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Ozet

Aritim uygulamalarinda karigik kiiltiir saf kiiltiir yerine kullanilir. Hidrojen, anaerobik sartlar altinda karisik kiiltiirde
substratin fermente edilmesi ile iiretilebilir. Anaerobik sartlar altindaki karisik kiiltiir sistemlerinde, hidrojen iireten bakteri ile
iiretilen hidrojen, ¢cogu kez diger hidrojen tiiketen bakteriler ile tiikenir. Bu yiizden as1 olarak kullamilacak ¢amura, hidrojen
iireten bakterinin aktivitesi korunurken miimkiin oldugunca hidrojen tiiketen bakteriyal aktiviteyi baskilayacak on aritim
islemi uygulamak gerekir. Etkili 6n aritim prosesleri 1sitma, havalandirma, asidik veya bazik aritim ve kimyasallar uygulama
gibi islemleri kapsar. Bu g¢alismada fermentatif hidrojen {iretimi i¢in, hidrojen lireten asinin hazirlanmasinda 6n aritim
metotlarinin etkinligi tartigilmistir.
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EVALUATION OF PRETREATMENT METHODS OF PREPARING
HYDROGEN PRODUCING SEEDS FROM MIXED CULTURES FOR
FERMENTATIVE HYDROGEN PRODUCTION

Abstract

Mixed cultures are used instead of pure cultures for treatment. Hydrogen can be produced through fermenting substrate in a
mixed culture under anaerobic conditions. In a mixed culture system under anaerobic conditions, the hydrogen produced by
hydrogen-producing bacteria is often readily consumed by other hydrogen-consuming bacteria. Thus the seed sludge needs a
pretreatmnet process to suppress as much hydrogen-consuming bacterial activity as possible while still preserving the activity
of the hydrogen-producing bacteria. Effective pretreatment processes include heating, acidic or basic treatment, aeration,
chemicals, and so on. This review discusses effect of a pretreatment at preparing hydrogen producing seeds for fermentative
hydrogen production.
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1. Giris

Diinyada bugiin tiiketilen enerjinin %80’ini fosil yakitlar olusturmaktadir. Sinirli rezervlere sahip olan fosil
yakitlarin kullanilmasi, iklim degisikligi yaratmasindan halk sagligini tehdit etmesine kadar genis bir aralikta
problemler meydana getirmistir. Bu yiizden ¢evreye daha dost ve yenilenebilir enerji kaynaklarina olan ihtiyag
her gecen giin daha da artmaktadir.

Hidrojen (/{,) gerek sosyo-ekonomik gerek gevresel faydalar agisindan en @imit verici yakit bulunmustur.

Hidrojen, bilinen diger yakitlardan daha yiiksek enerji degerine sahip olup (122-142 klJ/g) (hidrokarbon
yakitlardan 2,75 kat daha yiiksek) hidrokarbon i¢ermeyen yesil bir alternatiftir [1,2,3]. Evsel veya endiistriyel

tiiketim i¢in tagmabilir ve kullanimi dogal gazdan daha emniyetlidir. /, gevresel agidan giivenilir, yenilenebilir

enerji kaynagidir ve fosil yakitlara alternatif olarak kabul edilmektedir [3]. F, baslica fosil yakitlar, biyokiitle

ve sudan termokimyasal, elektrokimyasal ve biyolojik metotlar ile iretilir. Biyolojik metotlarin disindaki
yontemlerde yogun enerji kullanilmaktadir. Ornegin elektroliz metodunda isletme maliyetinin %80’ini elektrik
giderleri olusturmaktadir. Biyolojik hidrojen iiretim prosesleri ortam sicaklig1 ve basincinda isletilir, bu yilizden
enerji tiiketimi azdir. Bu prosesler sadece g¢evreye dost olmalar1 degil, ayrica yenilenebilir kaynaklarm
degerlendirilmesinde yeni bir acilim yaratmasi bakimindan onemlidir. Bu proseslerde gesitli atik maddeler
kullanilabilmektedir [1, 4,]. Biyolojik prosesler dort sekilde siniflandirilabilir. Bunlar: alg ve cyanobakter ile
suyun biyofotolizi, fotosentetik bakteri ile organik bilesiklerin fotoparcalanmasi, organik bilesiklerden
fermentatif hidrojen iiretimi ve fotosentetik ve fermentatif bakteri kullanilarak olusturulan hibrid sistemlerde
hidrojen tiretimi [4]. Fermentatif ve fotofermentasyon yontemleri karsilastirildiginda ise 151k olmaksizin siirekli
olarak yiiksek ve stabil hidrojen iiretimine olanak veren fermentatif hidrojen iiretim prosesinin, sanayilestirme
¢abalar1 i¢in ¢ok uygun oldugu, ayrica basit kontrol ve diigiik isletme maliyetine sahip oldugu da sdylenebilir [5].
Fermentatif hidrojen iiretim prosesi, son yillarda laboratuvar dlgeginde organik atiklardan hidrojen {iretimi igin
genis Olciide kullanilmaktadir. Heterotroflar tarafindan organik maddeden fermentatif hidrojen iiretimi gogu
zaman “karanlik fermentasyon” olarak tanimlanmaktadir.

Bilindigi iizere anaerobik prosesler kullanilarak, organik atiklar mikroorganizma gurubu tarafindan bir seri
zincirleme reaksiyon ile metana doniistiiriiliir. Kompleks organik maddeler 6nce hidrolizlenir ve yag asitlerine
fermente olur. Daha sonra yag asitleri asetat ve hidrojene doniisiir. Son asamada ise bu yan lriinler metana
doniisiir. Son yillardaki egilim ise organik kirleticilerin metan yerine hidrojene doéniistiiriilmesidir. Hidrojen
asagida verilen iki sebepten dolayr metana karsi tercih edilir [6].

1- H,, metana kiyaslandiginda genis bir aralikta endistriyel kullanima sahiptir. Metan ise ¢ogunlukla yakit
olarak kullanilir [3]
2- H, ideal yakuttir, yandig1 zaman sadece su olusur.

Enerji uzmanlari, hidrojenin gelecekte fosil yakitlar ile yer degistirecegi goriisiindedirler.

