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Clostridium butyricum

Figure A. Biohydrogen production from potato production medium by dark fermentation

Purpose: In this work, effects of agitation speed, inoculum ratio, initial substrate concentraion and incubation
temperature were investigated for anaerobic biohydrogen production using Clostridium butyricum
microorganism in potato production medium were investigated. Using the data obtained, the relationship
between substrate concentration and product production was evaluated by kinetic analysis.

Theory and Methods: Batch anaerobic biohydrogen production using Clostridium butyricum NRRL B-1024
microorganism in potato production medium was investigated. The effect of inoculum ratio was examined at
1:10, 1:50, 1: 100 and 1: 200 (v / v) inoculum ratios. The effect of agitation speed on biohydrogen production
was examined in a shaking incubator under O rpm/ 100 rpm / 200 rpm conditions. In the studies which examined
the effects of the substrate concentration and temperature, bioreactors containing production media of 10,8,
16,2, 21,6, 27 and 32,4 g COD / L concentrations were inoculated with a ratio of 1:10 (v / v). Fermentations
were performed at 28° C and 37° C. The relationship between substrate concentration and product production
was evaluated using elementary reaction rate model, Michaelis-Menten reaction rate model and modified
Gompertz models.

Results: The most suitable parameters were determined as agitation speed 200 rpm, microorganism inoculum
ratio 1:10 v/v, initial substrate concentration 32.4 g COD/L and temperature 37°C. Under these conditions,
1257 mL Hz production, 17.06 mL Ha/g COD yield and 6.441 mL Ha/L maximum H> production rate was
reached. For first order elementary reaction rate model, reaction rate constant was calculated as 7.92x10~° min-
1. Arrhenius constant and activation energy were calculated as 9.74x103** min™! and 229.20 kJ/mol respectively.
For Michaelis-Menten model, maximum Hz production rate, Michaelis constant and R? value were calculated
as, 74.66 mL Ha/L.min, 447.7 g COD/L and 0.9505. Using modified Gompertz model, all R? values were
obtained greater than 0.99, maximum H: production potential was found as 2.777 L Hz/L. Maximum H:
production rate was reached as 15.250 mL Hz/L.min under 27 g COD/L initial substrate concentration condition.

Conclusion: The results showed that high H2 production potential, highest Hz production rate and low lag phase
values were observed in comparison to the previously reported results in literature.
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Karanlik fermentasyon ile patates besi ortamindan biyohidrojen iiretimi i¢in uygun isletim
kosullarinin belirlenmesi ve kinetik analizi

Baran Ozyurt''®)| Zeynep Yilmazer Hitit'*'"| Furkan Soysal>'®’, Sule Camcioglu'‘*’, Biilent Akay'"*’, Suna Ertung'
! Ankara Universitesi, Mithendislik Fakiiltesi, Kimya Miithendisligi Boliimii, Tandogan, Ankara, 06100, Tiirkiye
Ankara Yildirim Beyazit Universitesi, Mithendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi, Kimya Miihendisligi Béliimii, Etlik-Kegioren, 06010, Tiirkiye

ONECIKANLAR
e Anaerobik karanlik fermentasyon ile hidrojen iiretimi
e  Hidrojen iiretiminde igletme kosullarinin etkisinin incelenmesi
e Hidrojen iiretim kinetiginin modellenmesi

Makale Bilgileri OZET

Gelis: 28.03.2017 Bu calismada calkalama hizi, mikroorganizma as1 orani, baslangi¢ substrat derisimi ve inkiibasyon sicakliginin

Kabul: 26.12.2017 karanlik fermentasyon ile biyohidrojen iiretimine etkisi incelenmistir. En uygun parametreler, ¢alkalama hizi 200
devir/min, mikroorganizma as1 orani 1:10 v/v, baslangi¢ substrat derigimi 32,4 g KOI/L ve sicaklik 37°C olarak

DOIL: belirlenmistir. Bu kosullarda 1257 mL Ha tiretimi, 17,06 mL H>/ g KOI verimi ve 6,441 mL Hz/L.min maksimum

- Ha iiretim hizi1 bulgularina ulagilmistir. Elemanter tepkime hiz modeli i¢in mertebe 1, hiz sabitleri ise 28°C ve 37°C
10.17341/gazimmf{d.416444 sicakliklar igin sirasiyla 6,5x10° min™' ve 7,92x10~ min™! olarak hesaplannugtir. Arrhenius sabiti 9,74x10°* min’!
ve aktivasyon enerjisi 229,20 kJ/mol olarak hesaplanmistir. Michaelis-Menten modeli ile maksimum Ha iiretim
Anahtar Kelimeler: hizlar1 28°C ve 37°C sicakliklar igin sirasiyla 11,47 mL Hz/L.min ve 74,66 mL H»/L. min, bu sicakliklar igin
Michaelis sabitleri sirasiyla 181,9 g KOI/L ve 447,7 g KOI/L, R? degerleri ise 0,9458 ve 0,9505 olarak
hesaplanmistir. Modifiye Gompertz modeli ile R? degerleri tiim ¢aligmalar igin 0,99°dan biiyiik olarak elde edilmis,
en yiiksek Hy iiretimi potansiyelleri, 32,4 g KOI/L baslangig substrat derisiminde, 28°C ve 37°C sicakliklar igin
fermer.‘ltallsyon, ] sirastyla 2,126 L Ho/L ve 2,777 L Ha/L olarak bulunmus, en yiiksek Ha iiretim hizina 15,250 mL Hy/L.min olarak
Clostridium butyricum, 37°C sicaklik ve 27 g KOI/L baslangi¢ substrat derisiminde ulasilmustir.
kinetik analiz
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Article Info ABSTRACT

Received: 28.03.2017 In this work, effects of agitation speed, inoculum ratio, initial substrate concentraion and incubation temperature

Accepted: 26.12.2017 were investigated for anaerobic biohydrogen production. The most suitable parameters were determined as
agitation speed 200 rpm, microorganism inoculum ratio 1:10 v/v, initial substrate concentration 32.4 g COD/L and

DOI: temperature 37°C. Under these conditions, 1257 mL Ha production, 17.06 mL Ha/g COD yield and 6.441 mL Ha/L

- maximum H> production rate was reached. For first order elementary reaction rate model, reaction rate constants
10.17341/gazimm{d.416444 were calculated as 6.5x107° min' and 7.92x10-° min™ for temperatures of 28°C and 37°C, respectively. Arrhenius

constant and activation energy were calculated as 9.74x10* min™! and 229.20 kJ/mol respectively. For Michaelis-
Keywords: Menten model, maximum Hz production rates, Michaelis constants and R? values were calculated as 11.47 mL
Hz/L.min, 74.66 mL H/L.min, 181.9 g COD/L, 447.7 g COD/L and 0.9458, 0.9505 for 28°C and 37°C
. . temperatures, respectively. Using modified Gompertz model, all R? values were obtained greater than 0.99,
anaero.bllc dark fementatlon, maximum H» production potentials were found as 2.126 L Ho/L, 2.777 L Ho/L at 28°C and 37°C with 32.4 g
C.IOSt?ldlum bptyrlcum, CODV/L, respectively. Maximum Hz production rate was reached as 15.250 mL Ha/L.min at 37°C and 27 g COD/L
kinetic analysis initial substrate concentration.
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1. GIRIiS aNTRODUCTION)

