veya
saf kiiltiirler tarafindan karanlik fermantasyonlarda
kullanilabilir. Bu reaksiyonlarda oksijen iiretilmedigi
veya tiiketilmedigi i¢in, her iki hidrogenaz tipinin oksijen
tarafindan pasif hale getirilme olasilig1 ¢cok diisiiktiir [2].

4. SONUC (CONCLUSION)

Gelecekte olmasi muhtemel enerji krizlerine ¢o6ziim
arayislari ge¢misten bugiline artan bir hizda devam
etmektedir. Bu yonde ortaya atilan ¢6ziim onerilerinden
bir tanesi de 6nemli bir enerji tastyicist olan hidrojenin
enerji kaynagi olarak kullanimmin ve {iretiminin
artirtlmasi yoniindedir. Hidrojen tiretim ydntemlerinden
olan biyolojik hidrojen iiretimi ve bunun bir alt
uygulamast olan karanlik fermantasyonla hidrojen
iretimi, enerji verimliligi ve temiz enerji iretimi
acisindan avantajli  goziikmektedir. Ancak derleme
calismamizda da anlatildifi  iizere, anaerobik
fermantasyonla H, iretimini etkileyen pek cok faktor
vardir. Calisma parametrelerini optimize etmek ve
reaktdr tasarimini gelistirmek yapilan galigmalardaki
hidrojen iiretim verimliligini artiracaktir. Bu nedenle,
bundan sonra yapilacak olan karanlik fermantasyonla
biyohidrojen iiretim ¢aligmalarindan, daha 6nce yapilmis
caligmalara kiyasla daha olumlu sonuglar alinabilmesi
icin makalemizde belirtilen faktoérlerin optimizasyonuna
ayrica Onem verilmesi gerektigi agik¢a ortadadir.
Yapilmis ve yapilmakta olan c¢alismalar da ilerleme
kaydedilmesi durumunda hem karanlik fermantasyon ile
elde edilen hidrojen veriminde artis gozlenecek, hem de
ticari agidan uygulanabilirliligi artacaktir.
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