Fermentatif hidrojen iiretimi hem saf kiiltiir hem de karisik kiiltiir kullanilarak yiiriitiilebilir. Karisik kiiltiirli
sistemlerin isletilmesi ucuz, kontrol edilmesi kolay ve genis bir hammaddede ¢alisma olanagi bulmasindan
dolay1 avantajlidir. Ancak karisik kiiltiiriin kullanildigi fermentatif hidrojen iretim proseslerinde, hidrojen

ireticiler tarafindan tretilen /,, hidrojen tiiketiciler tarafindan tiiketilebilir. Bu yiizden bu proseslerde

kullanilacak karisik kiiltiire, bir 6n aritim iglemi uygulanarak hidrojen iireten bakteri aktivitesinin korunmasi,
hidrojen tiiketen bakteri aktivitesinin engellenmesi onerilmektedir.

Bu makalede as1 olarak kullanilacak karigik kiiltiire uygulanan 6n islemler ve bu 6n islemlerin fermentatif
hidrojen iiretimine olan etkisi anlatilmigtir.

1. Organik Bilesiklerden Fermentatif Hidrojen Uretimi

Fermentatif hidrojen tretimi iki faktoriin etkili birlesimi ile en yiiksek seviyesine ulasabilir. Bu faktorlerin ilki
kolay elde edilebilir ve zengin elektron kaynagmnim varlig, ikincisi ise aktif hidrojenazin mevcut olmasidir.
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Biyolojik /1, iiretim prosesleri, hidrojen iireten enzimlerin varligina baglhdir. Bu enzimler
2H" +2¢” <> H,
()

kimyasal reaksiyonunu katalizler. /1, iireten enzimlerin aktif bolgelerinde metal gruplari igerir. Su anda, bu
reaksiyonu yapabilen ii¢ enzim bilinmektedir, bunlar nitrojenaz, Fe-hidrojenaz ve NiFe-hidrojenaz [7].
Nitrojenaz, N,-fiksasyonunun yan iiriinii olarak /7, iiretir. Arzu edilen yonde N, fiksasyonu reaksiyonunda

nitrojenazm irettigi /7, hiicrenin disina diflize olur. Hidrojenaz ise biyolojik hidrojen iiretim proseslerinde
kullanilmakta olan ana enzimdir [3].

Karanlik fermentasyon anoksik (yani elektron alicisi olarak oksijenin mevcut olmadigi sartlar) ve anaerobik
sartlar altinda meydana gelen bir olaydir. Bakteri organik substrat {izerinde biiyilirken, bu substratlar biiyiime igin
yap1 taglarmi olusturmak ve metabolik enerjiyi saglamak igin oksidasyon ile parcalanirlar. Oksidasyon adimi
elektronlar tiretir, bu elektronlarin ise elektriksel nétralinitenin korunmasi igin bertaraf edilmesine ihtiyag¢ vardir.
Oksik ortamlarda, oksijen indirgenir ve su olusur. Anoksik ortamlarda, diger bilesikler, 6rnegin protonlar,

elektron alicist olarak hizmet ederler ve molekiiler hidrojene ( /1,) indirgenirler. Model bilesik olarak glukoz

alindigi zaman, glukoz 6nce hidrojen ireten bakteri tarafindan piruvata doniisiir. Piruvat iki enzim sisteminin
katalizlenmesi ile pargalanir. Bunlar:

1-Piruvat: format lyaz (PFL)
Piruvat+CoA —> asetil-CoA+format

(2)
2-Piruvat: ferredoksin oxido rediiktaz (PFOR)
Piruvat+CoA+2Fd(ox) — asetil-CoA+CO,+2Fd(red)

A3)

2H* + Fd(red) — H, + Fd(ox)

4)

Piruvat asetilkoenzim A (asetil-CoA), karbon dioksit ve hidrojene doniisiir. Piruvat ayrica asetil-CoA ve formata
da doniisebilir, ki bunlar kolaylikla hidrojen ve karbon dioksite pargalanabilir. Bu yolizinde, elektronlarin bir
kismi f, iretmek i¢in protonlara transfer olur, diger kismi NADH, iiretmek icin NAD'ye transfer olur.

NADH, daha sonra hidrojenaz igeren ikinci yolizde F/, iiretmek igin kullanilir, hidrojenazda elektronlar

ferredoksine (Fd) sonra H'ya transfer olacaktir. Asetil-CoA en son olarak asetat, biitirat, etanol vs. gibi bazi
metabolitlere doniisiir [5, 7, 8].

Karbonhidrat igeren c¢esitli atiktan anaerobik fermentasyon ile hidrojen iiretimi son yillarda dikkat ¢eken bir
gelisme olmustur. Karbonhidrat fermentasyonunda en énemli iiriin /7, ile birlikte asetik asit ve biitirik asitlerdir.

Bu asidifikasyon prosesi olup, model bilesik olarak glukoz kullanildiginda gergeklesecek reaksiyonlar 5 ve 6’da
verilmistir.

C H,,0, +2H,0 — 2CH,COOH +2C0, +4H,
(%)

CH,,0, — CH,CH,CH,COOH +2CO, +2H,
(6)

Stokiyometrik verim, iiretilen ugucu yag asitleri (VFA) tek asetik asit oldugu zaman ve elektronlar biiylime igin
kullanilmadig1 zaman 1 mol glukoz i¢in 4 mol /1, (25 °C de 544mL H , /g hekzos veya hidrojen verimliligi

%33), biitirik asit tiretiminde 2 mol /1, (25 °C de 277 mL H ,/g hekzos veya hidrojen verimliligi %17) dur.
Asetik asite ilaveten etanol de iiretilebilir (reaksiyon 7).
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C H,,0, + H,0 — CH,CH,OH + CH,COOH +2H, +2CO,

()

Stokiyometrik verim, 1 mol glukoz i¢in 2 mol /1, dir. Sadece etanol iiretimi olmasi durumunda hidrojen tiretimi

olmaz bir bagka deyisle hidrojen verimliligi %0 olur. Bu yiizden VFA’nin {iretimi alkole, asetat biitirata karsi
tercih edilir [9].