Diinyanin enerji gereksiniminin biiyiik boliimiinii karsilayan
fosil yakit rezervlerinin her gegen giin azalmasi nedeniyle
1990’lardan beri yenilenebilir bir enerji kaynagi olan
hidrojene ilgi giderek artmustir [1-3]. Bunun yani sira fosil
yakitlar ¢evre kirliligi yaratmakta ve yanmasi sonucu olusan
CO; kiiresel 1sinmaya sebep oldugu i¢in temiz enerji olan
hidrojenin kullanimi giderek onem kazanmaktadir [4-6].
Hidrojen ideal bir enerji tastyicisidir. Bilinen yakitlara gore
en yiiksek enerji degerine sahiptir. Bir kg hidrojenin igerdigi
enerji yaklagik olarak 2,7 kg dogal gaz ve 3 kg benzine esittir
[7]. Ayrica hidrojen temiz bir enerji kaynagidir ve
yandiginda sadece H,O olusur. Yakildiginda CO,, NOy ve
SOy gibi atmosferi kirletici yan tiriinler olusturmaz [8]. Elde
edilen enerji hidrokarbon yakitlarindan elde edilen enerjiden
yaklasik 2,75 kat daha fazladir (122 kJ/mol) [1]. Diinyada
CO, emisyonundaki artis, sera etkisi ve iklim degisiklikleri
sonucu ulasilmis son durum ve tahminler sonunda, gelecegin
en 6nemli yakit1 olarak hidrojen, gelecegin yakit teknolojisi
olarak da yakit pilleri goriilmektedir. Hidrojen alisilagelmis
birincil yakitlarin tiimiine alternatif olarak dogrudan
yakilarak veya yakit pilleri ile elektrige doniistiiriilerek
kullanilabilir [3].

Hidrojenin en ekonomik {iretimi fosil kaynaklarin
kullanildig1 prosesler ile gergeklestirilir. Dogalgazin buhar
reformasyonu ve komiiriin gazlastirilmasi en ¢ok kullanilan
yontemler arasindadir. Su anda hidrojen iiretiminin yaklagik
%80-85’1 dogalgazin  buhar  reformasyonu  ile
gerceklestirilmektedir [9]. En pahali hidrojen iiretimi ise
suyun elektrolizi yontemidir [7]. Elektrokimyasal ve
termokimyasal hidrojen iiretim proseslerinde gerekli enerji
yiiksektir ve ¢evreye zararli etkileri mevcuttur [10]. Ancak
biyolojik hidrojen iiretimi proseslerinde, 1limli sicaklik ve
basinglarda ¢alisildig1 icin enerji ihtiyaci disiiktiir. Bu
biyolojik iiretim prosesleri sadece ¢evreye dost olmasiyla
degil ayrica yenilenebilir enerji kaynaklarmm kullanimint
saglamasiyla da avantajlidir. Biyolojik metot ile hidrojen
iiretimi fotosentetik ve fermentatif olmak iizere iki farkli
yontem ile yapilmaktadir [7]. Bir¢ok arastirmaci fotosentetik
prosesler iizerinde yogunlasmis olmalarina ragmen, bu
prosesin 1g1k doniisiim etkisi ve iretim hiz1 distiktir [11].
Diger taraftan fermentatif proseslerinin {iretim hizlarinin
yiiksek olmasi, 1s13a ihtiyagc duymamalar1 ve reaktor
tasarimlarinin basit olmasi bu yonteme olan ilgiyi arttirmistir
[1]. Fermentatif bir proses olan karanlik fermentasyon ile H,
olusum hiz1 yiiksek olmasina ragmen, hidrojen verimi (mol
H,/mol substrat) diger yontemlere gore daha diistiktiir [10].
Ancak gelistirilen yeni teknolojiler ve atik maddelerin
kullanilmasiyla fermentasyon sistemleri daha cazip hale
gelmektedir [12]. Biyohidrojen iiretim proseslerinde yiiksek
verimde {iriin elde edebilmek i¢in diger tim fermentasyon
proseslerinde oldugu gibi pH, sicaklik, substrat derisimi gibi
parametrelerin  en uygun degerlerinde isletilmesi
gerekmektedir [13]. Clostridium  butyricum karanlik
fermentasyon ile hidrojen {ireten bir bakteridir. Bu bakteri
fermentasyon siiresince yan iiriin olarak asetik asit, biitirik

asit, propiyonik asit gibi organik asitler de iiretir ve bunun
sonucu olarak da pH degerinde diisme gozlenir [10]. Sert pH
diisiistiniin  gergeklesmesi durumunda hidrojen iiretimi
hidrojenaz enzimi aktivitesine bagli olarak engellediginden
dolay1r pH’1n en uygun degerinde ¢alisilmasi biiyiik 6nem
tagimaktadir [14]. Patates besi ortami kullanilarak
biyohidrojen iretiminde en uygun pH degeri 6 olarak
belirlenmistir [10]. Inkiibasyon sicakligi, tepkime hizin
arttirdigindan dolay1 hidrojen iireten mikroorganizmanin
aktivitesini artirir. Ancak calisilan sicakligin
mikroorganizmanin  ¢ogalabilecegi degeri asmamasi
gerekmektedir [15]. Mikroorganizma ag1 orani gecikme fazi
acisindan Onemlidir [16, 17]. Diger taraftan biyohidrojen
tiretim prosesinde oldugu gibi uzun fermentasyon siirecleri
icin gecikme fazinin kisa olmasi {iretim prosesinin
ekonomisi acisindan da avantaj saglayacaktir. Sivi fazdaki
¢Oziinmiis hidrojen derisimi, biyohidrojen iiretimine etki
eden en 6nemli faktdrlerden biridir [1]. Clostridia, piruvati
asetil CoA'ya doniistiiriir, CO, ve indirgenmis ferredoksin
iiretir. Indirgenmis ferredoksin, elektron aktarimyla
hidrojen olusumunu yonlendirirerek tiiketilen mol glikoz
bagina 2 mol hidrojen iiretilmesini saglar [14]. Ferredoksinin
indirgenmesi ile NADH’nin reoksidasyonundan glikoz
bagina fazladan 2 mol hidrojen daha iiretmek miimkiindiir
[18]. Bu reaksiyonlar sivi fazdaki hidrojen derisiminin
artigindan olumsuz etkilenirler. Stvi faz hidrojen derisimi
arttigl zaman metabolik yol izi ile laktat, etanol, aseton,
biitanol veya alanin gibi substratlar iiretilmektedir [18, 19].
Bu substratlar iiretilen hidrojen miktarinin azalmasina neden
olurlar [20-22]. Bu nedenle fermentasyon siiresince
karigtirma yapilmalidir [23]. Ancak karistirma hizinin diisiik
degerleri sivi fazdaki hidrojenin gaz faza ge¢mesinde
yetersiz kalmakta, yiiksek degerlerinde ise
mikroorganizmanin hiicre duvari yikilarak biyohidrojen
iretimini olumsuz etkileyecektir [24]. Bunun yani sira
patates besi ortaminda biyohidrojen iiretimi kati-sivi-gaz
heterojen tepkime sisteminde ger¢eklesmektedir [25]. Elde
edilebilecek en yiiksek tepkime hizi ile galisabilmek igin
tepkime ortamindaki kiitle aktarim direncinin azaltilmasi
gerekmektedir. Calkalama hizinin arttirilmasi kiitle aktarim
direncini azaltacaktir [26]. Seker, nigasta ve seliilozdan
fermentatif hidrojen iiretimi iizerine ¢ok sayida aragtirmalar
yapilmugtir [15, 19]. Substrat derisiminin artis1 ile organik
asit ve hidrojen tiretim hiz1 ve miktar1 belirli bir degere kadar
artig gostermekle birlikte, birim substrat basina hidrojen
iretim veriminin ve pH diislisiine bagh olarak ¢ok yiiksek
substrat derisimlerinde hidrojen tiretim hiz1 ve miktarinin da
diisiis gosterdigi bildirilmistir [2, 27].

