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OZET

Gida Endiistrisi Atiksularindan Biyolojik Yontemlerle Hidrojen

Eldesi ve Degerlendirilmesi

Emre Oguz KOROGLU

Cevre Miihendisligi Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Ahmet DEMIR

Gida ve icecek endiistrisindeki 6nemli sektorler genel itibariyle, et ve et Girinleri, unlu
mamuller, siit {irlinleri, sebze ve meyveler, yaglar, sekerli ve cikolatal: iiriinler, alkollii
ve alkolsiiz icecekler, hazir yemekler ve bebek mamalarindan olugmaktadir. Bu
sektordeki endiistrilerin ¢ogu, olusan atiksu hacmi, organik kirliligi ve kullanilan su
miktar1 bakimindan Onemli endiistriler arasinda yer almaktadir. Ciinkd {iretim,
hazirlama ve tiiketim sirasinda cok miktarda kati atik ve yiiksek oranda organik

madde iceren kuvvetli karakterde atiksular ortaya ¢cikmaktadir.

Yiiksek diizeyde organik madde igerigine sahip bu endiistrilerin atiksularinin
aritilmasinda konvansiyonel yontemler tek basina kullanildiginda yetersiz kalmakta,
desarj standartlarina ulasilmakta zorluklar yasanmaktadir. Konvansiyonel yaklasimda
yliksek organik madde iceren atiksularin aritimi sirasinda desarj limitlerini saglamada
problemler yasanmasi sebebiyle enerji verimliligi yiiksek alternatif aritma
teknolojilerinin yayginlastirilmasi cevrenin korunmasi ve iilke ekonomisi agisindan

onem arz etmektedir.
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Bu tez calismasinda, siit endiistrisi gibi iilkemizde iiretim miktar1 ve kirlilik yiiki
oldukca yiiksek endiistri grubunda yer alan endiistriden kaynaklanan atiksular,
biyohidrojen {iiretiminde ve atiksu aritiminda kullanilmistir. S6z konusu calismada,
enerji verimliligi yiiksek bir sistemde kuvvetli endiistriyel atiksularin aritimi ve desarj
standartlarinin saglanmasi hedefiyle biyolojik hidrojen iiretiminin gerceklestirildigi
karanlik fermantasyon ve fotobiyoliz prosesleri incelenmistir. Farkli proseslerin
birlikte kullanilmasi ile konvansiyonel sistemlere nazaran enerji (hidrojen) tiiretim
veriminin arttirilmasi, iretilen enerjinin yakit hiicrelerinde dogrudan elektrik
enerjisine dontstiiriilmesi, sera gazi saliniminin azaltilmasi, yenilenebilir enerji
kaynaklarinin kullanimi ve atiksularin desarj standartlarina ulasabilecek diizeyde
aritimi arastirilmistir. Yenilenebilir ve alternatif enerji kullanan, geri kazanima yonelik
onerilen aritma sisteminin gelistirilmesi ile endiistriyel atiksularin yiiksek verimlilikte
enerji geri kazanimi konusundaki uygulamalarin artirilmasinin saglanacagi ve iilkemiz
kosullarinda sistemin ekonomik olarak uygulanabilme potansiyelinin belirlenecegi bu

tez calismasinda ozetle;

e Kuvvetli karakterde atiksularin iiretildigi gida endiistrisi atiksular1 icin karanlik
fermantasyon ve fotobiyoliz prosesleri ile biyohidrojen iiretimi ve optimizasyonu,

e Karanlik fermantasyon prosesinden iiretilen H,/CO, gazinin gaz ayirict sistemle
ayrilmasi ve

e Hidrojenin PEM tipi yakit hiicresinde dogrudan elektrik enerjisine dontstiiriilmesi

calismalar1 gerceklestirilmistir.

Yapilan deneysel calismalar neticesinde siit endiistrisi atiksularinin biyohidrojen
Uretimi icin oldukca uygun bir kaynak oldugu, membran sistemlerinin biyogaz
saflagtirmada yiliksek verimde CO, giderimi sagladigi, {iretilen biyohidrojenin
degerlendirilmesi icin PEM tipi yakit hiicrelerinin en uygun teknoloji oldugu,
alglerden biyohidrojen {retiminin miimkiin fakat alglerin atiksular1 kullanarak

hidrojen iiretmesinde zorluklar yasandigi tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak bu tez calismasinda organik icerigi yiiksek kuvvetli endiistriyel
atiksularin arntiminin saglanacagi; alternatif enerji kullanan, isletme maliyeti diisiik

siirdiirtilebilir bir aritma sistemi gelistirilmesi ile atiksuyun katma degeri olan bir



iiriine dontstiiriilmesi ve enerji/madde geri kazanimi saglayarak iilkemize ekonomik

ve cevreci bir katki saglamaya calisilmistir.

Anahtar Kelimeler: Siit endiistrisi atiksuyu, biyohidrojen, gaz saflastirma, yakit

hiicresi, mikroalg, geri kazanim

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Hydrogen Production and Evaluation Using Biological Processes
From Food Industry Wastewater

Emre Oguz KOROGLU

Department of Environmental Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Prof. Dr. Ahmet DEMIR

Important sectors of the food and beverage industry mainly include meat and meat
products, bakery products, dairy products, fruits and vegetables, oils, sugar and
chocolate products, alcoholic and soft drinks, and baby foods. Many of the industries
in this sector are of considerable importance with regard to the amount of water used,
and volume and organic content of wastewaters generated since large amounts of
solid wastes and high-strength wastewaters are generated during production,

preparation and consumption in food industry.

Conventional methods of treatment provide poor efficiency for these wastewaters
containing high amounts of organic materials, thus achieving treatment objectives to
meet discharge standards becomes difficult. For this reason, it is important that
applications of energy-efficient alternative treatment techniques be broadened in the

aspects of environmental protection and national economics.

This thesis aims treatment and biohydrogen production from milk/dairy industry that
generated in high amounts in Turkey. The system will achieve strict discharge
standards and comprise dark fermentation and photo-biolysis process for biohydrogen

production. Compared to conventional processes, this process will provide several
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benefits such as increased energy (hydrogen) production efficiency, direct use of
biohydrogen in fuel cells to produce electricity, reduced greenhouse gas emissions and
use of renewable energy sources, and meeting strict discharge standards. Also a
renewable alternative energy source, successful application of this new treatment
process will lead to a breakthrough in widening the full-scale use of these high
energy-efficient systems in Turkey. This research will contribute to the applicability of

energy-efficient systems and include the following packages:

e Biohydrogen production and optimization of dark fermentation and photo-biolysis
process using high-strength food industry wastewater,

e Separation of H,/CO, gas mixture produced in dark fermentation process through
gas separation system,

e Converting hydrogen directly electricity in a PEM fuel cell.

As a result of experimental studies, it was found that dairy industry wastewater was a
very suitable source for the production of biohydrogen, membrane systems provided
high efficiency CO, removal in biogas purification, PEM fuel cells were the most
suitable technology for the evaluation of produced biohydrogen, biohydrogen
production was possible from algae, but there were difficulties in producing hydrogen

by microalgae using wastewater.

As a result, in this thesis, the treatment of industrial wastewater with high organic
content will be provided; by using alternative energy and developing a sustainable
treatment system with low operating costs, it has been tried to make an economical
and environmental contribution to our country by converting wastewater into a value

added product and providing energy / material recovery.

Keywords: Dairy industry wastewater, biohydrogen, gas upgrading, fuel cell,

microalgae, recovery

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY

GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
XVIII



Giris

1.1 Literatiir Ozeti

Siit Endiistrisi Atiksularinda Genel Durum

Gida tretim faaliyetleri cok cesitli oldugu icin olusan atiksuyun miktar ve
bilesimi de kullanilan hammadde ve tesis ici prosesine gore farkliliklar
gostermektedir. Giinliik besin ihtiyacinin karsilanmasindaki 6nemi nedeniyle siit
tiretimi biitiin {ilkelerin gida {iretim faaliyetleri icinde en basta gelmektedir. Siit
endiistrisi tesislerinde besi ciftliklerinden gelen ham siit; islenmis siit, yogurt ve
ayran, peynir, tereyagi, dondurma, siit tozu ve tath iiretiminde kullanilan son
{irlinlere doniistiiriilmektedir. Uretim tesisindeki ekipmanlarin ve siit depolama
sistemlerinin yikanmasi, kalite-kontrol laboratuvarindaki analizler ve iiretim
sirasinda kullanilan su nedeniyle siit endiistrisi tesislerinden 6nemli miktarda
atiksu olusmaktadir. Bu atiksularin karakterizasyonundan once siit ve siit
iirlinlerinin kompozisyonu incelenirse kirletici kaynaginin nasil bir yiik getirdigi
daha iyi anlasilabilir. Bu nedenle Tablo 1.1’de farkli siit {iriinlerinin

kompozisyonu verilmistir.



Tablo 1.1 Farkl siit tirtinlerinin kompozisyonu

Sriin Kuru madde Yag Protein Laktoz KOI BOI Kaynak
(%) (%) (%) (%) (g/kg) (g/kg)
Yagl Siit 11,5-12,5 3-4 3,3 4,8 192,9- 135,5- (Kolev Slavov, 2017)
218,6 156,2
Az Yagh Siit 8,3-8,47 0,02- 3,3 4,7-4,9 112-115,3 | 72,4-75,1 (Kolev Slavov, 2017)
0,06
Ayran 7,7-8 0,4-0,86 3 4 104,5- 72,4-75,1 (Kolev Slavov, 2017)
111,9
Lor Peyniri 6-6,2 0,05-0,2 0,75-1 4,5-4,8 72-77 51,6-55,9 (Kolev Slavov, 2017; Pesta
vd., 2007)
Peynir 6,1 <0,01 0,5 4,7 - - (Pesta vd., 2007)
Krema 40,4-43 33-35 2 3 871-936 695-747 (Kolev Slavov, 2017)
Laktozsuz Siit 23,5-25 - 2,6-3,7 14-16 - - (Pesta vd., 2007)

Stizintusi




Problemin Tanimi

Siit endiistrisi cok su tiiketen endiistrilerden bir tanesidir. Temizlik, 1sitma,
sogutma ve iiretim olmak iizere her asamada su tiiketilen tesislerde islenmis sit
hacminin 2-3 kat1 atiksu olugsmaktadir (Tocchi vd., 2013). Atiksu olusumu tesis
biiyiikliigiine, uygulanan prosese, temizleme yontemine, isletme kosullarina ve
su birim fiyatina bagli olarak degismektedir. Literatiirde cesitli siit iiriinleri
liretim tesislerinde olusan atiksu karakterizasyon degerleri Tablo 1.2’de

verilmistir.