Proseste gercek /1, verimi asagida verilen sebeplerden dolay: diisiik olabilir [6].

1-Glukoz, hidrojen iiretmeden diger yolizleri ile parcalanabilir,
2-Glukozun bir kism1 biokiitle olusumu i¢in kullanilabilir,
3-Stokiyometrik verim denge sartlarinda elde edilir,

4-Uretilen H 5, diger yan {iriinlerin Giretilmesinde kullanilabilir (reaksiyon 8 gibi).

C H,,04 +2H, — 2CH,CH,COOH +2H,0

®)

2.1 Fermentatif Hidrojen Uretimini Etkileyen Faktorler

Bioprosesi etkileyen bazi parametrelerin (organizmanin tipi, pH, susbstrat yiiklemesi (organik yiikleme hizi),
reaktor tipi/bilyiime sartlart (kesikli, ardigik kesikli, stirekli), substratin tipi (saf karbonhidrat, cesitli atiklar) )
optimize edilmesi ile hidrojen tiretim verimi en yiiksek seviyesine ulasabilir.

Saf ve karigik kiiltiir: Belirli substratlar {izerinde biiyiiyen saf kiiltiirler, sinirlayici faktorlerin etkisini ve
genetik yoniini incelemek i¢in uygundurlar, oysa karigik kiiltiirler kompleks substratlarin
fermentasyonu i¢in ¢ok uygundurlar. Saf kiiltiirler ile fermentasyonun seyri (ve {iriinler) organizmanin
secimi ile kontrol edilebilir, fakat karisik kiiltiirde, metabolik yolizi bioproses parametreleri ile istenen
dogrultuya yonlendirilir [10].

pH: pH kontrolii, organik asit olusumundan dolay1 kuvvetli asidifikasyon ile fermentasyon hizinin
belirlenmesinde dnemli bir parametredir. pH hem {iriin dagilimimi hem de hiicre canliligini etkiler [10].
pH, hidrojenaz aktivitesini de etkileyebilir [5]. Hidrojen {iretim verimini, biyogaz igerigini, liretilen
organik asit tipini ve spesifik hidrojen {iretim hizini etkiler. Maksimum hidrojen verimi veya spesifik
hidrojen iiretim hizi i¢in agiklanan pH araligi 5-6’dir. Ancak bazi arastirmacilar optimum pH araligim
6,8-8 olarak agiklamislardir. Anaerobik hidrojen iiretiminde final pH 4-4,8 arasindadir. pH’daki bu
azalma hidrojen iiretimini inhibe eder [1].

Organik yiikleme hizi: Yiiksek substrat derisimleri isletim agisindan tercih edilecektir. Cilinkii yiiksek
substrat derisimleri, yiiksek hacimsel hidrojen {iretim hizina sebep olur [10].

Reaktor tipi: Konvansiyonel siirekli tam karigimli tank reaktoriinde (CSTR) biokiitle, hidrolik alikonma
stiresi (HRT) ile ayn1 alikonma siiresine sahip oldugu i¢in biokiitlenin reaktér disina yitkanmasi ¢ok kisa
HRT’de meydana gelebilir. Ayrica karisik sividaki biokiitle derisimi ve hidrojen iiretimi smirlanir.
Tutuklanmis-hiicreli reaktorler, bu tip reaktorlere bir alternatiftir. HRT nin artigt hidrojen lireticilerinin
yetenegini artirir, ancak c¢ok yiiksek seviyelerde azalir [5]. Isletim kolayligi agisndan CSTR’ler
maksimum karisim ve homojenite sagladigi icin model c¢alismalarda kullanmak faydalidir. Ancak
pratikte sabit yatak veya graniiler tipli reaktdrlerin bazi g¢esitleri daha iyi adapte oldugu goriilmiis.
Ciinkii bunlar ¢ok yiiksek hiicre yogunluguna sahip olup reaktorlerin bakteri biiyiime hizindan bagimsiz
HRT’lerde ¢alismasina olanak vermektedir. Boylece bu tip reaktorler ile ¢ok yiiksek hacimsel iiretim
hizlar elde edilebilir, ¢ogunlukla CSTR reaktorlerde elde edilenin 10 kati veya daha fazlasidir [10].

Substrat tipi: Yiiksek hidrojen verimi kolaylikla parcalanabilen glukoz, sukroz gibi basit sekerlerin
kullanimu ile elde edilebilir. Dogada bol miktarda bulunan ve hidrojen iiretimi i¢in karbonhidrat kaynagi
olarak kullanilabilen nisasta iceren atiklarin biiylik bir potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir. Ayni

70



TUBAV Bilim 3(1) 2010 67-78 N.Genc

sekilde bitki biokiitlesinin en 6nemli bilesimi olan ve tarimsal atiklarda yiiksek derecede mevcut olan,
kagit ve gida endiistrisi gibi endiistriyel ciktilarda bulunan seliiloz da hidrojen fiiretiminde substrat
olarak kullanilabilecegini arastirmalar géstermistir. Bunun disinda gida endiistrisi atiklar1 ve atiksulari,
aritma ¢amurlarmin da substrat olarak kullanimi s6z konusudur [1]. Kompleks substratlar, kompleks
yapilarindan dolayr hidrojen {iretimi i¢in ideal degillerdir. Ancak bazi metotlar ile 6n islemden
gecirildikten sonra hidrojen iireticiler tarafindan kolaylikla kullanilabilirler [5].

e Sicaklik: Uygun aralikta sicaklik artigi hidrojen iireten bakterinin yetenegini artirir. Fakat ¢ok yiiksek
seviyelerdeki sicaklik azaltir. Mezofilik aralik i¢in optimum sicaklik 37 °C, termofilik aralik i¢in 55
°C’dir [5].

Yukarida ifade edilen bioproses parametrelerinin optimizasyonu yaninda Onerilen bazi yaklasimlar ile de
hidrojen verimi artirilabilir. Bu yaklagimlar rekabet edici reaksiyonlarin dnlenmesi, sistemde H, kismi1 basincinin
azaltilmasi, termofilik tiirlerin kullanimi ve daha ¢ok aktif hidrojenaz girdisinin saglanmasidir [10].