Literatiirde yer alan mevcut ¢aligmalar biiyiik bir kismi
glikoz, nisasta ya da seliloz gibi saf substratlarin
kullanimina odaklanmustir. Ayrica uygun bir biyohidrojen
tiretim teknolojsi igin fazla bir 6n isleme gerek olmaksizin
steril olmayan fermente edilebilir organik hammaddeler
kullanan stirekli proseslerin gerekliligi bildirilmistir [28].
Patatesin basta nisasta olmak Tlizere Kkarbohidratlar,
proteinler, mikro ve makro elementler ve vitaminleri igeren
kompleks bir iiriin olmasindan dolay1 besi ortamina katki
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maddesi ilave edilmeden fermente edilmesi miimkiindiir
[29]. Patates besi ortamininin, basta patates atiklar1 olmak
lizere, gida endiistrisi tarafindan ortaya ¢ikartilan diger besin
atiklarinin da biyohidrojen iiretiminde degerlendirilmesi
acisindan uygun bir benzetim ortami olusturdugu
bildirilmistir [30]. Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun 2014 yili
verilerine gore iilkemizde 4,1 milyon ton patates liretiminden
2,1 milyon ton atik agiga ¢ikmig olup, bu atiklar giibre olarak
kullanilmakta ya da yakilarak bertaraf edilmektedir [31].
Uretilen patatesin %50’sinin atik olmasi géz 6niinde
bulundurulugunda, patates atiklarmnin  H, {iretiminde
degerlendirilmesi ile hem atik giderimi, hem de enerji
iretimi saglayacagi diisliniilmektedir [31]. Clostridium
tiirlerinin basit sekerlerin disinda ¢6ziinmemis nisastay1 da
herhangi bir 6n isleme gerek olmaksizin indirgeyebilmeleri
bu tiirleri biyohidrojen iiretimi agisindan cazip kilmaktadir
[32]. Bu calismada oksijensiz kosullarda patates besi
ortaminda  Clostridium  butyricum  mikroorganizmasi
kullanilarak biyohidrojen iiretilen kesikli biyoreaktérlerde
calkalama hizi, mikroorganizma ag1 orani, baslangi¢ substrat
derisimi ve inkiibasyon sicaklig1 igletme parametrelerinin
biyohidrojen tiretimine etkisi incelenmis, elde edilen veriler
kullanilarak, substrat derisimi ile iiriin liretimi arasindaki
iliski elemanter tepkime hiz modeli, Michaelis-Menten
tepkime hiz modeli ve modifiye Gompertz modelleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Fermente edilebilen organik
hammaddeler arasinda, katki maddesi ilave edilmesine
ihtiyag  duyulmayan patatesin, besi ortami olarak
kullanilmasi, ¢aligmanin 6zglin yonlerinden biridir. Bu
baglamda, ¢alismada kullanilan patates besi ortami, gida
endiistrisi tarafindan ortaya ¢ikartilan diger besin atiklarmnin
biyohidrojen iiretiminde degerlendirilmesi agisindan uygun
bir benzetim saglayacaktir. Ayrica, mikroorganizma olarak
basit sekerlerin diginda ¢dziinmemis nisastayr da herhangi
bir 6n isleme gerek olmaksizin indirgeyebilen Clostridium
butyricum’un biyohidrojen {iretiminde kullanilmasi ve
tretim kinetigine iligkin modellerin elde edilmesi de
calismanin diger bir 06zgiin yoniidir [33]. Bu kinetik
modeller, endiistriyel biyohidrojen iiretim reaktorii tasarimi
amaciyla kullanilabilecektir.

2. DENEYSEL METOT (EXPERIMENTAL METHOD)
2.1 Bakteri ve Besi Ortami (Bacteria and Culture Media)

Yapilan ¢alismada besi ortaminda nigastaca zengin bir besin
olan patates kullanilmig, Clostridium butyricum NRRL B-
1024 mikroorganizmasi ile hidrojen iiretimi incelenmistir.
Mikroorganizma, hazirlanig basamaklar1 agagida verilen besi
ortaminda ¢ogaltilarak, hidrojen iiretimi ¢aligmalarinin
gerceklestirildigi biyoreaktorlere aktarilmigtir.

Besi ortamini hazirlamak igin patatesler soyulmus, kati
meyve sikacagi yardim ile elde edilen kati pargaciklar da
iceren patates suyu, caligilacak substrat derigimine bagli
olarak hacimce %20, %30, %40, %50, %60 olacak sekilde
bidistile su ile seyreltilmistir. Nisastanin basit sekerlere
hidrolizi amactyla, hazirlanan bu besi ortamlart manyetik
karistiricida 30 min siiresince kaynatilmigtir. Kaynatilnmig
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besi ortamlari, vidali kapaginin ortasi kestirilmis, tipali,
otoklavlanabilir borosilikat cam biyoreaktorlere alinmus,
kopiikk olusumunu ve dolayisiyla besi ortami kaybini
engellemek amacryla 1 damla képiik kirici eklenip, 0,1 M
H,SO4 ve 0,1 M NaOH kullanilarak pH’1 6’ya ayarlanmustir.
Anaerobik ortamm saglanmasi amaciyla biyoreaktor
icerisine daldirilan ¢ozlinmiis oksijen probu (Hanna
Instruments, HI9829) yardimiyla gésterge degeri sifir olana
kadar yaklasik 10 min siiresince besi ortamindan azot gazi
gegcirilmistir. Tipas1 ve kapagi kapatilan biyoreaktorler, besi
ortaminda kontaminasyonu oOnlemek amaciyla 121°C
sicaklik ve 1,2 atm basingta 20 min siiresince
otoklavlanmistir (ALP, CL40). Hazirlanan besi ortamlarinin
kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) &lgiimleri SM 5220 D
standart yontemine gore gergeklestirilmistir [34].

2.2. Asilama ve Biyohidrojen Uretimi
(Inoculation and Biohydrogen Production)

Caligma kapsaminda gergeklestirilen deney setlerinin
mikroorganizma kaynagini olusturmak amaciyla ilk
basamak olarak, 100 mL hacimce %20 besi ortami igeren
borosilikat cam biyoreaktorlere steril enjektor ile Class 11
laminer akigh biyogiivenlik kabininde (Nuaire, NU-427-
600) 35 g/L derisiminde liver infusion (Difco™, Liver
infusion broth) ortaminda 4°C’de saklanan mikroorganizma
kaynagindan 30 mL aktarim yapilnmis ve mikroorganizma
¢ogaltma islemi 28°C sicaklikta 24 h siireyle hava
calkalamali inkiibatérde (Shellab, SSI5) gergeklestirilmistir.
Mikroorganizma as1 orant etkisinin incelendigi ¢aligmalarda
500 mL’lik hacimce %20 besi ortami igeren borosilikat cam
biyoreaktorlere 130 mL’lik inkiibe edilmis kaynaktan 1:10,
1:50, 1:100 ve 1:200 (v/v) mikroorganizma agt oranlart i¢in
nihai ¢aligma hacimleri 550, 510, 505, 502,5 mL olacak
sekilde swrastyla 50, 10, 5, 2,5 mL asilama
gergeklestirilmistir.  Calkalama  hizinin  biyohidrojen
iretimine etkisini incelemek i¢in hazirlanan 130 mL
kaynaktan 1:10 (v/v) mikroorganizma asi orani ile 500 mL
calisma hacimli, hacimce %?20’lik besi ortamu (10,8 g
KOI/L) iceren borosilikat cam biyoreaktorlere aktarimlar
yapilmis ve hava ¢alkalamali inkiibatorde ¢alkalamasiz, 100
devir/min, 200 devir/min c¢alkalama hizlarinda 28°C’de
fermentasyon gerceklestirilmistir. Substrat derisimi ve
sicakligin etkilerinin incelendigi c¢alismalarda hazirlanan
130 mL kaynaktan, 200 mL ¢aligma hacimli ve 10,8, 16,2,
21,6, 27 ve 32,4 g KOI/L derisiminde substrat igeren
(swrastyla hacimce %20, %30, %40, %50, %60 besi ortami)
borosilikat cam biyoreaktorlere 1:10 (v/v) mikroorganizma
ast orani ile aktarim yapilmig, 200 devir/min calkalama
hizinda, 28°C ve 37°C sicakliklarda inkiibasyon
gergeklestirilmistir.