Siit liretim tesislerinde olusan yiiksek kirlilige sahip atiksuyun karakterizasyonu
da, ham siitiin 6zellikleri, iiretim teknolojisi ve su geri kazanimina bagli olarak
degismektedir. Siit endiistrisi atiksuyu yiiksek miktarda renk, koku ile birlikte
yiiksek degerlerde KOI ve BOI, askida kati maddeler, yag ve gres ve az miktarda
azot ve fosfor icerir (Latif vd., 2011; Rugele vd., 2013). Siit atiksuyu organik
madde icerigi mevsimsel degisiklik gostermekle beraber, 1-10 g KOI/L ile 0,3-0,9
g BOIL/L arasinda degismektedir (Tabatabaei vd., 2010). Peynir iiretiminin yan
iirtinii olan peynir alt1 suyu siit endiistrisi atiksuyunun en 6nemli bilesenlerinden
birisidir ve yiiksek miktarda laktoz, ¢6ziinmiis protein, yaglar ve mineral tuzlari
icerir. Peyniralti suyu 80 g KOI/L icerigi ile kuvvetli bir atiksudur ve yiiksek
biyobozunur organik madde icerigi ile biyoenerji iiretimi icin ideal bir kaynaktir

(Demirer vd., 2000; Vlyssides vd., 2013).



Tablo 1.2 Siit endiistrisi atiksularinin karakterizasyonu (Kolev Slavov, 2017)

g/L
Proses pH BOI, KOI Yag Toplam Askida Kat1 Toplan Toplam | Alkalinite Kaynaklar
Gres Kat1 Madde Azot Fosfor (CaCo,)
Siit 4-11 0,24- 0,5- 0,02- 0,71-7 0,06-5,80 0,01-0,66 | 0-0,6 0,32-1,2 | (Demirel vd., 2005; Sarkar vd.,
5,9 10,4 1,92 2006; Tawfik vd., 2008)
Yogurt 4,53 - 6,5 - - - - - - (Tezcan vd., 2013)
Tereyagi 12,08 0,22- 8,93 2,88 - 0,7-5,07 - - - (Rosenwinkel vd., 2005)
2,65
Dondurma 5,1- 2,45 5,2 - 3,9 3,1 - 0,014 0,22 (Karadag vd., 2015; Yang vd., 2007)
6,96
Peynir 3,38- 0,59-5 | 1-63,3 | 0,33- 1,92-53,2 | 0,19-2,5 0,018- 0,005-0,28 | - (Demirel vd., 2005; Rosenwinkel
9,5 2,6 0,83 vd., 2005)
Stizme Peynir | 7,83 2,6 17,65 0,95 - 3,38 - - - (Rosenwinkel vd., 2005)
Lor Peyniri 3,92- 27-60 50- 0,9-14 | 55-70,9 1,27-22,15 0,2-1,76 | 0,12-0,53 - (Demirel wvd., 2005; Doble vd.,
6,5 102,1 2005)
Peynir  Alt1 | 5-9 0,59- 1,07- - - 0,08-0,44 - - - (Britz vd., 2004)
Suyu 1,21 2,18
Yikama Suyu | 10,37 | 3,47 14,64 3,11 - 3,82 - - - (Rosenwinkel vd., 2005)




Uretim tesislerinde bulunan kalite kontrol laboratuvarinda deneyler sirasinda
kullanilan kimyasal maddeler nedeniyle kirletici miktar1 yiiksek olan atiksu
olusur. Siit endiistrisi atiksuyunda nispeten az miktarlarda agir metaller de
bulunmaktadir (Chatzipaschali vd., 2012). Uretim sirasinda kullanilan membran
sistemlerinde olusan siiziintiiniin bilesimi peynir alt1 suyuna (PAS) benzer
sekilde yiiksek miktarda KOI icerir (Wang vd., 2009). Tesisteki ekipmanlarin
yikanmasindan olusan atiksuyun sicakhigi 40-80 °C araligindadir ve KOI icerigi
2000 mg/L’den az olan organik madde temel olarak laktoz, yaglar ve
proteinlerden olusur (Ganesh vd., 2007). Siit endistrisi atiksuyu cogunlukla
kolay bozunabilir organikler icermesine ragmen deterjanlar ve c¢Oziinmis
mikrobiyal {iriinler nedeniyle inert organiklerde bulunmaktadir. Danalewich vd.
(1998) 15 firetim tesisinde yaptiklari uzun donemli calismada atiksu miktar,
sicaklik ve kirletici yiikiiniin saat, giin ve mevsimsel olarak degisiklik gosterdigini
belirlemislerdir. Atiksuyun pH degeri ise tesiste temizlik amaciyla kullanilan
kostik ve asidik kimyasallara gore degisiklik gostermektedir. Belirtilen bu
ozellikleri sebebi ile siit endistrisi atiksularinin konvansiyonel aritiminda
zorluklar yasanmakta bu sebeple alternatif proseslerin kullanilmasi tercih

edilmektedir.

Coziim Onerileri

Gida atiklan ve ozellikle de siit endiistrisi atiksular1 icerdikleri yiiksek biyolojik
bozunabilir organik madde ile yeterli aritilmadan desarj edildikleri takdirde
cesitli cevresel problemlere yol acmaktadir. Ulkemizde endiistriyel atiksularin
cogunlugu konvansiyonel sistemlerle aritilmaktadir. Cesitli fiziksel, kimyasal ve
biyolojik aritma proseslerinden olusan konvansiyonel sistemlerde temel amac,
kirletici bilesenlerin sivi fazdan ayr1 olarak yogunlastirilip su ortamindan
uzaklastirilmasidir. BoOylece enerji icerigi yiiksek olan organik maddelerin
uzaklastirilmasiyla  yenilenebilir  enerji, geri kazanilamadan bertaraf

edilmektedir.

Siit endistrisi atiksuyunun aritimi icin cesitli fiziko-kimyasal yontemler

uygulanmistir. Bunlar arasinda elektro-kimyasal, koagiilasyon, adsorpsiyon ve



membran aritma sayilabilir (Kushwaha vd., 2010; Tchamango vd., 2010). Siit
endiistrisi atiksuyunda BOI/KOI degeri 0,5'den biiyiiktiir ve yiiksek
biyobozunabilirlik degeri onu biyolojik aritma icin uygun kilar. Enerji verimliligi
ve oksijen transferi yiiksek olan Jet-loop gibi sistemler ile siit enddistrisi
atiksuyunun aerobik aritiminda yiiksek verim elde edilmistir (Farizoglu vd.,
2004). Bununla birlikte yiiksek organik madde icerigi ile oksijen transferi icin
fazla enerji gereksinimi, oksijen aktarimindaki sinirlamalar ve fazla miktarda
camur olusumuyla birlikte kati maddelerin ¢oktiirme ve yonetiminin zor olmasi

nedeniyle aerobik yontemler pek uygun degildir.

Anaerobik aritma yontemleriyle kuvvetli atiksularin aritilmasi sirasinda daha az
camur olustugu gibi enerji icerigi zengin metan (CH,) ve hidrojen (H,) tiretmek
de miimkiindiir. Bu nedenle, siit endiistrisi atiksularindan biyolojik yontemlerle
yenilenebilir enerji kazanimi1 da ¢6ziim olarak diisiiniilmektedir. Bu calismada
siit endiistrisi atiksularinin aritilmasinda ve degerlendirilmesinde biyolojik

hidrojen iiretim prosesleri arastirilmistir.



1.1.1 Biyolojik Hidrojen Uretimi

Enerji, modern giinliik yasamin ve endiistriyel faaliyetlerin siirdiiriilebilir
olabilmesi icin hayati bir 6neme sahiptir. Ekonomik gelisme ve niifus artisina
paralel olarak hem iilkeler bazinda hem de kiiresel 6l¢cekte enerji iiretimine olan
talep hizli bir sekilde artmaktadir. Mevcut iiretim teknolojileriyle hidrokarbon
iceren petrol, dogalgaz ve komiir gibi fosil yakitlar1 kullanarak enerji elde
edilmektedir. Karbona dayali teknolojilerde hidrokarbon bilesenlerinin bag
yapilarindaki enerji kazanilirken CO,, NO,, SO,, partikiiler madde vb. yan
iirtinlerin kontrolsiiz sekilde atmosfere salinimi cok cesitli cevresel sorunlara yol

acmaktadir.

122 kJ/g enerji icerigi ile H, hidrokarbon yakitlardan 2,75 kat ve CH,'den 2,6 kat
daha fazla yogun enerji icermektedir (Debowski vd., 2014). Sahip oldugu yiiksek
enerji icerigi ve kolayca elektrige doniistiiriilebilmesi nedeniyle fosil yakitlara
kiyasla H, daha verimli ve temiz bir enerji kaynagidir. Ayrica hidrojenin diger
elementlere bagh olarak bulunmasi ise diinyanin her yerinde enerji {iretimi icin
cok biiyiik rezerv bulundugu anlamina gelmektedir. H, enerji kaynagi oldugu
gibi bir¢ok endiistriyel tiretim faaliyetinde de kullanilmaktadir. Enerji elde etmek
amaciyla H,'nin kullanimi sirasinda yan iiriin olarak sadece su olusmasi ¢evresel
kirlenmeyi azaltic1 bir etkisi vardir. Ayrica, hidrojen enerjisinin yayginlasmasi ile
birlikte iilkelerin disa bagimlilig1 azalmakta, sera gazlari emisyonu diismekte,
hava kirliligi 6nlenebilmekte ve enerji iiretim verimliligi artmaktadir. H, ¢ok

cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemlerle {iretilebilmektedir (Tablo 1.3).

Glinlimiizde H, iiretimi icin cogunlukla kimyasal yontemler kullanilmaktadir.
Kimyasal yontemlerin hem maliyetli olmasi hem de cevre kirliligine yol acmalari
nedeniyle daha ucuz ve temiz alternatif iiretim yontemlerinin arayisina devam
edilmektedir. Diger yontemlere kiyasla gilines 15181 ve organik atiklarin
kullanimina dayali biyolojik yontemler hem daha az iiretim enerjisine ihtiyac
duymakta hem de dogaya daha az zarar vermektedir (Orozco-Pulido, 2012).
Biyolojik yontemlerden dogrudan/dolayl fotoliz ve foto-fermantasyon prosesleri

1518a bagimli olduklari icin ya giines 1s1g1nin oldugu giintin kisith zamanlarinda



calistirilabilmekte ya da siirekli isletilebilmeleri icin yiiksek maliyetli yapay 1sik

kaynagina ihtiyac duymaktadirlar.