2. Hidrojen Ureticiler

Fermentatif hidrojen tretiminde, hidrojeni metabolize eden li¢ grup bakteri mevcuttur. [, ireticileri
(fermenterler), /1, — tikketen metanojenler ve F, tiiketen asetojenler. Bu ii¢ grup bakteri arasindaki iliski Sekil
1’de gosterilmistir. Yiksek F, iiretim verimi elde etmek i¢in, metanojenler ve asetojenler tarafindan /1,

tiiketiminin engellenmesi ve /1, fermenterleri i¢in sartlarm optimize edilmesi gerekir [9].

Hz’gaz COZ,gaz CH4,gaz
A
A A :
S1V1 K. a K. a
LYH. PN LMCOo
P, : Kpacy,

glukoz
fermenter

CH,

H ,¢coziinen
2,¢oziinen
COZ -Oziinen
I metanojen
HCO;

Asetat, biitirat,
etanol, biitanol

asetojen

asetat

Sekil 1. Hidrojeni metabolize eden bakteriler arasindaki iliski [9]

Daha onceki boliimde ifade edildigi gibi, fermentatif bakteriler ile hidrojen iiretimi bakteride hidrojenaz
aktivitesi ile asir1 elektronlarin bertarafini saglayacak spesifik bir mekanizmadir. Bu yetenege sahip bakteri ¢ok
siddetli anaerob (Clostridia, methylotrophs, rumen bakteri, metanojenik bakteri, arke), fakiiltatif anaeroblar
(Escherichia coli, Enterebocter, Citrobacter), hatta aeroblar (Alcaligenes, Bacillus) olabilir [6]. Fakiiltatif
anaerobik bakteriler 1 mol glukoz basina 2 mol H, iretir, oysa kuvvetli anaerobik bakteriler 4 mol /1, iiretir.

Fakiiltatif bakterilerin hidrojen iretim hizi, siddetli anaerobik bakteriden daha disiiktir [8]. Fakiiltatif
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anaeroblar oksijene karsi daha az hassastir. Herhangi bir sebeple oksijene maruz kalinmasi halinde, oksijen hizla
tiikkenip hidrojen iiretim aktivitesi eski haline donebilir. Bu yonii ile fakiiltatif anaeroblar, fermentatif hidrojen
iiretim prosesinde kuvvetli anaeroblardan daha iyi mikroorganizmalar oldugu diistiniiliir [3].

Hidrojen tireten bakteriler arasinda Clostridium ve Enterobacter tiirleri ¢ok genis 6l¢iide ¢alisilmistir. Bu bakteri
tiirleri kisa zaman iginde ¢ok etkili hidrojen {iretimi yapabilmektedirler. Clostridium tiirleri gram pozitif, cubuk
seklinde, siddetli anaerob ve endospor olustururlar. Bu endosporlar 1s1 veya asit ve baz i¢eren kimyasallara karsi
¢ok direngli olup kolayca parcalanmazlar [11]. Enterobacter ise gram negatif, ¢ubuk seklinde ve fakiiltatif

anaerobdur [6]. Clostridium tiirleri i¢in hidrojen verimi 2 mol /1, / mol hokzos iken Enterobacter igin bu deger

1 mol H ,/mol hekzos dir [12].

3. Kansgik Kiiltiirde Hidrojen Ureticilerinin Zenginlestirilmesi

Miihendislik uygulamalarinda atik aritim islemlerinde saf kiiltiir yerine karnigik kiiltir olduk¢a fazla
kullanilmaktadir. Hidrojen iiretiminde farkli kaynaklar (toprak [13], sediment, hayvansal giibre [14], kompost
[15,16], aerobik [17] ve anaerobik ¢amurlar [18,19]) as1 olarak kullanilabilir. Anaerobik ¢amur, kentsel atiksu
aritma ¢amuru, kompost ve toprakdan elde edilen karigik bakteri kiiltiiriiniin, fermentatif hidrojen iiretiminde ast

olarak kullanildigi ¢aligmalar mevcuttur. Kesikli sistemde, pH 5-7 araliginda, model bilesik olarak glukozun
kullanildig: farkli a1 kaynaklari ile yapilan bazi ¢aligmalardaki hidrojen {iretim verimleri Tablo 1°de verilmistir.
Hidrojen verimleri, kullanilan as1 kiiltiiriine oldugu kadar substrata, reaktor tipine, proses sartlarina (pH, sicaklik,
niitrient ihtiyaci, alikonma siiresi gibi) da bagli olarak degisir [5, 6].

Tablo 1. Farkli dogal karisik kiiltiiriin as1 kaynagi olarak hidrojen tiretim performanslari

As1 gamuru Sicaklik (°C) H2 verimi mL/g hekzos* Kaynaklar
Kanalizasyon ¢amuru 35 114 [11]
Toprak 26 125 [20]
Anaerobik ciiriitiilmiis camur 25 132 [21]
Kompost 50,60 286 [22]

* Elde edilen veriler 25 °C sicakliga gore diizeltilmistir.

Karisik kiiltiir kullanilmasinin daha 6nce ifade edilen avantajlarina karsin tiretilen hidrojenin, diger hidrojen
tilketen bakteriler ile kolaylikla tiiketilmesi bir dezavantaj olusturur [5]. Hidrojen ara {iriin olarak iretilir ve
hidrojen tiiketen bakteriler ile metan, asetat ve propiyonata donisebilir [23]. Karigik kiiltiirtin kullanildig
sistemlerde hidrojen tiiketen bakterinin aktivitesini kesmek igin, asi ¢amurunun 6n islem gdérmesine ihtiyag
vardir [24]. On aritim islemlerinde amag hidrojen iireten bakterinin aktivitesini korumaktadir. En iyi gdsterge, en
yiiksek hidrojen verimidir [5]. On aritim, hidrojen iireten Clostridium’m spor olusturma 6zelligine giivenilerek
uygulanmaktadir. Bakteriyal endosporlar kompleks ¢ok tabakali yapiya sahip olup, bitki hiicrelerinden yapisal
olarak farklidir. Isi, kurutma, radyasyon, asitler ve kimyasal dezenfektanlara karsi ¢ok direnglidir. Cok sert
kimyasallar ile dahi kolaylikla par¢alanmazlar. Hidrojen tiiketicilerinin bir kismi spor olusturmayan bakterilerdir.
Sert 6n aritim sartlarinda anaerobik ¢camurda, Clostridium, spor olusturamayan bakterilerden daha yiiksek oranda
aktivitesini yitirmeden kalabilmektedir.