2.3. Gaz Toplama ve Analizi (Gas Collection and Analyses)

Mikroorganizmanin fermentasyonu siiresince olusan gaz
karigimini toplamak amaciyla 500 mL’lik su ile dolu, vidal1
kapaginin ortas1 kestirilmis, tipali borosilikat cam siseler ters
¢evrilmistir. Silikon hortum ile birbirine baglanan iki steril
enjektdr ignesi, biyoreaktorlerin tipalarina ve ters ¢evrilmis
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sigelerin tipalarina batirilmig ve ¢gikan gaz ile birlikte sisenin
icindeki suyun bosalmast i¢in su dolu sisenin tipasina ikinci
bir igne batirilmistir. Bosalan su hacmi meziirde dl¢iilerek
olusan gaz hacmi hesaplanmistir. C.  butyricum
mikroorganizmasi ile patates besi ortamindan biyohidrojen
dretimi  siiresince gaz karigimindaki  H, igeriginin
fermentasyonun 10’uncu saatinden itibaren zamanla
degismedigi bildirilmistir [10]. Olgiilen H, yiizdesi iizerine
etki etmesi olas1 tim parametreler, Ozyurt vd. [10] ile
karsilagtirilarak, H, yiizdesinin zamanla degismedigi
varsayimi yapilmigtir. Kiimiilatif H, hacmi ve H, iiretim
verimi hesaplar1 sirasiyla Es. 1 ve Es. 2 kullanilarak
hesaplanmustir.

H(mL) = GHI(%) x KGH (mL) 1))
Y (mLH,/gKOi)=H(mL)/C,(gKOi/L) )

Gaz toplama sistemi ve fermentasyon gerceklestirilen
borosilikat cam biyoreaktor Sekil 1°de gosterilmektedir.

Sekil 1. a) Gaz toplama sistemi b) Borosilikat cam
biyoreaktér ((a) Gas collection system (b) pyrex bioreactor)

Toplanan gaz karisiminin bilesimi gaz kromatografi cihazi
(Shimadzu, GC-2014) ile 1s1l iletkenlik dedektorii (TCD)
kullanilarak belirlenmistir. Tasiyict1 gaz olarak azot
kullamlnus, akis hiz1 20 mL/min’e ayarlanmistir. Ornekler
sabit akis hizinda 50 saniye boyunca cihaza gonderilmistir.
Molekiiler elek kolon (Porapak-Q 80/100, 3,2 mm x 2,1 mm
x 1 m) ve TCDI dedektorii ile CO, ve CHs analizleri, diger
bir molekiiler elek kolon (5A 80/100, 3,2 mm x 2,1 mm x 2
m) ve TCD2 dedektorii ile H, analizleri ger¢eklestirilmistir.
Enjektor ve dedektor sicakliklar: 50°C’dir.

3. SONUCLAR VE TARTISMALAR
(RESULTS AND DISCUSSIONS)

3.1. Mikroorganizma Ast Oranimin Biyohidrojen Uretimine
Etkisi (Effect of Inoculum Ratio on Biohydrogen Production)

Mikroorganizma as1 orani canli mikroorganizma derisimini
ve substrat/agi oranini etkiledigi i¢in biyoproseslerde tiretim
verimini dogrudan etkileyen bir parametredir [35]. Bu
nedenle hem yiiksek tiretim verimi elde edebilmek hem de
proses ekonomisi agisindan gecikme fazinin kisa olmasi igin
uygun bir mikroorganizma ag1 oraninin belirlenmesi dnem
arz  etmektedir. Bu amagla, yapilan ¢aligmada
mikroorganizma as1 oraninin etkisini belirlemek i¢in 130 mL
kaynak hazirlanarak 500 mL c¢aligma hacimli, hacimce
%20’lik besi ortamm (10,8 g KOI/L) igeren borosilikat cam
biyoreaktorlere 1:10, 1:50, 1:100 ve 1:200 (v/v)
mikrorganizma ag1 oranlarinda aktarimlar yapilmig ve 2 giin
sire ile 28°C’de calkalama yapilmaksizin inkiibasyon
gerceklestirilmistir. En yiliksek ve en diisiik ag1 hacimleriyle
yapilan aktarimlarin biyoreaktdrlerdeki besin derisimini
%5’ten daha az degistirdigi KOI 6l¢iimlerine dayali olarak
yapilan hesaplamayla bulunmustur. Toplanan gazdaki
kiimiilatif H, hacminin zamanla degisimi Sekil 2’de
gOsterilmistir.

300 1
250 -
200
_E 150 4
= ]
] ® 1:200 (v/)
100 ]
- A 1100 (v
50 *1:50 (vv)
W 110 (viv)
0 3 10 15 20 25 30 33
Zaman (h)

Sekil 2. Farkli mikroorganizma asi1 oranlarinda H» {iretiminin zamanla degisimi (H, production by time for various inoculum ratios)
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Mikroorganizma asi oraninin biyohidrojen {iretimine
etkisinin incelendigi deneyde en yiiksek kiimiilatif H»
hacmine 236,6 mL ile 1:10 (v/v) mikroorganizma asi
oraninda erisilmistir. 1:10 (v/v) mikroorganizma as1 orani
hari¢ diger ag1 oranlari i¢in gecikme fazinin 10 h olarak
gozlemlendigi deneyde mikroorganizma as1 oraninin
azalmast ile (6rn. 1:10°dan 1:200’e) kiimilatif gaz hacminde
de artis goriilmiistiir. Gaz karigimlarinin gaz kromatografi
analiziyle 6l¢iilen hidrojen igerikleri ve miktarlari Tablo 1’de
verilmistir.

Tablo 1. Mikroorganizma as1 oraninin gaz karigimindaki

H; derisimi ve miktarina etkisi (Effect of inoculation ratio on Ha
concentration and amount in gas mixture)

Mikroorganizma

as1 orant (V/v) GHI (%) H (mL)
1:10 57,7 236,6
1:50 53,4 199,7
1:100 54,6 194,9
1:200 54,3 179,2

Gaz karisiminin analizi sonucu H; igeriklerinin Tablo 1°de
birbirine yakin bulundugu goriilmekle birlikte, 1:10 (v/v)
mikroorganizma as1 oraninda en yiiksek H, ylizdesine
ulagilmistir (%57,7). Mikroorganizma asi oraninin diisiik
degerlerinde (6rn. 1:200 v/v), dolayisiyla
substrat/mikroorganizma oranmin yiiksek degerlerinde,
kiimiilatif H, hacminde diislis gozlenmistir. Bu durum,
yiiksek substrat/mikroorganizma oraninda gerceklestirilen
fermentasyon siirecinde, basta hidroliz olmak iizere hiz
kisitlayict basamaklar nedeniyle mikroorganizma tarafindan
substratin  sadece  ¢dzilinebilen kismmmn  hidrojene
donistiirtilebilmesiyle aciklanabilmektedir [28].
Mikroorganizma as1 oraninin 1:10 (v/v) degerinde kiimiilatif
H, hacminin de diger as1 oranlarinda elde edilen degerlerden

daha fazla oldugu gbzlemlenmistir. Boylece
mikroorganizma a1 oraninin  1:200°den 1:10’a (v/v)
arttirilmast  ile 500 mL besi ortaminda kiimiilatif

160

biyohidrojen hacminin 179,2 mL’den 236,6 mL’ye arttig1
belirlenmistir. Bu sonuglara gére mikroorganizma asi
oraninin, ¢aligma hacminin %10’undan daha yiiksek bir
deger olarak se¢ilmemesi gerektigi gz Oniinde
bulundurularak [36] 1:10 mikroorganizma asi oraninin
toplanan gazda hem yiiksek H, igerigi, hem de yiiksek
kiimiilatif H, hacmi elde edilmesi ig¢in uygun bir deger
oldugu sonucuna varilmigtir.