Tablo 1.3 Biyolojik hidrojen tiretim yontemlerinin substrat ve {irtinlerinin

karsilastirilmasi (Eroglu vd., 2006)

Biyo-prosesler | Mikroorganizma | Substrat Uriinler Reaksiyon
Biyofotoliz Algler Isik, H,O, | H,, O,, biyokiitle H,0 - H, +(1/2)0,
Dogrudan Siyanobakteriler Co,

Dolayh
Biyolojik CO- Fotosentetik CO, H,0 H,, CO,, CO + H,0 —» H, +CO,
H,0 bakteri biyokiitle
reaksiyonu
Foto Fotosentetik Isik H,, CO,, Organik asitler + 6H,0 +
Fermantasyon bakteri Organik biyokiitle, 151k — 12H, + 6CO,
Atiklar organik asitler
Karanlik Fermentatif Organik H,, CO,, C¢H,,04 + H,O0 — 4H, +
Fermantasyon bakteriler Atiklar biyokiitle, 2CO, + 2CH,COOH
Yiiksek organik
asitler

Alternatif biyolojik yontemler icerisinde karanlik fermantasyon daha az enerji
gereksinimi ve farkli kaynaklardan iiretilebilmesi nedeniyle daha cevreci yoniiyle
one cikmaktadir. Karbonhidrat¢a zengin atiksulardan H, iiretimine dair cok
sayida calismadan olumlu sonuclar rapor edilmistir. Karanlik fermantasyon diger
biyolojik yontemlerden daha yiiksek iiretim hizina sahip olup 1sik kaynagina
ihtiyac duymadan siirekli olarak calistirilabilmektedir. Karanlik fermantasyon
prosesinde biyoreaktordeki anaerobik kosullarda organik maddelerin yapisindaki

bagli hidrojen atomlar1 H, gazina doniistiiriilerek enerji elde edilmektedir.

KOI'nin ancak iicte birinin H,’e cevrilmesi ve geri kalan organik maddenin UYA
ya da alkol formunda sistemden kacisi karanlik fermantasyon proseslerinin en
onemli dezavantajlarindan bir tanesidir. Bazi calismalarda organik madde
giderim verimini ve enerji {iretimini artirmak amaciyla karanlik fermantasyon
cikis suyu H, tretimi icin foto-fermantasyon biyoreaktore, CH, iiretimi i¢in
anaerobik biyoreaktore veya dogrudan elektrik iiretimi icin mikrobiyal yakit

hiicresine beslenmistir (Das vd., 2008; Lakaniemi vd., 2011). Lalaurette vd.
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(2009) asitle 6n islemden gecirilmis musir bitkisi atigin1 karanlik fermantasyonla
birlikte mikrobiyal yakit hiicresini kombine ederek daha yiiksek H, iretim
verimine ulagsmislardir. Lakaniemi vd. (2011) lignoseliiloz yogunluklu organik
maddeyi 6nce H, iiretimi sonra CH, tiretimi icin kullanarak eneji tiretim verimini
arttirmigtir.  Zong vd. (2009) gida atiklarini karanlik fermantasyonla H,
tiretiminde kullandiktan sonra ve c¢ikis akimini foto-fermantasyon biyoreaktore
besleyerek %80 seviyelerinde KOI giderimi ve %50 oraninda enerji iiretim verimi

elde etmislerdir (Zong vd., 2009).

1.1.2 Karanlik Fermantasyonla H, Uretimi ve Etki Eden Faktérler

Karanlik fermantasyon ile H, {iretimine etki eden isletme parametreleri; sicaklik,
subsrat miktar1 ve bilesimi, pH, hidrolik bekletme siiresi (HBS), biyoreaktor
teknolojisi ve niitrient bilesimi (Fe*? Ni*?, azot bilesenleri vb.)’dir. Siirekli
sistemlerde H, tiretiminin maksimize edilebilmesi icin Oncelikle biyoreaktor
isletme parametrelerinin optimize edilmesi gerekmektedir. Optimizasyon
calismalar1 sirasinda bir parametre degeri degistirilirken digerleri sabit
tutulmaktadir ve sistem kararli hale ulasincaya kadar siirdiiriilmektedir. Bununla
birlikte calismalarda kararli hal sartlari icin iiniform bir tanim ve siire araligi
belirtilmemistir. Genellikle H, iiretim ve organik madde giderimi izlenerek
standart sapma degerine gore kararli hal belirlenmektedir. Bazi arastirmacilar
standart sapma degeri %10’dan kiiciik oldugu durumu kararli hal sart1 olarak
kabul ederken diger bazi arastirmacilar ise standart sapmanin % 5’den kiiciik
olmasi gerektigini belirtmislerdir (Ferreira Rosa vd., 2014; Kisielewska vd.,
2013). Baz1 arastirmacilar ise hidrolik bekletme siiresinin (HBS) nin belli bir siire
isletilen reaktorde stabil ¢ikis suyu karakteristigi oldugunda kararli hal
olustugunu kabul etmislerdir. Goblos vd. (2008) reaktorii HBS'nin en azindan 5
kat calistirirken Gavala vd. (2006) ise 6-10 kat1 kadar calistirmislardir (Gavala
vd., 2006; G6blos vd., 2008).

DPH
pH, mikrobiyal biiyiime, enzim aktivitesi, H, iiretim hizi, metabolik aktivite ve H,

tliketen mikroorganizmalarin biiyiimesinin Onlenmesi {izerinde etkili bir

parametredir. H, dtretimi; 4,0’dan kiiciik, 8,0'dan biiyilk pH degerlerinde



durmaktadir (Gadhe vd., 2013; Yasin vd., 2013). Siit endiistrisi atiksuyundan H,
liretimi ile potansiyeli, alisma siiresi (lag fazi), H, iiretim hiz1 ve verimi ortam
pHina baglh olarak degismektedir (Ferchichi vd., 2005). Bu yiizden,
siirdiirtilebilir biyohidrojen tiiretimi icin reaktor icerisindeki pH'in siirekli takip
edilmesi ve optimum aralikta tutulmasi gerekmektedir. Optimum calisma pH1
atiksu kompozisyonu ve mikrobiyal cesitlige bagl olarak degismektedir. Azbar
vd. (2009) peynir altt atiksuyundan H, iiretiminin pH 4,5-7,5 araliginda
miimkiin oldugunu ve iiretim veriminin pH’a bagh oldugunu belirlemislerdir
(Azbar vd., 2009). Cok vyiiksek ve diisiik pH degerlerinde H, {retimi
durabilmekte ve maksimum H, iiretimi pH 5-6 araliginda olmaktadir (Gadhe vd.,
2013). Farkli olarak Yang vd. (2007) ise peynir alt1 suyun (PAS)’dan H, iiretimi
icin pH 4,0-5,0 degerlerinin uygun aralik oldugunu belirtmislerdir. Ferchichi vd.
(2005) seyreltilmis yagli PAS’dan H, iiretiminde pH’in etkisini incelemisler ve pH
5-9 araliginda organik madde gideriminin 97% oraninda oldugunu ve
maksimum H, iiretiminin ise pH 6’da oldugunu belirlemislerdir. Biyohidrojen
tiretimi sirasinda pH ayarlamasi reaktor icerisine pH probu daldirilarak
yapilabilecegi gibi besleme akimina alkali ya da asit kimyasallan ilavesiyle de
saglanabilir (Antonopoulou vd., 2008; Cota-Navarro vd., 2011). Bununla birlikte
arastirmacilar pH probu ile donatilmis biyoreaktore kiyasla alkali kimyasal ilaveli
biyoreaktorlerin iirettikleri biyogaz icerisindeki H, oraninin diisiik ve biyogaz
tiretim hizinin oldukga yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

H, Olusum Metabolizmasi

Reaktor icerisinde UYA ve diger yan {riinlerin dagilimi1 ve miktarlar iiretilen H,
miktarini da dogrudan etkilemektedir. Karanlik fermantasyon ile H, iiretimi
sirasinda organik maddenin KOI esdegerinin ancak % 33'ii H,’e cevrilebilmekte
geri kalan kisim ise asetat, biitirat, propiyanat, laktik asit gibi ucucu yag asiti
(UYA) ve alkol formunda ara iiriin olarak sistemi terk etmektedir (Bartacek vd.,
2007). Reaktor icerisinde ara iiriinlerin dagilim ve miktarlar1 H, {iretim verimini
dogrudan etkilemektedir. En yiiksek H, iiretimi ara {iriin olarak sadece asetat

olustugu biyokimyasal stirecle elde edilmektedir.
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Esitlik (1.1) ve (1.2)de goriildiigii gibi 1 mol glikozdan sadece asetat
olustugunda 4 mol H, iiretilirken, sadece biitirat olustugunda ise 2 mol H,

uretilmektedir.

C.H,,0, + 2H,0 — 2CH,COOH+2CO,+4H, (1.1)
C.H,,0, + 2H,0 — CH,CH,CH,cOOH + 2CO, + 2H, (1.2)

Stirekli calisan sistemlerde olusan ara {iirtinler hicbir zaman saf bir bilesenden
olusmayip karistk halde bulunmaktadir. Sistem performansinin optimize
edilmesi amaciyla reaktdrde olusan UYA ve diger bilesenlerin olusumu takip
edilmeli ve H, tiiketimine yol acan propiyonat olusumu engellenmelidir. Karanlik
fermantasyon biyoreaktorii icerisindeki pH kontrol edilerek biyogaz icerisindeki
H, olusumu artirilabildigi gibi reaksiyon yan iiriinleri de istenen alkol ya da UYA

olusumuna yonlendirilebilmektedir (Karadag vd., 2010a).

Castell6 vd. (2011) karisik asit ve alkol iiretiminin oldugu sistemlerde diistiik H,
veriminin oldugunu belirtmislerdir. Yiiksek miktarda propiyonik asit ve diger yag
asitlerinin birikimi H, iireten mikroorganizmalar1 inhibe ederken kiitle
transferini de olumsuz etkilemektedir. Yiiksek oranda H, kismi basinci ise
propiyonik asit birikimine yol a¢cmaktadir (Kim vd., 2005). Propiyonik asit
birikimi H, olusum mekanizmasi ile reaktor stabilitesini olumsuz etkilemektedir.
Ortamda etanol bulunmasi yiiksek asiditeyi engelledigi gibi H, {iretim verimini
artirict etki de yapmaktadir (Guo vd., 2008). Laktik asit {iretiminin fazla olmasi
H, tretimini olumsuz etkilerken bakteriler laktoz kullanimi icin 24 saatten fazla

siireye ihtiya¢c duymaktadirlar (Yang vd., 2007).