Hidrojen fireticilerinin zenginlestirilmesi amaciyla uygulanan on aritim islemleri asagidaki bdlimlerde detayli
olarak agiklanmigtir.

4.1. Is1 On Arittom

Karisik kiltiirden hidrojen {ireticilerinin zenginlestirilmesinde uygulanan en genel yontem 1s1 6n aritimudir.
Buhar kullanimui ile kolay ve ucuz olarak yapilabilir. Is1ile 6n aritim ¢alismalari, genel olarak as1 kiiltiiriiniin 75-
121 °C araligindaki sicakliklarda 15 dakika- 2 saat alikonma siirelerinde islem gormesi ile yapilmistir. Ist 6n
aritim metanojenleri 6ldiirmek i¢in uygulanan metottur, geride Clostridium, Bacillus ve Thermoanaerobacterium
gibi spor olusturabilen bakteriler kalir. Bununla birlikte 1s1 6n aritim uygulamasi, sadece hidrojen iireten
mikroorganizmalari segilmesinde etkili degildir, ¢ilinkii laktik veya propiyonik asit iireticileri gibi birkag

hidrojen tiiketen bakterinin de canliligi korunacaktir [25]. Ornegin baz1 homoasetonojenik bakteri ( H 5 ve CO;,
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kullanarak asetik asit iireten bakteriler) 1s1 aritimindan etkilenmeden canliligini koruyabilir ve asetatin iiretimi
i¢in hidrojen tiiketimini saglar, bu ise sistemde hidrojen {iretim verimini azaltir [6,26,27]. Amag¢ esasen

metanojenlerin 6nlenmesi oldugu i¢in, 1s1 6n aritim ile /1, iireten bakteri dzel olarak secilemez. Bu, H,

ureticilerinin karakteristiginin direkt olarak endospor formuna déniisebilme yetenegi ile baglantili olmadigindan
dolayidir. Ornegin Enterebacter spp. ve Citrobacter spp. gibi enterik bakteriler spor olusturmayan hidrojen

ireticilerdir. Ayrica bazi1 H, tiiketen bakteri gruplar1 vardir ki bunlar spor formunda olabilir. Bu yiizden 1s1 6n

aritimindan sonra canliliklarini korurlar (asetojenler, belli propiyonat ve laktat {ireticileri, siilfat indirgeyicileri ve
denitrifiye edici bakteriyi gibi). Is1 6n aritimmdan sonra mikrobiyal topluluk nispeten homojen hal alir, oysa 1s1
on aritim uygulanmayan asinin kullanildig reaktérde mikrobiyal ¢esitlilik ¢ok yiiksektir [9, 28,29].

Ist 6n aritim ile agmin zenginlestirilmesinde termal enerji tiiketilir. Bu yiizden enerji tasarrufu gdz oniinde
bulundurulmalidir. Karigik kiiltiirden hidrojen {iretimi i¢in 104 °C gibi yiiksek sicakliklarm yaninda 75-85 °C
gibi diisiik sicakliklarin uygulandigr ¢alismalar da mevcuttur. Baghchehsaraee ve dig., (2008) tarafindan yapilan
caligmada aktif camur ve anaerobik ¢amur tizerine farkli sicakliklarda (30 dakika 65, 80 ve 95°C) yapilan 1s1
artttmimin etkisi incelenmistir [30]. Elde edilen deney sonuglar1 65°C’de en yiiksek hidrojen verimi ve hidrojen

iretim hizi elde edildigini gostermistir (aktif camurda 1,6 mol /,/mol glukoz ve 19,3 mL/saat; anaerobik

camurda 2,3 mol H,/mol glukoz ve 26,3 mL/saat). Yiiksek sicakliktaki 6n aritim ile diisik hidrojen tiretim

verimi ve hizi ile birlikte yiliksek biitirat/asetat orani elde edilmistir. Sicaklik yiiksek oldugu zaman yiiksek
oranda laktik asit olusumu gozlenmistir. Mikrobiyal topluluk analizleri ise 6n aritim sicakliklarindaki artis ile tiir
cesitliliginin azaldigmi gostermistir.

Lin ve dig., (2008) ve Nicolau ve dig., (2008), 1s1 ile aritilmis mezofilik anaerobik ¢amurun, saf mikrobiyal
kiiltiirden daha iyi as1 olarak kullanildigim1 agiklamislardir [31,32]. Argun ve dig., (2009) tarafindan yapilan
calismada saf ve karigik formda farkli anaerobik kiiltiirlerin hidrojen olusumu incelenmistir [33]. Clostridium
acetobutylicum, Clostridium butyricum, Enterobacter aerogenes ve 1s1 ile aritilmig anaerobik ¢amur ve onlarin
karigimi test edilmistir. Calismada 1s1 ile aritilmig anaerobik ¢amurdan en yiiksek hidrojen verimi (1,14

mol /1, /mol glukoz) elde edildigi, Enterobacter aerogenes (1,04 mol H ,/mol glukoz) ise bunu takip ettigi
saptanmustir. Spesifik hidrojen tiretim hizi ise Clostridium acetobutylicum’da (34,2 mL H ,/ g hiicre.saat ), 1s1

ile aritilmis anaerobik ¢amurda (32,1 mL /1, / g hiicre. saat) ve karigik formda anaerobik kiiltiirde (28,8 mL H ,/

g hiicre.saat) elde edilmistir. Is1 ile aritilmig asidojenik anaerobik ¢amurun kullanimi saf kiiltiire kiyasla ¢ok
avantaj sagladigi ortaya ¢ikmuistir.

4.2. Asit/Baz Arittim

Klasik metanojenik proseslerde pH yaklasik 7°de kontrol edilir. 6,3’{in altindaki veya 7,8’in istiindeki pH’da
metan Uretimi hizla diiser. Bu yiizden, anaerobik ¢amur pH’inin 7°den &nemli 6l¢lide sapmasi metanojenlerin
(bunlarn bir kismi hidrojen tiiketicidir) bioaktivitesini etkili bir sekilde inhibe eder [6, 11].