3.2. Calkalama Hizimin Biyohidrojen Uretimine Etkisi
(Effect of Agitating Speed on Biohydrogen Production)

Calkalama hizinin biyohidrojen iiretimine etkisi ii¢ farkli
calkalama hizinda incelenmis olup, farkli c¢alkalama
hizlarinda gergeklestirilen fermentasyonlar sonucu gaz
toplama sisteminde Olgiilen verilerden Es. 1 kullanilarak
hesaplanan kiimiilatif H, hacimlerinin fermentasyon
boyunca degisimi Sekil 3’te verilmistir.

Calkalama hiz1 etkisinin incelendigi bu deneyde en yiiksek
H, gaz hacmine 1254 mL ile 200 devir/min calkalama
hizinda ulagilirken karigtirmanin yapilmadigi durumda 57,1
mL H; hacmi elde edilebilmistir. Farkli ¢alkalama hizlarinda
elde edilen gaz karisimlarinin analizi sonucunda bulunan H,
icerikleri ve miktarlar1 Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Calkalama hizinin gaz karisimindaki H, derisimi

ve miktarina etkisi
(Effect of agitation speed on Hz concentration and amount in gas mixture)

Karistirma Hizi

(devir/min) GHI (%) H (mL)
0 55,4 57,1
100 54,2 99,7
200 55,5 125,4

Gaz karigimlarinin  analizi sonucu farkli g¢alkalama
hizlarindaki deneylerde elde edilen H, igerikleri ¢ok yakin

® (Calkalama Y ok
A 100 devimin
4200 devimin

H (ml.)

——t
——
——

0 T T T T
0 3 10 15

20 23 30 33

Zaman (h)

Sekil 3. Farkli ¢alkalama hizlarinda H, iiretiminin zamanla degisimi (H. production by time for various agitation speeds)
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bulunmasina ragmen kiimiilatif gaz hacmi daha fazla
oldugundan, 200 devir/min ¢alkama hizinda en yiiksek H»
dretimi 125,4 mL olarak elde edilmistir. Bu sonuglara
dayanarak calkalamanin sivi fazdaki H, derisimini azaltip
biyotepkimenin devamini sagladigi, kati-sivi-gaz heterojen
tepkime sisteminde kiitle aktarim direncini azalttigi ve
verimi arttirdigr goriilmistiir. Calkalamasiz caligma ile
kiyaslandiginda, 100 devir/min ¢alkalama hizindaki ¢aligma
ile 200 devir/min calkalama hizindaki ¢aligma arasindaki
toplam iretilen H, miktarlar1 arasindaki farkin daha az
oldugu goriilmiis, 200 devir/min ¢alkalama hizindan daha
yiiksek hizlarda galismanm biyohidrojen iiretim verimine
anlamli bir katki yapmayacagi sonucuna varilmigtir.

3.3. Baslangi¢ Substrat Derisimi ve Inkiibasyon Sicakliginn

Biyohidrojen Uretimine Etkisi (Effect of Initial Substrate
Concentration and Incubation Temperature on Biohydrogen Production)

C.  butyricum  mikroorganizmasinin  ¢ogalmasi  ve
biyohidrojen liretiminin en yiiksek degerde
gerceklestirilebilmesi amaciyla en uygun baglangic substrat
derisimi ve inkiibasyon = sicakliginin  belirlenmesi
gerekmektedir. Bu amagcla 2 farkli inkiibasyon sicakliginda
(28 ve 37°C), 5 farkli baslangi¢c besi ortami derisiminde
(10,8, 16,2, 21,6, 27 ve 32,4 g KOI/L) fermentasyon
stiresince kiimiilatif gaz hacmindeki degisim incelenerek
sonuclar Sekil 4’te verilmistir.
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500 | X162 gKOLL !jﬁi
1 a21,6 zKOIL !i
] ®27 zK0IL [
400 =
—_ 1 W32.4 gKOIL .l! ;ﬁﬂ
S 3001 .'* I;
& ] .. ¢£
bt . . ‘tg "
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Sekil 4. Farkl1 baslangic substrat derisimlerinde kiimiilatif gaz hacminin zamanla degisimi (a) 28°C (b) 37°C

(Variation of cumulative gas production by the time for vai

rious initial substrate concentrations at (a) 28°C (b) 37°C)
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Sekil 4’ten de goriilecegi lizere baslangic substrat derigimi
ve inkiibasyon sicaklig1 arttikga iiretilen kiimiilatif gaz hacmi
de artnmstir. 28°C’de 10,8 g KOI/L ve 32,4 g KOI/L
baslangi¢ substrat derisiminde {iretilen kiimiilatif gaz hacmi
sirastyla 150 mL ve 525 mL olarak elde edilmistir. 32,4 g
KOI/L  baslangic substrat derisiminde inkiibasyon
sicakligmm 28°C’den 37°C’ye degisimi, elde edilen
kiimiilatif gaz hacminde 732 mL’lik artisa neden olmustur.
Bunun yani sira iki farkl inkiibasyon sicaklig1 i¢in prosesin
gecikme fazinin substrat derisimine de bagl olarak 6-10 h
arasinda degistigi belirlenmistir. Farkli baglangi¢ substrat
derisimlerinde 28°C ve 37°C inkiibasyon sicakliklarinda
gecikme fazi degerleri Sekil 5’te verilmistir. Inkiibasyon
sicakliginin  28°C oldugu durumda baslangic substrat
derisiminin 10,8 g KOI/L’den daha yiiksek oldugu
caligmalarda gozlenen gecikme fazi siirelerinin birbirine
yakin ve daha kisa oldugu goriilmiistiir. Inkiibasyon
sicakliginin 37°C oldugu durumda ise gecikme fazinin
baslangi¢ substrat derisiminden bagimsiz olarak yaklagik 6,5
h oldugu ve 28°C’deki inkiibasyona gore 10,8 g KOI/L
baslangi¢ substrat derigiminde gozlenen gecikme fazini 4 h
kisalttigi gozlenmistir. 23 h’lik fermentasyon sonunda
iretilen gaz karigimlart gaz kromatografi cihazinda
analizlenerek H, igerikleri belirlenmistir. Analiz sonuglari

12

Tablo 3’te verilmistir. Baglangi¢ substrat derisiminin 10,8 g
KOI/L’den 32,4 g KOI/L’ye arttirilmastyla iiretilen gaz
karisiminin H, igerigi 28°C’de %54,02’den %60,14’¢,
37°C’de ise %37,12’den %44,16’ya artmig, bunun yani sira
elde edilen gaz karisimmin en yiiksek H, igerikleri
karsilastirildiginda  inkiibasyon sicakliginin = 28°C’den
37°C’ye arttirilmasi ile gaz karigiminin H, igeriginde
%15,98 diisiis gozlenmistir.