Sicaklik

Sicaklik, mikrobiyal biiylime, metabolik mekanizma, enzim aktivitesini etkiledigi
gibi karisik kiiltiirlerden H, {iretim verimi ve mikrobiyal metabolizmay: etkileyen
en Onemli parametrelerden bir tanesidir. Anaerobik mikroorganizmalar
cogunlukla mezofilik (30-35 °C) veya termofilik (55 °C) sicakliklarda faaliyet
gostermektedirler. Azbar vd. (2009) PAS’dan H, {retimine mezofilik ve
termofilik sicakliginin etkisini incelemislerdir. Toplam biyogaz iiretimi ve H,

verimi 36 °C’de daha fazla olmasinin sebebi 55 °C’de organik maddelerin daha
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fazlasinin UYA olusumuna yénlendirilmesidir. Ayrica Kargi vd. (2012) diisiik KOI
degerinde PAS’dan H, iiretiminin termofilik sartlarda daha fazla gerceklestigini
belirtmislerdir.

H, iireten bakteriler cogunlukla mezofilik ve termofilik sartlarda gerceklesirken
baz1 bakteriler diistik sicaklik degerlerinde yasayabilmektedirler. Debowski vd.
(2014) 20 °C'de PAS’dan H, iiretiminin miimkiin oldugunu fakat kiicik H,
tiretim veriminin biiylik Olgekli sistemler icin biiyiik bir engel oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica diisiik sicakliklarda anaerobik mikroorganizmalarin
biiyiime hizlarinda oldukca diisiik degerlerde olmasi dezavantaj olusturmaktadir.
Fakat son yillarda yapilan calismalarda anaerobik mikroorganizmalarin basarili
aklimasyonu sonrasinda ortam sicakliginda isletilen farkli biyoreaktor
sistemlerinde umut verici organik madde giderimi ve CH, iiretimi sonuclar1 elde

edilmistir.

Substrat igcerigi ve miktar:

Bircok endiistriyel atiksu icerdigi yiiksek biyobozunur organik madde nedeniyle
karanlik fermantasyon ile yiiksek H, iiretim potansiyeline sahiptir. Karbonhidrat,
protein ve yag bakimindan zengin olan siit, zeytinyagi, bira vb. gida endiistrisi
atiksular1 diger endiistriyel atiksulardan daha yiiksek biyobozunur organik
madde icerigine sahiptir (Kapdan vd., 2006). Kullanilan substrat icerigi ve
biyoreaktorde faaliyet gosteren mikroorganizma tiirlerine bagli olarak biyogaz
bilesiminde baslica H, ve CO, ile birlikte CO, CH,, H,S vb. bulunabilmektedir.
Bugiline kadar siit endiistrine dair karanlik fermantasyon ile H, iiretim
calismalar gercek atiksu kullanilarak yapildigi gibi sentetik atiksu, siit tozu ve
steril PAS kullanilarak da gerceklestirilmistir. Calisma sonuclar1 karbonhidratca
zengin besinlerden H, liretiminin daha verimli oldugunu ve karbonhidrat miktar1
ile H, tiretimi arasinda dogrudan bir iliski oldugunu gostermektedir (Chen vd.,

2006).
Azot

Azot mikrobiyal hiicre icerisinde protein, niikleik asitler ve enzimlerin sentezinde
kullanilirken o6zellikle PAS arntiminda kisitlayicr faktor olarak 6n plana

cikmaktadir. Bu yiizden arastirmacilar H, tiretim sistemlerinin verimini artirmak
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icin cok cesitli azot tiirevi kullanarak calismalar yapmislardir. Stamatelatou vd.
(2011), maya ekstraktinin mezofilik H, iiretimini 2,2 kat artirdigini
belirlemislerdir. Amonyak ilavesi de H, tiretimine olumlu katki yaparken bazi
durumlarda inhibisyona yol acabilmektedir (Romao vd., 2014). Siit endiistrisi
atiksuyu hayvan ciftliklerinde olusan giibre vb. atik ve atiksuyu ile karistirilarak
gerekli azot ve diger besin maddesi dengesi saglanabildigi gibi alkalinite ihtiyaci
da karsilanmis olur. Basgka atik veya atiksu ile yapilan birlikte aritim sirasinda siit
endiistrisi atiksu miktarinin degisimiyle birlikte metabolik mekanizma ve H,
tiretim miktar1 da degismektedir. Azbar vd. (2009), 36 °C PAS’dan H, iiretimini
artirmak icin atiksu bilesimini optimize etmislerdir. H, verimi, H, {iretim hiz1 ve
metabolik mekanizmadaki degisikliklerin C/N oranina gore degistigini ve

optimum oranin 27,5 oldugu belirlemislerdir.

Demir

H, liretim enzimleri olan ferrodoksin ve hidrojenazin yapisinda demir temel
bilesendir. Ayrica kobalt, nikel, kalsiyum, magnezyum, sodyum ve ¢inko ilavesi
de H, iretimine olumlu katki yapmaktadir. PAS’dan H, iiretimi icin demir
konsantrasyonu 50-150 mg/l optimum aralik deger iken Romao vd. (2014) ise
27-30 °Cde H, iretimi icin 600 mg FeSO,/L ilavesi yapilmasi gerektigini
belirtmiglerdir. Diislik sicakliklarda ise H, iiretimini artirmak icin daha fazla
demir ilavesine gerek vardir H, (Zhang vd., 2006). Farkli atiksular i¢in degisik
optimum demir degerleri rapor edilmesinin sebebi atiksu bilesimindeki ve

mikrobiyal cesitlilikteki farkliliktan kaynaklanmaktadir.
Mikroorganizma Kiiltiirii

Karanlik fermantasyon ile H, iiretiminde saf ya da karisitk bakteri kiiltiiri
kullanilabilmektedir. Farkli biyolojik bozunma hizina sahip organik madde ve
cesitli inhibitér iceren atiklardan H, {retiminde karisik kiltiir bakteri
kullanimiyla daha yiiksek iiretim performansi ve daha iyi proses stabilizasyonu
elde edilebilmektedir. Karisik kiiltiirlii karanlik fermantasyon biyoreaktor
sistemlerinde H, iireten bakterilerle ayn1 substrata ilgisi olan ve H, tiiketen diger
bakterilerde gelisebilmektedir. Yiiksek H, tiretim hizina ulasabilmek icin H,

lireten bakteriler haricindeki mikroorganizmalarin inaktif hale getirilmesi
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gerekmektedir. Bu yontemlerle endospor olusturamayan H, tiiketen bakterilerin
faaliyetleri durdurulmus ve olumsuz kosullara dayamikli Clostridium ve
Thermoanaerobacterium gibi H, iireten bakteriler zenginlestirilmis olur (Karadag

vd., 2009).

Clostridium tiirleri mezofilik biyohidrojen sistemlerinde baskin tiir iken
Thermoanebacteria tiirleri termofilik sicakliklarda yasamlarina devam
edebilmekte ve olumsuz cevresel kosullara kolayca adapte olabilmektedirler
(Fernandez vd., 2014). Her iki tlriin farkli substratlardan etkili H, {iretimi
sagladig1 rapor edilmistir (Karadag vd., 2010b). Diger yonden Anaerotruncus,
Megasphaera ve Pectinatus tirleride H, liretme yenegine sahiptirler. Castell6 vd.
(2009), disiik H, veriminin ortamda Megasphaera ve Pectinatus gibi propiyonik
lireten asitlerin varligiyla ilgisi oldugunu belirtmislerdir. Ayrica Prevotella,
Olsenella, Bulleidia, Mitsoukella ve Selenomonas bakterileri de substrat
tiiketmekte fakat H, iiretmemektedirler. Bazi arastirmacilar Prevotella ve
Sporolactobacillus varliginda olusan bakteriyosinlerin H, {iretimini inhibe edici
ozelligi oldugunu belirtmislerdir. Laktik asit bakterisinin H, iiretimi {izerine
etkileri icin ise farkli bulgular elde edilmistir. Mu vd. (2007), Lactobacillus
tirtiniin PAS’dan H, iiretimini gerceklestirdigini belirtirken Castellé vd. (2011)
ise Lactobacillus varliginda H, olmadigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde
Karadag vd. (2009) hem mezofilik hem de termofilik sicakliklarda Zactobacillus

varliginda diisiik H, veriminin oldugunu rapor etmislerdir.

Biyohidrojen reaktor sistemlerinin performansinda mikrobiyal cesitlilik ve baskin
bakteri tiirli 6nemli etkiye sahiptir. Baskin mikrobiyal tiir metabolik {riinlerle
beraber H, iiretiminde etkindir. H, {iretim calismalar1 genellikle baska
kaynaklardan temin edilen mikroorganizmalar kullanilarak gerceklesirken bazi
arastirmacilar siit endiistrisinin kendi igerisinde bulunan bakterileri kullanarak
gerceklestirmislerdir. Arastirmacilar siit atiksularinin c¢ok farkli bakteri tiirii
barindirdigini ve H, {iretimi sirasinda hizlica ¢cogalarak 6nemli oranda H, {iretimi
olusturdugunu belirlemislerdir (Perna vd., 2013). Disardan bakteri kaynagi
kullanilmadan yapilan calisma ile ekstra enerji ihtiyacti olmadig1 gibi
biyohidrojen tiretiminin maliyetini de diistirmektedir. Kesikli sistem biyohidrojen

calismalarinda saf H, kiltiirii yaygin olmasina ragmen karisik kiiltiir kullanimi
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daha pratik, diisiik maliyetli ve biiyiik 6lcekli uygulamalar i¢cin daha uygundur.
Fakat biyohidrojen sistemlerinde karisik kiiltiir ile calisirken kiiltiir secimi ve

farkli mikrobiyal tiir gelisimi 6nemlidir.