Asit ve baz 6n aritim ile zenginlestirilmis camurun hidrojen tiretim hizi, hem zenginlestirme adimindaki hem de
fermentasyon adimindaki pH’ina baglidir. Anaerobik mikrobiyal sistemlerde bakteri biiyliimesi ve doniisiim
proseslerinin optimum sartlarda korunmast i¢in pH kontrolii esastir. Chen ve dig., (2002) tarafindan yapilan
¢alismada anaerobik hidrojen iiretim prosesini gelistirmek i¢in karisik kiiltiirlin asit-baz ile zenginlestirilmesinin
etkisi incelenmistir [11]. Asit ve baz ile zenginlestirilmis ¢amurun en yiikksek iretim hizi, pH 3’de
zenginlestirilmis ve pH 7’de fermentasyona alinmis ¢amurda 1,6 mL/ g ucucu kati. saat olarak, pH 10-12 de
zenginlestirilmis ve pH 6’da fermentasyona alimmis ¢amurda ise 0,73-0,75 mL/g ugucu kati. saat olarak elde
edilmistir. Verilerin kinetik analizinde hidrojen iiretim potansiyeli pH 10 ve 3’de kontrol ile kiyaslandiginda 200
ve 300 kat arttig1 saptanmistir. Benzer bir ¢aligma Cai ve dig., (2004) tarafindan yapilarak aritma ¢amuruna
alkali 6n aritim uygulamasindan sonra hidrojen iiretim performansi karsilagtirilmistir [34]. Ham g¢amurdaki

hidrojen verimi, alkali 6n aritim ile 9,1 den 16,6 mL H /g kuru katr’ya yiikseldigi belirlenmistir.

Asit zenginlestirme hidrojen tretimini artirirken kullanilan asit, tuz inhibisyonu yaratmasi sebebi ile de prosesi
etkilemektedir. Lee ve dig., (2009) tarafindan yapilan ¢aligmada, hidrojen iireten bakteri iizerine farkli asitler ile
yapilan 6n aritimin etkisi incelenmistir [23]. Zenginlestirme islemi i¢cin HCl, HNO; ve H,SO, kuvvetli asitleri
kullanilmstir. Deneysel sonuglara gore en uygun asit, HCI bulunmustur. Karigik kiiltiiriin pH 2°de 6n aritiminin
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yapilmast ile iiretilen hidrojen hacmi 3,2 kat artmigtir. HNO; 6n aritim basamaginda kullanildiginda /1, tiretimi

ciddi bi¢cimde inhibe oldugu gozlenmistir. Reaktorde nitrat derigimi ortalama olarak 4300 mg/L seviyesine
¢ikmigtir. Oysa literatiirde hidrojen iireten bakteriye inhibitdr olan derisim 1200 mg/ L olarak agiklanmistir.
HNO; ile yapilan 6n aritim nitrat degerini 3,5 kat artirmustir. Siilfat i¢in benzer durum H,SO, ile yapilan 6n
aritimda da gorilmistiir.

4.3. Metanojen inhibitorleri

Metanojenler ¢ok siddetli anaeroblardir ve bazi kimyasallara karsi ¢ok hassastir. Bu yiizden hidrojen tiiketen
metanojenlerin aktivitesi basit havalandirma ile veya toksik kimyasallarin ilavesi ile inhibe olabilir.
Metanojenlerin inhibisyonu i¢in kullanilan en genel inhibitorler BES veya BESA (2-Brometansulfonik asit veya
sodyum 2-Brometansulfonat C,H4BrO;SNa), iodpropan, asetilen ve kloroformdur [6]. Hava (oksijen) varliginda
bircok metanojen varligini siirdiiremez. Metanojenler zorunlu anaerobik arke bakteriler oldugu i¢in aerobik
ortama maruz kaldiklar1 zaman, oksijen adenilat yiiklerini diigiirlir ve 6limlerine sebep olur [35]. BESA ve
iodpropan gibi inhibe edici kimyasallar metanojenleri elimine etmede genis 6l¢lide kullanilmistir. BES veya
BESA co-enzim-M’nin struktural analogudur. Co-enzim-M spesifik olarak metanojenlerde bulunur, diger
mikrobiyal tiirlerde bulunmaz. Yiiksek seviyede BES, 50 mM’a kadar, karisik kiiltiir ve dogal ortamlardan
metanojenlerin inhibisyonu i¢in kullanilabilir. Ancak biiylik miktarlardaki ¢amura uygulanmasi ekonomik
olmayacaktir [6]. Iodpropan, B;, enziminin fonksiyonunu engelleyen bir corrinoid diismanidir [35]. Diisiik
derigimlerdeki asetilen (%0,5) saf kiiltiir ve dogal drneklerde metanojenik bakterinin gii¢lii inhibitériidiir, fakat
diger anaeroblarin da asetilen inhibisyonu agiklanmigtir. Kloroform hem H,/CO, hem de asetattan CH, tiretimini
inhibe eder. Cok diigiik derisimdeki CHCI; (100uM) metanojenlere kuvvetli inhibisyon gosterdigi agiklanmustir.
Literatiirde kloroform buharinin biiyilk miktarda toprak mikrobiyal populasyonunu oldirdiigi de ifade
edilmektedir [36,37].

Sparling ve dig., (1997) tarafindan yapilan ¢alismada lignoseliilozik atiktan hidrojen iiretiminde hava, asetilen ve
BES metanojen inhibitdrlerinin etkinligi karsilagtirilmistir [37]. Yapilan ¢alismada inhibitdrler reaktore direkt
uygulanmustir. Clostridium thermocellum saf kiiltiirii ve anaerobik ¢iiriitiiciiden elde edilen karisik kiiltlir ast
olarak kullanilmigtir. iki asimin kullamldigi kompostlama {initesinde hidrojen gelisimini inhibe etmeksizin
metanojenik aktivitenin inhibe edilmesinde asetilenin BES kadar etkili oldugu saptanmistir. Hava, saf kiiltiirii
inhibe etmis ancak karigik kiiltiirii inhibe etmedigi gozlenmistir.