Gaz karigimlarinin analizi, 28°C’de ve 37°C’de ayr1 ayri
degerlendirildiginde her bir sicaklik i¢in H» igerikleri yakin
bulunmasma ragmen 32,4 g KOI/L baslangig substrat
derisimi ve 37°C’de kiimiilatif gaz hacmi daha fazla
oldugundan, 200 mL patates besi ortaminda en ¢ok H,
tiretimi 553 mL olarak elde edilmistir. Bunun yan1 sira H,
iretim verimi 37°C’de baslangi¢ substrat derisiminin 10,8 g
KOI/L’den 32,4 ¢ KOI/L’ye degisimiyle 2,17 kat, 32,4 g
KOI/L  baslangic substrat derisiminde inkiibasyon
sicakliginin 28°C’den ve 37°C’ye degisimiyle 1,75 kat
artmugtir. Bu durum, baslangi¢ substrat derisiminin artig1 ile
Clostridium butyricum mikroorganizmasiin besin degeri
daha yiiksek besi ortamlarinda kiimiilatif hidrojen hacminin
artigin1 saglayarak daha yiiksek hidrojen {iretim veriminin
elde edilmesini sagladigini, artan inkiibasyon sicakliginin ise

10

h (h)
(=]

m28°C

37°C

10.8 16.2 21.6 27 32.4

Baslangig Substrat Derisimi (g KOLL)

Sekil 5. 28°C’de farkli baslangi¢ substrat derisimlerinde gecikme fazi siireleri

(Lag phase time for various initial substrate concentrations at 28°C)

Tablo 3. Farkli sicakliklarda baslangi¢ substrat derisiminin gaz karisimindaki H» derisimi, miktar1 ve iiretim verimine
etkisi (Effect of initial substrate concentration on Ha concentration, amount and production yield in gas mixture at various temperatures)

Baslangic substrat derisimi (g KOI/L) T(CC) GHI(%) H(@mL) Y (mLH,/gKOI)
10.8 28 54,02 81 7,50
’ 37 37,12 85 7,87
162 28 56,66 119 7,34
’ 37 39,19 164 10,12
216 28 57,04 222 10,27
’ 37 40,22 244 11,30
7 28 57,96 239 8,85
37 41,28 414 15,33
vy 28 60,14 316 9,75
’ 37 44,16 553 17,06
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tepkime hizin1 ve dolayli olarak iiretim verimini arttirdigini
gOstermistir. Tim parametrelerin en uygun degerlerinde
(mikroorganizma as1 orani; 1:10 (v/v), calkalama hizi; 200
devir/min, baslangic substrat derisimi; 32,4 g KOI/L ve
inkiibasyon sicakligi; 37°C) gerceklestirilen calismanin
sonunda besi ortami KOI degeri 30,8 g KOI/L olarak
gdzlenmis olup %5 KOI giderimi elde edilmistir.

3.4. Biyohidrojen Uretim Kinetigi Calismalar
(Biohydrogen Production Kinetic Studies)

3.4.1. Elemanter tepkime hiz modeli
(Elementary reaction rate model)

Biyohidrojen iiretim hizinin substrat derisimi ve sicakliga
bagliligi1 ifade edebilmek i¢in elemanter tepkime hiz

modeli yaklagimi kullanilmistir. 28°C’de ve 37°C’de farkli
substrat derisimleri i¢in zamana karsi elde edilen hidrojen
hacmi degerleri Sekil 6°da verilmistir.

Uretilen H, hacminin zamanla degisimi verileri kullanilarak
ortalama tepkime hizlar1 Es. 3 kullanilarak hesaplanmigtir
[37].

| F1330d( V)

T, =
ort Vr 20 dt

G3)

Farkli Dbaglangi¢ substrat derisimleri ve inkiibasyon
sicakliklart i¢in hesaplanan ortalama hidrojen {iretim hizlari
Sekil 7°de verilmistir.

330 1 :
1 @108 gKOIL
300 %162 gKOIL iiﬂﬂ
] 4216 gKOIL a®
230 7 27 gKOIL a* ﬂ
]l m3? i
200 ] W324eKOIL " ;ﬂx
E ] .- . i;
T 150 ] LN,
E .. ¢* I > 4
100 e 4 X*x
: RS (1)
50 ..giél l..’l“
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zaman (mit1)
(a)
600 -
1 ®10,8 = KOIL Ll Ll
so0 1 X162 zKoIL !ijiiﬂ
] 4216 gKOIL a¥
400 | *27gKOIT ,,:!lhmmm-
{ ®324 gKoIL + N
E 300 1 *
o ] *n
- ] miAddddiiiiiiidiidiidiid
200 - . ;5
] AR ARG
] !XX:’KXX
100 - Q-..llllllllllllllllllllll
] .
Diﬁﬁiﬁﬁiﬁ‘........................
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Zaman {mit1)
(k)

Sekil 6. Farkli baglangi¢ substrat derigimlerinde H, iiretiminin zamanla degisimi (a) 28°C (b) 37°C

(Hz production for various initial substrate concentrations at (a) 28°C (b) 37°C)
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Sekil 7. Farkli sicakliklarda baslangi¢ substrat derigiminin ortalama H» liretim hizina etkisi
(Effect of initial substrate concentration on mean H» production rate at various temperatures)

Elde edilen sonuglardan goriilecegi lizere 28°C’de baslangic
substrat derigiminin 10,8 g KOI/L’den 32,4 g KOI/L’ye
arttirtlmasiyla tepkime hiz1 0,6 mL Hy/L.min’den 1,7 mL
Ha/L.min’e, 32,4 g KOI/L baslangig substrat derisiminde ise
inkiibasyon sicakliginin 28°C’den 37°C’ye arttirilmasi ile 5
mL Hy/L.min’e artmustir.

28°C ve 37°C inkiibasyon sicakliklarinda farkli baslangig
substrat derisimlerinde ortalama H; iiretim hizinin zamanla
degisimi Sekil 8’de gosterilmistir. Sonuclardan goriilecegi
iizere 37°C inkiibasyon sicakliginda caligilan tiim baglangi¢
substrat  derisimlerinde ortalama H, iretim hizlar
fermentasyonda 435 min sonunda pik degerini yapmis olup,
en yiiksek deger 27 g KOI/L baslangig substrat derisiminde
19 mL H,/L.min olarak elde edilmistir. 28°C’de yapilan
calismalarda pik degerin elde edildigi siire yaklasik 950 min
olarak  gozlenmistir. 37°C inkiibasyon sicakliginda
biyotepkimenin gecikme fazi dahil toplam 750 min sonunda
durdugu, 28°C’de ise tepkimenin gecikme fazi1 dahil yaklasik
1250 min siire ile devam ettigi gozlenmistir. Elde edilen
bulgular degerlendirildiginde baglangic substrat derisimi ve
inkiibasyon sicakligindaki artigin H tiretim tepkime hizint
arttirdig1 ve tepkime siiresini kisalttig1 sonucuna varilmusgtir.
Literatiirde sicakligin hidrojen iiretim hiz1 ve hidrojen iireten
mikroorganizmalarin ¢ogalma hizi {izerine etkileri Arrhenius
modeli kullanilarak ele alinmis olup, substrat tiiketim hizi
lizerine etkilerinin incelendigi caligmalarin  yapilmast
gerekmektedir [33]. Tek girdili bir tepkime igin birinci
mertebe tepkime kinetigi yaklasimi radyoaktif bozunmadan,
hiicre ¢ogalmasma kadar pek c¢ok uygulama alaninda
kullanilabilen basit bir analiz ve ¢dziim yontemidir [38].
Literatiirde sunulan kinetik model yaklagimina uygun
sekilde, hidrojen olusumunun baglangi¢ substrat derisimi ve
inkiibasyon sicakligina bagli oldugu varsayimiyla elemanter
bir tepkime hiz modeli &nerilmistir. Onerilen model Es. 4’de
verilmigtir [39].

ry = kOl @)
1484

Es. 4 dogrusallagtirilirsa Es. 5 elde edilir.
In (1, ) =In(k)+nln(Cy) &)

Es. 5 kullanilarak diizenlenen verilerden tepkime hiz ifadesi
ve mertebesi hesaplanmig, elde edilen sonuglar Sekil 9’da
gosterilmisgtir.