Castellé vd. (2009), biyohidrojen iiretimini asit biyoreaktoriinden ve kompost
tesisinden elde ettikleri kiiltiir ile yapmislardir. Deneysel sonuclar komposttan
elde edilen kiltiiriin H, iireten bakterilerce daha zengin oldugunu ve daha fazla
verim sagladigini gostermistir. Bununla birlikte karisik kiiltiir icerisinde siilfat
indirgeyen, asetojenik bakteri ve metan iireten bakteriler gibi H, tiiketen
bakteriler de bulunmaktadir (Saady, 2013). Siirdiiriilebilir enerji {iretimi icin
biyoreaktorlerin devreye alinmasinda H, iireten bakterilerin zenginlestirilmesi
onem kazanmaktadir. Karisik kiiltiire on islem uygulanmasiyla H, tiiketen
bakteriler ortamdan uzaklastirilirken metabolik mekanizma daha fazla H,
olusumuna yonlendirilmektedir. On islem sirasinda olumsuz kosullarda
endospor olusturan H, treten bakteriler varligim korurken diger bakteriler

ortamdan uzaklasmaktadir.

On Islemler

H,-tiiketen = bakteriler —c¢ok cesitli yontemlerle reaktor ortamindan
uzaklastirilabilmektedir. Stirekli H, {ireten biyoreaktorde en pratik yontem kisa
siireli HBS'nde calistirilmasi ile yavas biiyliyen metan bakterileri sistemden
kolayca uzaklastirilabilmektedir. Yine de bazi durumlarda biyoreaktor yilizeyine
yapismis durumda olan metan bakterileri optimum sartlar olustugunda kii¢iik
HBS’lerde bile H, tiiketmeye devam etmektedirler. Mohan vd. (2007), pH'in
6.0’a ayarlanmasiyla metan bakterilerinin kolayca elimine edilebilecegini
belirtmislerdir. Ayrica sicaklik soku, asit veya baz kimyasallar1 ile muamele,
havalandirma, dondurma ve c¢oziindiirme yoOntemlerine ek olarak ortama
kloroform, sodyum 2-bromoethanosiilfanat veya 2-bromoethanosiilfonik
kimyasallari ilavesiyle karisik kiiltiirden H,-tiiketen bakteriler
uzaklastirilabilmektedir (Wang vd., 2008).

Lee vd. (2009), ciiriitiici camuruna uyguladiklar1 asitle 6n islem icin HCI, HNO,
ve H,SO, etkisini arastirmislardir. HNO, biyohidrojen tiretimini 6nemli oranda

azaltirken en c¢ok verim HCI uygulamasi ile saglanmistir. HCI isleminin verimi
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diisik pH degerlerinde daha fazla olmus ve pH 2’de 3,2 kat daha fazla H,
tiretimi gerceklesmistir. HCI ile camur icindeki bakteriler inaktif hale gelirken
Clostridium tiirleri varligin1 siirdiirerek H, {retimini gerceklestirmislerdir.
Arastirmacilar metan bakterilerinin ¢ok diisiik pH sartlarinda bile yasamlarini
sirdiirdiigiinii belirtirken biyoreaktér calisma siiresinin artmasiyla biyogaz
icerisindeki metan iceriginin de arttigimi tespit etmislerdir (Carrillo-Reyes vd.,
2012). Arastirmacilar metan bakterilerini inhibe etmek icin granillerin

parcalandiktan sonra 1s1l islemin daha etkili oldugunu belirtmislerdir.

Kolay uygulanmasi ve kimyasal yontemlere kiyasla ucuz ve daha kisa siirede
tamamlanmasi nedeniyle 1s1 islemler H,-tiiketen bakterileri ortamdan
uzaklastirmak icin daha c¢ok tercih edilmektedir. Isil islem cok farkl sicaklikta ve
siirede tekil veya kombine bir sekilde uygulanabilmektedir. Cota-Navarro vd.
(2011), anaerobik graniilii 40 dakika siireyle kaynatirken Kisielewska vd.
(2013), 1 saat siireyle isitmislar, Song vd. (2010) ise camuru 30 dakika
kaynatmislardir. Gadhe vd. (2013) ise anaerobik camuru 90 °C’de 20 dakika
isitirken  Azbar vd. (2009), 85 °Cde 45 dk isitmislardir. Biyohidrojen
sistemlerinde H,-tiiketen bakterileri uzaklastirmak igin 1sil islem tek basina
yeterli olmadigi durumlarda baska on islemleri ile kombine bir sekilde
uygulanmistir. Carrillo-Reyes vd. (2012), farkli 6n islemlerin 1s1l islemle kombine
etkisini incelemislerdir. Oncelikle anaerobik graniilii 45 dakika siireyle
kaynattiktan sonra basin¢ uygulayarak graniilleri parcalamislardir. Carrillo-Reyes
vd. (2014), graniil camurun tekrarh 1s1l isleminin CH, {iretimini engelledigini
fakat YACY reaktor icerinde halen homoasetojen bakterin varligini
sirdiirdiigiinii  belirlemislerdir. Sadece 1si1l isleme kiyasla graniillerin
parcalanmasiyla daha fazla H, iiretimi elde edilirken biyoreaktor icerisinde
graniil olusumu gerceklesmemistir. Mohan vd. (2007), 100 °C’de 2 saat siireyle
151 islem ve pH 3’de 24 saat siireyle asitle On islemi birlikte dort defa
uygulamiglardir. Ayrica Mohan vd. (2008), tekli ve kombine asit islemlerini
incelemislerdir. PAS’dan H, tiretimi icin ortofosforik asitle pH 5’de 24 saatlik
muamele sonrasinda, 2-bromoetan siilfonik asit sodyum tuz cozeltisi (BESA (2-
bromoetan siilfonik asit), 0,2 g/1) ile 24 saatlik kimyasal 6n islem ve 100 °C’de 1

saatlik 1s1l islem verimlerinin karsilastinlmasinda bitiin islemler icin H,
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tiretiminde artis kaydedilmistir. Tekil 6n islemler arasinda kimyasal yontemlerle
18 kat daha fazla H, verimi elde edilirken asitle 6n islem sonrasi sadece 4 kat
daha fazla H, iiretimi saglanmistir. Kombine sistemlerde ise asit ve kimyasal 6n
islemlerin birlikte uygulanmasi ile H, iiretimi 16.1 kat daha fazla gerceklesmistir.
Benzer sekilde Srikanth vd. (2010), 98 °C'de 1 saat stireyle 1s1l islem, BESA ile 24
saatlik kimyasal islem ve pH 3’de 24 saatlik asitle 6n islemlerin birlestirilmesiyle
siit atiksuyundan ytiiksek H, iiretimi ve diisiik substrat giderimi elde etmislerdir.
Buna karsilik 24 saatlik havalandirma ile O, soku en diisiik verimi saglamistir.
Bununla birlikte 1s1l islem ve asitle muamele mikrobiyal popiilasyonu azaltirken
substrat gideriminin diisiik olmasina yol acmistir (Srikanth vd., 2010). Siit
endiistrisi atiksular1 laktik asit bakterileri agisindan zengindir ve H, iireten
sistemlerinde varliklarin1 muhafaza ederek biyoreaktor performansini olumsuz
etkilemektedirler. Laktik asit bakterilerini elimine etmek icin 105 °C’de 15

dakikalik 1s1l islem tavsiye edilmektedir.

1.1.3 Alglerden Biyohidrojen Uretimi

Yesil alg tiirlerinden biyohidrojen tretimi 1942 yilinda baslamis olup, belirli
metabolik ve fizyolojik kosullar altinda hidrojen {iretebilecekleri farkh
arastirmacilar tarafindan kanitlanmistir (Anandraj vd., 2019; Gaffron vd., 1942).
Yapilan calismalarda mikroalgler tarafindan hidrojen iiretimindeki en onemli
kisitlamanin, O, varliginda hidrojenaz enziminin aktivitesinin inhibisyonu
oldugu vurgulanmistir (Chochois vd., 2010). Oksijenin etkisini 6nlemek icin
oksijene daha az hassas organizmalarin tanimlanmasi, hidrojen ve oksijen
dongiilerinin ayrilmasi, ve fotosentezin (oksijen iiretimi) solunuma (oksijen
tliiketimi) oraninin degistirilmesi calismalar1 baslamistir. Bu sebeple gliniimiizde
hidrojen {retiminde Chlamydomonas reinhardtii (C. reinhardtii) tiri
kullanilmaya baslanmistir (Melis vd., 2000). Bu tiirle yapilan calismalarda
ortamin silfiirden arindirilmasi ile fotosistem II (PSII)’nin kismen ve geri

doniistiiriilebilir inhibisyonu saglanmistir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1 Chlamydomonas reinhardtii ile fotobiyolojik hidrojen tiretimi (Melis
vd., 2000)

Bu durum, fotosistem II (PSII) icin foto-koruyucu fonksiyona sahip olan D
proteinlerinde meydana gelen geri doniisiimlii hasar nedeniyle O,nin gelisimini
sinirlamaktadir. Ciinki stilfatin yoklugunda, D proteinlerinin onarimi bozulur ve
PSII'nin etkinligi progresif olarak azalir (Anandraj vd., 2019; Jorquera vd.,
2008). Bu durumun solumum hiz1 {izerine bir etkisi olmayip sadece anaerobik
bir ortam olusturmaktadir. Ozet olarak yesil algler fotosentezdeki giines 151§1n1n
enerjisini, fotosistem II'min (PSII) oksitleyici tarafindaki su molekiillerinden
elektronlar1 cikarmak icin kullanabilirler. Bu elektronlarin potansiyel enerjisi,
once PSII'de ve ardindan fotosistem I'de (PSI), sirali 1sikla tahrik edilen
reaksiyonlarda artar. BoOylece, suyun oksidasyonu ile acgiga c¢ikan elektronlar
PSI'nin indirgeyici tarafindaki Fe-S protein ferredoksinine tasinir. Yesil algin
kloroplastinin  stromasinda yer alan "geri donistiiriilebilir hidrojenaz"
indirgenmis ferrodoksinden gelen elektronlar1 kabul eder ve bunlar1 bir H,
molekiilii olusturmak icin 2H™ 'a verir (Melis vd., 2000). Bu sayede alglerden H,
tiretilmis olur (Esitlik (1.3)).