Danko ve dig., (2008) tarafindan yapilan ¢alismada metanojenik aktiviteyi inhibe etmek i¢in iki farkli metot (30
dakika otoklav sartlarinda 1sil 6n islem ve 25 mM derisiminde BES ilavesi) uygulanmistir [38]. Elde edilen
sonuglar, BES ile inhibe olmus ¢amurun 1s1l 6n islem gormiis ¢amurdan daha diisiik lag siiresinde (asilama ile
gaz Uretiminin baglamasina kadar gegen siire) ve daha yiiksek hizlarda hidrojen iirettigini gostermistir.

4.4. Elektrik Akim

Hidrojen ftireten bakteriler, elektrik akimi ile anaerobik ¢amurdan elenebilir. Diisiik voltajli (3-4.5 V) elektrik
akimindan sonra, metan tiretimi olmaksizin hidrojen {iretiminin oldugu gézlenmistir [6].

4. On Antim Basamaklarimn Karsilastirilmasi

Hidrojen iireten asinin hazirlanmasi genel olarak kaynak bakteri iceren materyalin se¢imi, hidrojen iireten
bakterinin zenginlestirilmesi ve spesifik substrata bakterinin alistirilmasi adimlarindan olusur. Zenginlestirme
adimi i¢in Béliim 4°de ifade edilen gesitli 6n aritim teknikleri uygulanmaktadir. On aritim tekniklerinin hidrojen
iretim verimliligine olan etkisinin arastirildigi ¢ok sayida ¢alisma mevcuttur. Tablo 2’de bu ¢alismalarin bazilar
ozetlenmistir. Tablodan goriildiigii gibi, karigik kiiltiirden hidrojen iireten bakteriyi zenginlestirecek optimal 6n
aritim metotlart tizerine belirli ¢eliskiler vardir. Bu c¢eligkilerin olasi sebebi, bu c¢aligsmalar arasindaki
farkliliklardir (karigik kiiltiiriin tipi, substratin ¢esidi ve her bir 6n aritim metodunun igletme sartlar) [5].

5. Sonug¢
Karanlik fermentatif hidrojen iiretimi lizerine yogun g¢aligmalarin olmasina ragmen, heniiz mevcut bir ticari
sistem yoktur. Biiyiik o6l¢ekli biyolojik hidrojen iiretim tesisinin olmamasinin sebeplerinden biri dogal

kaynaklardan biiyilk miktarda aktif ve stabil asinin hazirlanmasindaki giicliiklerdir. Hidrojen iiretimini
gelistirmek i¢in karigik kiiltiir metanojenlerin, homoasetojenlerin ve siilfat indirgeyen bakterilerin eliminasyonu
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ile zenginlestirilmelidir. Zenginlestirme metodu onemlidir ¢linkii hidrojen iretim birimlerinin devreye
almmasini, verimliligini ve siirekli hidrojen iiretim sisteminin stabilitesini etkilemektedir [30]. Biiyiik dl¢ekli
uygulamalarda proses bozuldugunda kisa siirede geri doniistimiiniin yapilabilmesi i¢in biiyiikk miktarda kolaylikla
elde edilebilir astya ihtiyag duyulur [35].

Karisik kiltiiriin hidrojen ireticilerince zenginlestirilmesi amaci ile uygulanan on aritim islemleri isletim
giderlerini artirmaktadir. Ancak yapilan galismalarda kullanilan karigik kiiltiiriin tipine ve reaktor sartlarina gore
hidrojen iiretim verimi iizerine pozitif yonde etki yaptig1 saptanmistir.

Biyolojik hidrojen iiretiminin artirilmasinda 1s1 6n aritimi, pH kontroliinden ¢ok daha etkili oldugu agiklanmustir.
Ist 6n aritimi asetojenleri elimine etmekte, ancak spor olusturan bakterilerin olmasi durumunda, &zellikle bazi
homoasetojenik bakteriler, etkisiz oldugu goriilmistiir [36].

Ist ve kimyasal 6n aritim metotlar1 hidrojen iiretimindeki yiiksek verimlilikten dolayr genis dlglide kullanilirlar,
fakat bu metotlarin bioreaktorlerin 6lgek biiyiitme asamasinda uygulanabilir olmadigi goriilmiistiir. Bu yiizden
asit on aritim islemleri daha etkili bir metot olarak dnerilmektedir [22].

Karigik kiiltire 6n artim uygulamaksizin gergeklesen anaerobik aritim sistemlerinde de /1, iretimi soz

konusudur, ¢inkii /7, , anaerobik par¢alanmanin yan iriinidir. Gomez ve dig., (2009) tarafindan mezbaha

atiklarmin ¢iriitildigi laboratuvar oOlgekli {initeden alman (WI) ve kentsel atiksu aritim {initesi ¢amur
gliriitiiclisiinden alman (HI) iki farkli camurun spesifik hidrojen {iretimi incelenmistir [40]. Her iki ¢amur igin
elde edilen hidrojen tiretimlerinin birbirine benzer oldugu (WI i¢in 27,8+8,4, HI i¢in 28,3+4,5 mL/ g).

Hidrojen ftiretiminin artirilmasinda karisik kiiltiire uygulanan biyolojik zenginlestirme yonteminin de etkili
oldugu saptanmistir. Lin and Hung (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada inek giibresinin hidrojen/etanol iiretimi

iizerine gesitli 6n aritim islemlerinin etkisi incelenmistir [41]. Yapilan ¢alismada ii¢ tip as1 ¢gamuru kullanilmistir.
Bunlar 1s1 ile aritilmig (100°C de 45 dakika 1s1 ile islem), higbir dn islem uygulanmamis ¢amur ve 4 giin 55°C’de
bioreaktorde zenginlestirilmis kiiltiir. Elde edilen deney sonuglarindan zenginlestirilmis kiiltlirlin hidrojen
veriminin diger iki 6n aritim uygulanmig ¢amurdan daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Zenginlestirilmis
kiiltiiriin ksilozdan hidrojen tretimi, 1s1 6n aritilmis kiiltiirle kiyaslandiginda en az 15 kat daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Zenginlestirme islemi ile hidrojen/etanol oranmni 8/4,8 den 15,6/2,4’¢ arttig1 belirlenmistir.