28°C ve 37°C inkiibasyon sicakliklarinda tepkime
mertebeleri sirasiyla 0,92 ve 1,26 olarak bulunmustur.
Elemanter tepkimeler i¢in sicaklikla mertebenin degismedigi
bilinmektedir [37]. Elde edilen mertebe degerleri birbirine
yakin olmakla beraber, ortalama tepkime mertebesinin 1
olarak degerlendirilebilecegi diisliniilmiistiir. Tepkime hiz
sabitleri ise 28°C ve 37°C sicakliklar igin sirasiyla 6,5 x 107
min' ve 7,92 x 107 min’' olarak hesaplanmigtir. Sicakligin
artigt ile tepkime hiz sabitinin de iistel olarak artmasi
beklendiginden elde edilen bu sonug¢ uygun olarak
degerlendirilmistir.

Hidrojen iiretim tepkimesi hiz sabitini sicaklia baglayan
Arrhenius esitligi Es. 6’da verilmigtir [40].

k:ko e—EA/RT (6)
Bu esitlik dogrusallagtirilirsa Es. 7 elde edilir.

In(k) = In (ko) + %&j (7

Es. 7 kullanilarak farkli sicakliklar i¢in elde edilen tepkime
hiz sabiti degerlerinden Arrhenius grafigi olusturularak
Arrhenius sabiti 9,74 x 10°** min’!, aktivasyon enerjisi 229,20
kJ/mol olarak hesaplanmis, elde edilen sonuglar Sekil 10°da
gosterilmistir. Es. 4 ve Es. 6 birlestirilerek elde edilen
bulgular yerine yazilarak ortalama tepkime hizim baslangi¢
substrat derisimi ve sicakliga baglayan Es. 8 elde edilmistir.
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Sekil 8. Farkl1 baglangi¢ substrat derisimlerinde ortalama H, {iretim hizinin zamanla degisimi (a) 28°C (b) 37°C

(Variation of mean Ha production rate with time for various initial substrate concentrations at (a) 28°C (b) 37°C)

by = 7,94 %103 ¢ 27568/T ¢ ®)

3.4.2. Michaelis-Menten modeli (Michaelis-Menten model)

Biyohidrojen iiretim hizinin substrat derisimine baglilig1
Michaelis-Menten (M-M) modeli ile ifade edilebilmektedir
[33, 41]. M-M modeli Es. 9°da verilmistir.

rm CS
o= mCs )
oK, +C

Es. 9’dan, substrat derisimi ve ortalama tepkime hiz1 verileri
kullanilarak 28°C ve 37°C’de maksimum H, {iretim hizlar1
(rm) ve Michaelis sabitleri (Ks) hesaplanmis, elde edilen
sonuglar Sekil 11°de gosterilmistir. Maksimum H, iiretim
hizlart 28°ve 37°C sicakliklar igin sirasiyla 11,47 mL
Hy/L.min ve 74,66 mL Hy/L.min, Michaelis sabitleri
sirastyla 181,9 g KOI/L ve 447,7 g KOI/L, R? degerleri ise
sirastyla  0,9458 ve 0,9505 olarak hesaplanmstir.

Sonuglardan goriilecegi iizere M-M modeli biyohidrojen
tiretim hizinin substrat derisimine bagliligim biiyiik 6l¢iide
ifade edebilmektedir. Elde edilen yiiksek R?> degerleri
fermentasyonlarin gergeklestirildigi substrat derigimleri igin
substrat inhibisyonunun olmadigini gostermektedir [33].
Tepkime sicakligimin artmasiyla maksimum H, iiretim
hizinin artmasi beklendiginden elde edilen sonuglar uygun
olarak degerlendirilmistir. Michaelis sabitinin degerinin
bliytikliigli goz Online alindiginda ¢alisilan substrat
derisimlerinin diigiikk oldugu, ortalama H, iretim hizinin
substrat derisimi ile dogrusal degistigini gostermekte, bu
sonu¢ da Es. 5 kullanilarak elde edilmis olan 1. mertebe
tepkime modeli varsayimini dogrulamaktadir [42].

3.4.3. Modifiye gompertz modeli (Modified gompertz model)

Fermentatif hidrojen iiretim siirecinde substrat derigimi [43],
H, iireten bakteri sayisi [44,45], H, miktari [46, 47], yan {iriin
miktar1  gibi  parametrelerin  zamanla degisimlerini
aciklayabilmek i¢in Onerilen modellerden biri modifiye
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Sekil 9. Farkli sicakliklarda dogrusallastirilmis baslangic substrat derigimi ile ortalama Hy iiretim hizinin degisimi
(Linearized variation of mean Ha production rate with initial substrate concentration at various temperatures)
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Sekil 10. Patates besi ortamindan biyohidrojen iiretimi i¢in Arrhenius grafigi
(Arrhenius plot of biohydrogen production from potato medium)

Gompertz modelidir [33]. Modifiye Gompertz modeli Es.
10°da verilmistir.

max

H; = Hpax exp[—exp(ﬁ{mﬁ(k—t)+ln (10)

Farkli baglangi¢c substrat derisimlerinde, 28°C ve 37°C
sicakliklar i¢in zamanla biyoreaktoér ¢alisma hacmi basina
kiimiilatif H» iiretimi (H;) verileri kullanilarak Es. 10’dan
maksimum H, iiretim potansiyelleri (Hmax), maksimum H,
dretim hizlart (Rmax), gecikme fazlari (A) ve kararlilik
katsayilar1 (E) hesaplanmis, elde edilen sonuglar Tablo 4’te,
model yanitimi ile deney verileri arasindaki uyum ise Sekil
12°de gosterilmistir. En yiliksek H {iretim potansiyelleri 32,4
g KOI/L baslangic substrat derisiminde, 28°C ve 37°C

1486

sicakliklar i¢in sirasiyla 2,126 L Ho/L ve 2,777 L Ho/L olarak
bulunmustur. En yiiksek H, iiretim hizina 15,25 mL
Ha/L.min ile 37°C sicaklik ve 27 g KOI/L baslangig substrat
derisiminde ulagilmugtir. 32,4 g KOI/L derisiminde daha
diisiik Hy tiretim hiz1 elde edilmesinin sebebi olarak besi
ortamindaki kat1 parcaciklarin kiitle aktarim direncini
arttirmasi diistiniilmektedir. En diisiik gecikme fazi siireleri
32,4 ¢ KOI/L baslangic substrat derisiminde, 28°C ve 37°C
sicakliklar igin sirasiyla 516,7 min ve 380,8 min olarak
bulunmustur. Yiiksek baslangi¢ substrat derigimi ig¢in
gecikme fazindaki diisiligiin, inhibisyona neden olmayacak
kadar  yiiksek substrat/mikroorganizma oraninda
mikroorganizma aktivitesindeki artis nedeniyle oldugu
degerlendirilmektedir. R? degerlerinin tiim ¢aligmalar i¢in
0,99°dan  biiyiik olarak elde edildigi g6z Oniinde
bulunduruldugunda modifiye Gompertz modelinin patates
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besi ortaminda karanlik fermentasyon ile biyohidrojen
liretimini basarili bir sekilde ifade edebildigi goriilmektedir.
Patates besi ortami kullanilarak biyohidrojen iiretimi
gerceklestirilen literatiir caligmalar1 ile mevcut ¢aligmanin
karsilagtirmas1 Tablo 5’te gdsterilmistir. Sonuglardan
goriilebilecegi lizere mevcut ¢aligmada, literatiirde bildirilen

patates besi ortamu ile biyohidrojen iiretimi ¢aligmalarina
kiyasla daha yiiksek substrat derisiminde ¢aligilmstir. Elde
edilen sonuglarin literatiirde daha 6nce bildirilen sonuglarla
uyumlu oldugu goriilebilmekle birlikte, yiiksek H» iiretim
potansiyeli, en yiiksek H, iiretim hiz1 ve diigiik gecikme fazi
elde edildigi belirlenmistir.