Hidrojenaz

2H* + 2Fd- —2" 5 1, + 2Fd (1.3)

18



1.1.4 Entegre Hidrojen Uretim Prosesleri

Bilindigi iizere asidojenik fermantasyon neticesinde asit (UYA) acisindan zengin
bir proses atig1 olusmaktadir ve bu asitce zengin fraksiyonunun kullanilmasi
ancak iki asamali enerji iireten (hibrit) proseslerin birbirine entegre edilmesiyle
miimkiin olmaktadir. Bu baglamda kullanilan olas1 proses entegrasyonlar1 Sekil
1.2‘de gosterilmektedir. Literatiirde yapilan ¢alismalarda 6rnegin metan tiretimi,
ilave H, iiretimi i¢in asitojenik fermantasyon, ilave H, iiretimi icin fotobiyolojik
prosesler, ilave H, {iretimi i¢cin mikrobiyal elektroliz, biyoplastik iiretimi, alg
liretimi ve mikrobiyal yakit hiicreleri ile biyoelektrik iiretimi gibi ikincil prosesler
birincil karanlik fermantasyon ve H, iiretim prosesi ile entegre edilmistir (Tablo
1.4 ve Sekil 1.2). Baska proseslerle entegrasyon yaklasimi, mevcut prosese
ekstra bir iiriin geri kazanimi sunmasi ve atiksu yiikiiniin azaltilmasini
kolaylastirmasi sebebiyle tiim siireci ekonomik ve cevresel acidan uygulanabilir

kilmaktadir.

19



Tablo 1.4 Fermantatif H, tiretimi ile entegre edilen farkli proseslerin detaylar1

Substrat Ik Kademe Ikinci Kademe Kaynaklar
Sorgum ekstrakti Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) Metan (Antonopoulou vd., 2012)
Melas Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) Hidrojen (Foto-fermantasyon) (Han vd., 2012; Ozgiir vd., 2010)
Alg (Laminaria japonica) Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) Metan (Jung vd., 2012)
Misir sap1 atigi Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) Metan (Cheng vd., 2012)

Meyve suyu endiistrisi

Hidrojen (Karanlik Fermantasyon)

Elektrik (Elektrofermantasyon)

(Gonzalez del Campo vd., 2012)

atiksuyu
Misir sap1 Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) ve Metan (Cheng vd., 2012)
Organik atik Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) Metan (Kim vd., 2012)

H, ve CH, iiretim reaktorii
asitce zengin atiksu

Hidrojen (Karanlik Fermantasyon)

Hidrojen (Foto-fermantasyon)

(Srikanth vd., 2009)

Sentetik Atiksu

Hidrojen (Karanlik Fermantasyon)

Biyoelektrik (Elektrofermantasyon)

(Mohanakrishna vd., 2010)

Seker kamisi kiispesi

Hidrojen (Karanlik Fermantasyon)

Hidrojen (Foto-fermantasyon)

(Wuvd., 2010)

Saman Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) Metan (Kaparaju vd., 2009)
Zeytin karasuyu Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) Biyopolimer (Ntaikou vd., 2009)
Organik atik Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) Biyoplastik (Venkateswar Reddy vd., 2014)
Organik atik Biyoelektrik (Mikrobiyal yakit hiicresi) Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) (Chandrasekhar vd., 2015)
Meyve suyu endiistrisi Hidrojen (Karanlik Fermantasyon) Biyoelektrik (Mikrobiyal yakit hiicresi) (Gonzalez del Campo vd., 2012)
atiksuyu

Siit endistrisi atiksuyu

Hidrojen (Karanlik Fermantasyon)

Mikroalg yetistirme

(Chiranjeevi vd., 2017)
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Heniiz mikroalglerden dogrudan veya dolayli biyofotoliz prosesleriyle
biyohidrojen {iretiminde ticari anlamda siirdiiriilebilir bir hidrojen tiretimi
gerceklestirilecek biiylik Olcekli bir calisma yapilmamistir. Bunun nedeni
¢ozililmesi beklenen bazi teknik problemler olabilir ya da diisiik H, verimi,
hidrojenazlarin O, hassasiyeti, fotobiyoreaktorlerin yiiksek maliyeti veya

molekiiler ve genetik calismalardaki teknolojik cikmazlar olabilir.

Ornegin karanhik fermantasyonda Escherichia coli (E.coli) SR13 ile hidrojen
iiretim oram1 300 LH,/L/sa civarinda iken dogrudan biyofotolizde
Chlamydomonas reinhardtii ile hidrojen {iretim oram1 0.012 LH,/L/sa
civarindadir (Laurinavichene vd., 2006; Yoshida vd., 2005). Hidrojen {iretim
veriminin arttirilmasi ve ticari anlamla bir {iriin elde edilebilmesi acisindan algler
ile dolayli biyofotoliz prosesini fermentatif bakteri kullanan karanlk
fermantasyon prosesi ile entegre etmek iki prosesin dezavantajlarini ortadan
kaldiracagi ve toplamda iiretilen hidrojenin veriminin arttirilacagi arastirmacilar

tarafindan diisiiniilmektedir.

Asidojenik
H,
fermantasyon
H,
Fotofermantasyon H,
Asidojenik Usucuyag
— asidince zengin
atiksu Mikroalg Lo
P Biyodizel
yetistirme
H, - . .
Anoksik isletme Biyoplastik
Fotofermamfasyon Metanojenesis CH,
Prosesi
Mikrobiyal yakit Biyoelektrik

hiicresi

Mikrobiyal

elektroliz hiicresi H,

Sekil 1.2 Verimli H, iiretimi icin miimkiin olan cesitli entegrasyon yollarinin
sematik gosterimi

Onerilen bu entegre sistemler icerisine CO, ile H,nin ayrilacag bir gaz ayrim
sisteminin yapilmasi ile ayrilan CO, alglerin biiytimesi icin gerekli olan karbon

kaynag1 olarak da kullanilabilir. Bu strateji sadece biyofotoliz ile karanlik
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fermantasyon arasinda simbiyotik bir iligki saglamakla kalmayip, enerji dontisiim
verimini arttirmakta ve entegre sistemde CO,nin faydali kullanimini

saglamaktadir.

1.1.5 Biyohidrojen Uretiminde Kullanilan Reaktor Tipleri

Stirekli biyohidrojen iiretim sistemleri H, {ireten mikroorganizmalarin reaktor
icerisinde bulundugu duruma gore askida, graniil yada biyofilm reaktorleri
olarak smiflandirilabilir. Biyohidrojen {retim c¢alismalar1 CH, {reten
biyoreaktdrler kullamlarak gerceklestirilebilmektedir. Iki biyoenerji iiretim
sistemi arasindaki temel fark sadece mikroorganizmalarin uygun calisma
kosullarinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Anaerobik biyoreaktorlerin isletilmesinde en Onemli noktalardan bir tanesi
devreye alma asamasidir. Arastirmacilar H,-lireten biyoreaktorlerin devreye
alinmasi ve mikrobiyal organizmalarin gelisimini saglamak icin farkli stratejiler
uygulamislardir. Biyoreaktorler genellikle farkli siirelerde kesikli sistemde
calistirilarak mikroorganizmalarin substrat ve cevresel kosullara aklimasyonu
saglanilmaktadir. Ornegin, Navarro vd. (2011), tam karigimli reaktorii 12 saat
kesikli sistemde calistirirken, Ferreira Rosa vd. (2014), akiskan yatak reaktorii
76 saat stireyle ve Fernandez vd. (2014), ise anaerobik filtreyi 2 giin siireyle
kesikli sistemde calistirmislardir. Daha sonra biyoreaktorler siirekli modda
calistirilarak ve cevresel sartlar optimize edilerek reaktor performansi maksimize
edilmektedir.

Tam Karisimli Tank Reaktor

Bugiline kadar yapilan karanlik fermantasyon ile H, iiretim calismalarinin
¢ogunlugu tam karisimli tank reaktorlerde (TKTR) gerceklestirilmistir. TKTRde
mikroroganizmalar askida cogalmaktadirlar. Fakat tam karisimli sistemlerde
HBS’nin mikroorganizma alikoyma siiresine esit olmasi sebebiyle cikis akimi ile
birlikte mikroorganizma kacisi olmakta ve biyoreaktor icerindeki aktif H, {ireten

bakteri miktar1 diisiik kalmaktadir.

Arastirmacilar TKTR’iin 6 saatten daha fazla HBS’de calistirilmaya baslanmasini
ve bekletme siiresinin her yarim saat sonrasi kademeli olarak azaltildiginda

mikroorganizma kacgisinin azaldigini ve mikrobiyal topluluk gelisiminin miimkiin
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oldugunu belirtmislerdir (Cota-Navarro vd., 2011). Azbar vd. (2009), kisa
HBS’nin termofilik sicaklikta (55 °C) H, tiretimini gelistirdigini fakat biyogazdaki
H, iceriginin HBS'den etkilenmedigini belirtmislerdir. Diger yandan, organik
ylikleme hizi1 (OYH) H,-iiretim hizinda 6nemli bir degisiklik yapmazken OYH, 47
kg KOI/m®.giin’den 21 kg KOI/m®.giin’e diisiiriildiigiinde biyogaz icerisindeki H,
oran1 % 37’den %55’ yiikselmistir. KOI giderme verimi farkli giris KOI ve HBS
degerlerinde % 45’ler seviyesinde degisirken laktik ve formik asit ortamda en ¢ok

bulunan metabolik iirtinlerdir.
Yukari Akisli Anaerobik Yatakli Reaktor

Yukar akish camur yatakli reaktor (YACY) gida atiklarinin anaerobik aritiminda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ciinkii diger reaktorlere kiyasla substrat ve
mikroorganizmalar arasinda daha iyi temas sagladig1 gibi yiiksek OYH’da stabil
aritma performansi saglamaktadirlar (Chowdhury vd., 2010). Biyokiitle basina
yiiksek OYH ve kisa HBS ile YACY'de yiiksek H, iiretimi gerceklestirilirken
reaktor icerisinde olusan graniiller basarili aritmada onemli paya sahiptirler.
Siirekli H,-liretim sistemlerinde graniil camurlar biyofilm sistemlere kiyasla daha
fazla mikroorganizma icermektedir. Bununla birlikte H,-lireten graniil olusumu

icin YACY reaktorleri daha uzun stirede devreye alinmaktadir.