Karanlik fermentasyon, pratik biohidrojen iiretim sistemi olarak gelisimi igin biiyiik potansiyele sahip oldugu
gOriilmiigtiir. Fermentatif hidrojen iiretimi i¢in karigik anaerobik mikroflora asi olarak c¢ok iyi bir sekilde
kullanilmustir. Clinkii bu ¢amurlar hidrojen iireten mikroorganizmalar icermektedir. Dogal karigik kiiltlirlerden
hidrojen iireticilerinin zenginlestirilmesi i¢in ekonomik agidan uygun metodun belirlenmesi, tam 6l¢ekli hidrojen
iiretim tesislerinin yayginlagmasina katki saglayacaktir.
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Ast | On aritim teknikleri Hidrojen verimi Lag siiresi Degerlendirme Kaynak
Asit 6n aritim (P): 24 saat, ortofosforik asit ile pH 5’de C(17,6)>PC(16,1)>PH(11,5)>H(6,77)>P | - P S 2
5 | islem gormiis; kimyasal 6n artim (C): 24 saat, 0,2 g/l HC(6)>HC(4,66)>P(4,38)>Kontrol (0) Tiim 6n aritim metotlarmin ‘,Hz,urenm iz ve | 12
E BESA 2-brometan sulfonik asit sodyum tuz ¢ozeltisi ile islem | (parantez igindeki degerler kontrole gore substrat glde“m Verlmh,h,gl uzerine kor}tur'ol
4 gOrmiis; 1s1-s0k 6n aritim (H): 1 saat, 100°C de islem elde edilen hidrojen iiretimin (mmol den'emesn'le 'klyasla pozitif etki gosterdigi
"é gOrmiis. Ayrica o'la'51 o6n arittim kombinasyonlarmin (PC, PH, H2 /g KOI olarak) katlarim belirlenmistir
Q HC ve PHC) etkisi de arastirilmigtir. . i
> gostermektedir)
<
Is1 sok 6n aritimi: 20 dakika ¢amurun kaynatilmasi ile; asit Hidrojen verimi 1s1-sok 6n aritimi i¢in Todpropan ile 6n islem gormiis Baz 6n aritim iglemi hidrojen verimini énemli | [35]
on aritim: 30 dakika 1N HCl ile camur pH 3’e getirilmesi 3,18; baz 6n aritimu igin 6,12, ¢amur ve higbir 6n islem Olglide arttirmustir.
ile; baz 6n aritim: 30 dakika 2N NaOH ile ¢amur pH’nin havalandirma 6n aritimi igin 3,72, BESA | gérmemis ¢camurda lag sathasi
= 10a getirilmesi ile; havalandirma arrtim: 30 dakika hava on aritimi i¢in 3,64, iodpropan 6n aritimi | sirasi ile 10-17 saat olarak
= ile gamurun havalandirilmast ile; BESA ve iodpropan i¢in 2,41 mol/mol sukroz olarak elde belirlenmistir.
j aritim: 30 dakika 10 mmol derisiminde uygulanmasi ile edilmistir. Asit 6n aritilmig asida hidrojen
',g yiiriitilmistiir. iretimi ihmal edilebilir seviyede
g bulunmugtur. Higbir 6n iglem gérmemis
g asida ise 4,56 mol/mol sukroz elde
< edilmistir.
Is1 sok: 121°C’da 20 dakika sterilizasyon; asit 6n aritim: 1N | Havalandirma (224,5 ml)>1si-sok (189,5 Alkali (14 saat)>asit (13 Havalandirma en yiiksek mikrobiyal gesitliligi | [39]
HCl ile 24 saat pH 3’de tutulmus, daha sonra 1N NaOH ile ml)>kontrol (180,4 ml)>alkali (134,1 saat)>1s1-sok(11 saat) >kontrol(3 saglamistir. Bu yontemin en 6nemli avantajt
° pH 6,8’e ayarlanmustir; alkali 6n aritim: 1N NaOH ile 24 ml)>asit (51,9 ml). saat)>havalandirma(2 saat). spor olusturmayan bakteriyi 6ldiirmeden
g saat pH 11°de tutulmus, daha sonra 1N HCl ile pH 6,8’¢ hidrojen iireten bakteriyi zenginlestirmesi ve
E ayarlanmistir; havalandirma 6n aritim: camurun ¢6ziinmiis oksidasyon-rediiksiyon potansiyeli artis1 ile
S, oksijeni <0,5 mg/L olacak sekilde havalandirilmistir, daha metanojenleri 6ldiirmesidir. Ayrica elde edilen
5 5| sonra 12 saat glukoz ile beslendikten sonra ¢okeltilerek iist as1, kompleks mikrobiyal topluluga sahip
-E g sivi uzaklagtirilmistir, bu metot ile anoksik karisik kiiltiir elde oldugu goriilmiigtiir.
= Y edilmistir.
= Asit 6n aritimi: 24 saatte de camur pH’inin 3’e getirilmesi, | H, liretimi mL H,/g glukoz olarak, Kloroform ile yapilan 6n islem, test edilen ii¢ | [36]
2 daha sonra ise 7’ye ayarlanmast ile; 1s1 6n arttimi: 10-30 | Asit 6n aritimu icin: S i¢in 125°den 89°a; metodun  arasinda en  etkili  olarak
] dakikada kaynayan su banyosunda ¢amurun isitilmasi ile |[den 0.00’a diismiis,Is1 6n aritim igin (30 bulunmustur.
g o daha sonra sogutulmasi ile; kloroform on arttimi ise {in 125 den 134’e ; G igin 0,42°den 118.2°¢
-~ 'g glukozlu kiiltiir ortamindaki ¢amura kloroform ilavesi ile [loroform o6n aritimi: S igin %0,1
lxg '8“ saglanmgtir 125 den 145°¢; G igin %0,05 derisiminde
8 8 ,09’¢ yiikselmistir
g 3]
s g

Tablo 2. Karisik kiiltiire uygulanan 6n aritim metotlarmin karsilastiriimasi
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