0.007 4
] A28°C  W3TC m

0.006 ]
0,005 3 ..
5 0004 ]
= 0003 ¢ =007466 L HyLmin “'m = 0.01147 L HyLmin
= , ] =477 gKOIT K.=1819 gKOIL

0.002 3 B2 = 09505 . RZ=10.9458

0,001 A

o B—-— T

0 3 10

20 23 30 33

C. (2 KOIT)

Sekil 11. Farkli sicakliklarda baglangi¢ substrat derisiminin ortalama H, iiretim hizina etkisinin M-M ¢izimi
(M-M plot of initial substrate concentration effect on mean H» production rate at various temperatures)

Tablo 4. Farkli baglangi¢ substrat derisimleri ve fermentasyon sicakliklari i¢gin Modifiye Gompertz model parametreleri
(Modified Gompertz model parameters for various initial substrate concentrations and fermentation temperatures)

Baslangig substrat derisimi (g KOI/L)

T (°C)  Hmax (L/L)

Riax (ML Hy/L.min) A (min) R2

10.8 28 0,4742 0,741 604,1 0,9990
’ 37 0,425 3,351 389,5 0,9998
162 28 1,73 1,012 744,6 0,9987
’ 37 0,8201 4,826 382,8 0,9994
216 28 1,61 1,651 592,3 0,9972
’ 37 1,22 9,043 400,4 0,9999
27 28 1,508 1,706 530,4 0,9999
37 2,07 15,250 399,7 0,9999

304 28 2,126 2,330 516,7 0,9998
’ 37 2,777 6,441 380,8 0,9994

Tablo 5. Patates besi ortami kullanilarak gergeklestirilen biyohidrojen iiretim ¢alismalarinin karsilagtirmasi
(Comparison of biohydrogen production studies from potatoes as substrate)

. . o Substrat Himax Rinax
Kaynak Mikroorganizma T (°C) Derisimi (L/L) (L Ho/L.h) A (h)
[10] C. butyricum 28 10,8 g KOI/L 0,36 0,0339 5
[29] Silo ¢ukur sivist 37 100 g patates/ L~ 1,5 - -
[43] Isil islenmis 37 - 0,563  0,0123 110
giibre
[48] Isil islenmis 23 21 g KOI/L 2.8 0,21 27
giibre
[49] Karigim kiiltiir 37 %2 toplam kat1 1,4 - -
[50] Olgunlastinlmis 5 12,6 g KOI/L - 0.1215 192
lagim ¢amuru
Meveut C. butyricum 37 32,4 g KOI/L 2,777 0,386 6,34
calisma
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Sekil 12. Farkli baglangic substrat derisimlerinde H, liretim verilerinin modifiye Gompertz modeliyle uyumu
a) 28°C b) 37°C (Modified Gompertz model fit to H> production data for various initial substrate concentrations at (a) 28°C (b) 37°C)

4. SIMGELER (SYMBOLS)

Cs

E

Ea
GHI
H

H;
tiretimi
Hmax
k

Ks

ko
KGH

1488

: Baglangi¢ substrat derisimi

: Euler sayis1

: Aktivasyon enerjisi

: Gaz karigimi Hy igerigi

: Kiimiilatif H, miktar1

: Biyoreaktor ¢aligma hacmi basina kiimiilatif H,

: Maksimum H; iretim potansiyeli
: Tepkime hiz sabiti

: Michaelis sabiti

: Arrhenius sabiti

: Kiimiilatif gaz hacmi

KOi
n

R

T
Rmax

Tort

I'm
t
TCD

: Kimyasal oksijen ihtiyac1

: Tepkime mertebesi

: Ideal gaz sabiti

: Yerel tepkime hizi

:: Maksimum H; tiretim hiz1
: Ortalama H; iiretim hizi

: Maksimum spesifik H; iiretim hiz1
: Zaman

: Isil iletkenlik dedektori

: Uretilen H, hacmi

: Besi ortam1 hacmi

: Sicaklik

: Hy tiretim verimi

: Gecikme fazi
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5. SONUCLAR (CONCLUSIONS)

Yapilan calismada oksijensiz kosullarda patates besi
ortamindan  Clostridium  butyricum mikroorganizmast
kullanilarak biyohidrojen iiretilen kesikli biyoreaktorlerde
calkalama hizi, mikroorganizma ag1 orani, baslangi¢ substrat
derisimi ve inkiibasyon sicaklift  parametrelerinin
biyohidrojen iiretimine etkisi incelenmistir. Biyohidrojen
iiretim prosesinin en uygun isletim kosullari; pH 6, 200
devir/min ¢alkalama hizi, 1:10 (v/v) mikroorganizma asi
orani, 32,4 g KOI/L baslangic substrat derisimi (hacimce
%60’lik besi ortami) ve 37°C inkiibasyon sicakligi olarak
belirlenmistir. Substrat derisimi ile iiriin {iretimi arasindaki
iliski elemanter tepkime hiz modeli, M-M tepkime hiz
modeli ve modifiye Gompertz modeli kullanilarak
belirlenmis, elemanter tepkime hiz modeli ortalama tepkime
mertebesinin 1 olarak degerlendirilebilecegi diislinilmiistiir.
M-M modeli ile maksimum H; tiretim hizlar1 28°C ve 37°C
sicakliklar igin sirasiyla 11,47 mL Ho/L.min ve 74,66 mL
H,/L.min, Michaelis sabitleri sirastyla 181,9 g KOI/L ve
447,7 g KOI/L olarak hesaplanmistir. Michaelis sabitinin
degerinin biiyiikliigii gbz Oniine alindiginda ortalama H,
dretim hizinin substrat derisimi ile dogrusal degistigi
goriilmekte, bu sonu¢ da elemanter tepkime hiz modelleme
calismasinda elde edilen 1. mertebe tepkime modeli
varsaymmini  dogrulamaktadir. Biyohidrojen {iretiminin
modifiye Gompertz modeli kullanilarak agiklandigi
calismada en yiiksek H, iiretim potansiyeli 32,4 g KOI/L
baslangi¢ substrat derisiminde, 37°C’de 2,777 L Ho/L olarak
bulunmus, en yiiksek Ho iiretim hizina 15,25 mL Hy/L.min
ile 37°C sicaklik ve 27 g KOI/L baslangig substrat
derigsiminde ulasilmistir. Elde edilen sonuglarin literatiirde
daha once bildirilen sonuglara kiyasla, yiiksek H, tiretim
potansiyeli, en yiiksek H, iiretim hiz1 ve diisiik gecikme fazi
bulgularini isaret ettigi goriilmiistiir. Yapilan c¢alisma ile
Clostridium  butyricum  mikroorganizmasinin  gida
endiistrisinde ortaya ¢ikan besin atiklarindan karanlik
fermentasyon ile biyohidrojen iiretiminde kullanilmasi
durumunda hem atik giderimi, hem de enerji iiretimi
amaglarma es anli ulagilabilecegi sonucu ortaya
konulmustur.
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