Akiskan Yatakli Reaktor

Sahip oldugu yogun mikroorganizma konsantrasyonu ve yiiksek organik madde
giderme verimi nedeniyle anaerobik atiksu aritim calismalarinda akigkan yatakl
reaktorlerin kullanimi hizla yayginlasmaktadir. Yiiksek hizli su girisiyle veya
biyogaz geri devriyle akigkan hale getirilen yatak malzemesiyle saglanan genis
ylizey alaninda gelisen biyofilm halindeki mikrorganizmalar kullanilarak organik
maddelerin stabilizasyonu gerceklestirilmektedir. Akiskan yatakli reaktorlerin en
onemli avantajlar1 disiik HBS ve yiiksek OYH’da biyokiitle kaybi1 olmadan
isletilebilmesi, kiitle transfer direncinin diisiik olmasi ve yatak malzemesinde

tikanma probleminin olmamasidir.
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1.1.6 Hidrojenin PEM (Polimer Elektrolit Membran) Tipi Yakit Hiicrelerinde

Elektrik Enerjisine Doniistiiriilmesi

Hibrit sistemde iiretilen H, nin sisteme entegre edilen PEM tipi yakit hiicresinde
elektrige doniistiiriilmesi siirdiirtilebilir yonetim acisindan olduk¢a onemlidir.
Yakit hiicrelerinin en biiyilk avantaji, enerji doniisiimiiniin teorik veriminin,
1styla elektrik iireten sistemlere nazaran yaklasik iki kat daha fazla olmasidir.
Atiksulardan {tretilen H,'nin yakit hiicrelerinde yakit olarak kullanilmasi da CO,
emisyonununu azaltan bir unsur olarak goriilmektedir. Ayrica PEM yakit
hiicrelerinin diger yakit hiicrelerine gore; diisiik sicakliklarda yiiksek giic
yogunluguna sahip olmasi, sistemin hizli baslayabilmesi ve enerji talebine aninda
cevap verebilmesi gibi avantajlar1 vardir. Bu sebeplerden dolayr PEM tip yakit
hiicreleri otomotiv ve konut uygulamalari icin en uygun yakit hiicresi olarak
diisiiniilmektedir. PEM yakit hiicrelerinin ulasim alaninda uygulanmasina
yonelik arastirma gelistirme calismalari {izerine pek cok caba sarf edilmis ve ileri
diizeyde calismalar basariyla gerceklestirilmistir. Bu boliimde PEM tipi yakit
hiicrelerinin bilesenlerinin genel ozellikleri ve calisma prensiplerinden
bahsedilmistir.

Yakit hiicreleri hidrojende bulunan kimyasal enerjiyi elektrik enerjisine ¢eviren
bir teknolojidir. Proses sonunda atik olarak sadece su buhar1 ve 1s1
olusturmaktadir. Sistem basit bir pil gibi diistiniilebilir. Pil ile yakit hiicresi
arasindaki ayrim ise, pili siirekli sarj etmek gerekir fakat yakit hiicrelerinde sarj

ihtiyaci yoktur.

Yakit hiicresinin en 6nemli kisimlar1 genellikle proton degistirici membranlardir.
Membranin her iki tarafinda anot ve katot elektrotlar1 bulunur. Elektrotlar,
beslenen yakitin elektrot-membran yiizeyine ulasmasi ve olusan suyun hiicre
disina atilmasini saglayacak sekilde gozenekli yapida olmalidir. Elektrotlar, gaz
difiizyon tabakasi (GDT) ve bu tabakanin iizerine kaplanmis katalizorlerden
olusur. Katalizor olarak cogunlukla platin veya platin alasimlar
kullanilmaktadir. Fakat platin katalizorler o©nemli derecede maliyeti

arttirmaktadar.
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Yakit hiicresinin anot ve katot kisminda iki farkli reaksiyon meydana
gelmektedir. Bunlar; anot bolgesinde beslenen ve yakit olarak kullanilan
hidrojenin yiikseltgenme reaksiyonu, katot kisminda ise oksijenin veya havanin

indirgenme reaksiyonudur (ORR).
Anot reaksiyonu; H, —» 2H" + 2¢e (1.4)

Katot reaksiyonu: 1/20, + 2H" + 2e'— H,0 (1.5)

PEM tipi yakit hiicresinin genel reaksiyonu anot ve katot reaksiyonlarinin

toplamindan olusmaktadir;

Net reaksiyon: H, + 1/20, — H,0 (1.6)
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1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinda; organik icerigi yiiksek kuvvetli endiistriyel atiksularin

arittimini  saglayacak alternatif enerji kullanan, isletme maliyeti disiik

siirdiirtilebilir bir entegre aritma sistemi gelistirilmistir. Atiksuyun katma degeri

olan bir iiriine dontistiiriilmesi ve biyohidrojen iiretiminin gerceklestirilecegi bu

calismanin 6n plana cikan temel amaclari;

Kuvvetli organik icerige sahip siit endiistrisi atiksularindan biyolojik
yontemler ile biyohidrojen iiretimi,

Biyohidrojen iiretimine etki eden faktorlerin belirlenmesi ve verimi arttiracak
calismalarin yapilmasi,

Karanlik fermantasyon ve fotobiyoliz prosesinin birlikte kullanilmasi ile
hidrojen iiretim veriminin arttirilmasi,

Karanlik fermantasyon neticesinde iiretilen H,/CO, karisimi biyogazdan, gaz
saflagtirma teknolojileri ile biyogazdan CO,'nin giderilmesi ve biyohidrojenin
saflastirilmasi,

Karanlikk fermantasyon neticesi aciga c¢ikan hidrojenin PEM tipi yakit
hiicresinde elektrik enerjisine doniistliriilmesi ve bu sayede sifir karbon
emisyonlu temiz enerji liretiminin gerceklestirilmesi ve

Atiksuyun desarj standartlarina ulasabilecek sekilde enerji verimliligi yiiksek

bir sistemde aritimi seklinde siralanabilir.
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1.3 Hipotez

Avrupa Birligi, enerji tiiketiminin en az %20’sini yenilenebilir enerjiden
karsilanmasi hedefini 6nermektedir. Bununla ilgili olarak 2020 yil1 itibariyle iiye
tilkelerdeki arac yakit1 tiilketiminin en az %10’unun yenilenebilir kaynaklardan
(6ncelikle biyoyakit) karsilanmasi gerektigini sart koymustur. Iklim degisikligi ve
hava kalitesinin iyilestirilmesi icin alinan onlemler, yenilenebilir enerji
kaynaklarinin 1s1 ve elektrik enerjisi iretimine ve yakit olarak kullanimina olan
ihtiyaci arttirmaktadir. Bu kapsamda enerji giivenligini arttirmaya yonelik
mevcut uygulama ve politikalar, biyoyakit kullanimiyla iklim degisikligini
azaltmak, kirsal gelisimi ve tarimi desteklemeye yoneliktir. Fosil yakitlarin
alternatifi olarak siirekli gelisim gosteren 6nemli yakit tiirli olarak One c¢ikan
hidrojen bugiin diinyada en cevreci ve temiz yakit olarak bilinmektedir. Son
zamanlarda dikkat ceken uygulamalar ise fosil yakitlar yerine temel enerji
kaynaklan ile biyokiitlelerden hidrojen yakiti iiretilmesini ongérmektedir. Bu
sebeple yenilenebilir biyokiitleden hidrojen {iiretimi ve {iretilen hidrojenin
degerlendirilmesi, diger teknoloji ve kaynaklara temiz ve cevreci bir teknoloji

olma potansiyeline sahiptir.
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2

Materyal ve Metot

2.1. Atiksu Karakterizasyonu

Biyohidrojen tiretim caligmalarinda kullanilmak iizere siit endiistrisi atiksuyu
Istanbul’da yer alan bir siit fabrikasindan temin edilmis olup karakterizasyonu

Tablo 2.1’de verilmistir.

Tablo 2.1 Siit enddistrisi atiksuyu karakterizasyonu

Parametre Birim Ortalama deger
BOI mg/L 3800

KOI mg/L 7000

AKM mg/L 770

pH - 5,5

TN mg/L 340

Alkalinite mgCaCOy/L 820

Atiksu birer haftalik arayla, bir ay boyunca temin edilmis ve stabil bir
kompozisyon elde etmek icin karistirilarak buzdolabinda +4 °C’de muhafaza
edilmistir. Calismalarin bazi boéliimlerinde siit endiistrisini karakterize edecek
sentetik atiksu kullanilmistir. Hazirlanan sentetik atiksu 2,35-7 g/L glikoz, 0,5
g/L NH,Cl, 0,25 g/L KH,PO,, 0,25 g/L K,HPO,, 0,3 g/L MgCl,, 25 mg/L CoCl,,
11,5 mg/L ZnCl,, 10,5 mg/L CuCl,, 5 mg/L CaCl,, 15 mg/L MnCl,, 16 mg/L
NiSO,, 50 mg/L FeCl, ve 0,2 g/L BES (2-bromoethanesulphonate) kullanilarak
hazirlanmistir (Mohanakrishna vd., 2010).
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2.2 Uygun Mikrobiyal Tiirlerin Belirlenmesi ve Biiyiime

Ortamlarinin Optimize Edilmesi

Bu kapsamda  atitksuda bulunan besi  maddelerini  kullanabilen
fermantatif/asidojenik bakteriler ve literatlirde en yiiksek H, {iretim verimine

sahip C. reinhardtii tiirtinlin ¢cogalma ortamlarinin optimizasyonu yapilmstir.

2.2.1 Asidojenik Bakterilerin Se¢imi ve Zenginlestirilmesi

Karanlik fermantasyonda kullanilmak iizere bir gida endiistrisi anaerobik aritma
tesisinden graniiler camur temin edilmistir. Anaerobik aritma tesisinden elde
edilen graniill camurda metanojenlerin inhibe edilmesi ve hidrojen iireten
asidojenik bakterilerin secilmesi i¢in bir dizi 6n islem uygulanmistir. Literatiir
arastirmalariyla belirlenen sekiz asi 6n islem metodu secilmis ve uygulanma
yontemleri Tablo 2.2'de gosterilmistir (Bundhoo vd., 2015; Kannaiah Goud vd.,
2014; Wang vd., 2017).

Tablo 2.2 As1 camuruna uygulanan 6n islem metodlar1 ve prosediirleri

On Islem Metodu Prosediir

pH 3-4’te 24 sa bekletme

Asit ile 6n islem (acid shock)
(%40 Ort-P Asit ile 25 °C sicaklikla)

pH 10-11’de 24 sa bekletme

Baz ile 6n islem (base shock)
(1IN NaOH ile 25 °C sicaklikla)

Otoklav (autoclave) 121 °C’de 20 dk

-20°C/25°C’de her biri icin 6 sa olmak {izere 2
Donma-Cozme (freze-thaw)
dongii

Ultrasonik 6n islem
20 kHz frekans, 140W, 20 dk (25 °C’de)

(ultrasonication)

Kimyasal 6n islem (BESA) 10mM BESA 25 °C’de 24 sa bekletme
Kloroform (chloroform) %1 v/v CHCI; 25 °C’de 24 sa
Kaynatma (heat shock) 100 °C, 2 saat
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Ultrasonik 6n islem icin laboratuvar tipi Bandelin Sonopuls HD2200 (Germany)
sonikatorti kullanilmistir. Laboratuvar calismalart 100 ml'lik serum siselerinde
(aktif hacim 70 mL) ve 35 °C sicaklikta calkalamali inkiibatorde, seyreltilmis siit

endiistrisi atiksuyu (KOI: 1500 mg/L) ile gerceklestirilmistir.

Kullanilan as1 camurunun karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmis ve ucucu askida
kat1 madde orani 0,113 gUAKM/gcamur olarak belirlenmistir. Kurulan setlerde
F/M oraninda literatiir calismalar1 dikkate alinmistir. Ornegin Rittmann ve
McCarthy (2001)’de karnsik kiiltiirtin (C, H,,0,,N) molekiiler agirhigini1 129 g ve
KOI/agirlik orani 1,26 vermistir. Buradan hareketle gUAKM/gcamur orani 0,89
(1-0,113) ve gKOI/gUAKM orani 1,12 (1,26x0,89) hesaplanmustir. Bu nedenle
F/M oran1 yaklasik olarak 1 gKOI/gUAKM olarak secilmistir. Siselere 50 ml
atiksu 10 ml niitrient ¢dzeltisi ve 1 gKOI/gUAKM olacak sekilde 6n isleme maruz
birakilmis ast ¢amuru eklenmistir. Anaerobik sartlarin olusmasi icin azot
gazindan gecirilen siseler kapatilarak 35°C sicaklikta inkiibatore yerlestirilmistir.
Olusan biyogaz hacimleri giin icerisinde 2 kez o6lciilerek, gaz kompozisyonu gaz

kromatografisinde analiz edilmistir.

2.2.2 Mikroalglerin Temini, Zenginlestirilmesi ve Biyohidrojen Uretim

Caligmalar

Hidrojen iiretim calismalarinda kullanilmak tizere, CC-125- C. reinhardtii tiirii
ise; Chlamydomonas Resource Center, University of Minnesota’dan temin

edilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 Chlamydomonas Resource Center’dan temin edilen CC-125- C.
reinhardtii tiirii ve kiiltiir ortamlari

Temin edilen CC-125- C. reinhardtii tiri TAP (Tris-Acetate-Phosphate)
ortaminda aerobik sartlarda cogaltilmistir. TAP besiyeri icerigi ve hazirlanisi

Tablo 2.3‘te verilmistir.
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Tablo 2.3 TAP besiyeri icerigi

Tuz Cozeltisi ( 5 ml/L)

NH,Cl 100 g
CaCl,.2H,0 2g Tiim ¢ozeltiler 1 L icerisine hazirlanir
MgS0,.7H,0 4g

Fosfat Cozeltisi (5 ml/L)
K,HPO, 288 g | Tiim c¢ozeltiler 1 L icerisine hazirlanir
KH,PO, 144 g

Asetat Cozeltisi (5 ml/L)
CH,COONa.3H,0 300 g | Tiim cozeltiler 1 L icerisine hazirlanir

Iz Element Cozeltisi (1 ml/L)
EDTA disodium salt | 50 g/250 mL

ZnS0,.7H,0 20 g/100 mL
H,BO, 11,4 /200 mL
MnCl,.4H,0 5,06 g/50 mL
CoCl,.6H,0 1,61 g/50 mL
CuS0,.5H,0 1,57 g/50 mL
(NH,)6Mo,0,,.4H,0 | 1,1 g/50 mL
FeSO,.7H,0 4,99 g/50 mL

Besiyerinin hazirlanmasina kiiltiir ortaminin strelizasyonu icin kullanilan
malzemelerin otoklavlanmas: ile baslanmistir. Icerigi tabloda belirtilen TAP sivi
besiyeri Merck Milipore Direct-Q-5 Ultrapure cihazindan elde edilen cift distile
su ile hazirlanmistir. Hazirlanan kiiltiir ortamindaki elementlerin son
konsantrasyonlari; 9,35 mM NH,*, 22,12 mM K*, 0,27 mM Na*, 0,068 mM Ca™*?,
0,081 mM Mg*?, 0,018 mM Fe*? 0,076 mM Zn**, 0,006 mM Cu*? 0,007 mM
Co*? 0,026 mM Mn*? ve 0,006 mM Mo *® olarak belirlenmistir. Kiiltiir ortami ve
alg tiirii steril erlenmayerlere koyularak 1000 liiks 151k siddeti veren floresan 1s1k
kaynag1 ile siirekli aydinlik ortamda ve karistirici iizerinde aerobik olarak

cogaltilmaya birakilmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 C. reinhardtii tiirii ile TAP-S ortaminda hidrojen iiretim ¢alismalari

Mikroalglerin TAP ortaminda zenginlestirilmesinden sonra, hidrojen tiiretim
calismalar icgin, stlfiirsiiz TAP-S besiyeri kullanilmistir. TAP-S besiyerinin TAP
besiyerinden farki ise, siilflirsiiz tuz cozeltileri ve siilfiirsiiz eser elementler
iceriyor olmasidir. Yani bu tiirle yapilan calismalarda ortamin siilfiirden
arindirilmast ile  fotosistem II (PSII)’nin kismen ve geri doniistiiriilebilir
inhibisyonu saglanmistir. Bu durumun solumum hizi iizerine bir etkisi olmayip

sadece anaerobik bir ortam olusturmaktadir.
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2.3 Fermentorlerin Kurulumu ve Isletilmesi

Karanlik fermantasyon calismalari 5 L hacmindeki Electrolab Marka FerMac 320
model fermentorlerde gerceklestirilmistir. Fermentor tam karistirmali calismakta
olup pH, ORP ve sicaklik kontrolleri cevrim-i¢i olarak yapilabilmektedir.
Fermentorde gerceklestirilen calismalarin sematik goriiniimi  Sekil 2.3‘te

verilmistir.

PEM Yakit Hiicresi

Kangsik Killtir - On Islem Zenginlestirm

=
Cikis Tank: Girig Tank1 Anaerobik Femantor pH, ORP, Sicakh Takibi

Sekil 2.3 Fermentorde takip edilen calismalarin sematik goriintimii

Reaktore beslenecek atiksu, su banyosu ile +4 °C'de calistirilan su banyosunda
bekletilmekte ve buradan reaktére beslenmektedir. Biyoreaktor, Watson
Marlow—300 serisi peristaltik pompa ile kesikli beslemeli olarak isletilmistir.

Sekil 2.4‘te biyoreaktoriin isletme dongtisii verilmistir.

23 saat REAKSIYON 30 dk COKTURME 15 dk DESARJ 15 dk BESLEME

Sekil 2.4 Biyoreaktoriin isletme dongiisii (Hidrolik bekletme siiresi 24 saat icin
ornek gosterim)
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Reaktor, atiksu hacmi 3 L, sicaklig1 35 °C, atiksu pH’s1 5,5-6 arasinda ve farkl
hidrolik bekletme siirelerinde isletilecek sekilde devreye alinmistir. Atiksu pH’s1 1
N NaOH ve %40’lik orto-fosforik asit kullanilarak otomatik olarak Electrolab
Yazilimi ile 5,5-6 araligina ayarlanmistir. Reaktor isletim esnasinda oksidasyon-
rediiksiyon potansiyeli (ORP) degisimi ise cevrim-ici olarak izlenerek
kaydedilmistir. Reaktorde cikan gaz hacmi ise online gaz olciim cihaz ile

Olctilerek kaydedilmistir.

2.4 Analitik Yontemler

Reaktorlerde {retilen biyogaz 10L’lik Tedlar marka (Restek, ABD) gaz
torbalarinda  biriktirilmis ve biyogaz icerisindeki H, fraksiyonu Shimadzu
GC2014 marka/model gaz kromatografisinde analiz edilmistir. Gaz
kromatografisi Termal lletkenlik Dedektorii (TCD) ile donatilmis olup,
calismalarda, 2m uzunlugunda ve 1mm i¢ capina sahip dolgulu kolon (Restek,
ABD) kullanilmistir. Tasiyici gaz olarak 10 mL/dk debisinde argon gazi
kullanilmistir. Kolon, detektor ve enjektoriin calisma sicakliklar: sirasiyla 80, 200
ve 110 °C belirlenmistir. Ucucu yag asidi analizleri ise Alev Iyonizasyon
Dedektorii (FID) iceren Shimadzu GC2010 marka/model gaz kromatografisinde
gerceklestirilmistir. Ucucu yag asidi analizleri oncesinde reaktdérden alinan
numuneler 0,45 mm caph siringa filtreler (Restek, ABD) kullanilarak filtre

edilmistir.

Yapilan deneysel calismalar neticesinde elde edilen biyogaz iiretimlerinin

modellenmesi icin modifiye edilmis Gompertz esitligi kullanilmistir.

H = H,,,exp {—exp [W A-t)+ 1]} (2.1)

max

T, = Rmax,n,eXp {—exp [% A-t)+ 1] + [% A-t)+ 1] + 1} (2.2)

Burada; H kiimilatif hidrojen {retimi (mL/L), H,, maksimum kiimilatif
hidrojen tiretimini (mL/L), R, 4, maksimum hidrojen tiretim hizin1 (L/L/saat),

L lag siiresini (saat), t fermantasyon siiresini (saat), ry, hidrojen iiretim hizini
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(L/L/saat) gostermektedir. Model parametrelerinin elde edilmesi icin,
fermantatif hidrojen iiretiminden elde edilen zamana karsi kiimiilatif hidrojen
tiretim deneysel verileri grafige gecirilmis ve Excel kullanilarak lineer

regrasyonla kinetik katsayilar belirlenmistir.

2.5 Biyohidrojen Saflagtirma Calismalar:

Saflastirma calismalarinda 32 adet hollow-fiber iceren 10 cm?® yiizey alanina
sahip silikon hollow-fiber membran (Permselect PDMSXA, MedArray, ABD)
kullanilmistir (Sekil 2.5). Membranin isletimi esnasinda besleme, siizlintii ve
konsantre akimlarindaki gaz kompozisyonlar siirekli olarak Shimadzu GC2014
marka/model gaz kromatografisinde analiz edilmistir. Biyogaz, besleme basinci
0,5-4 bar arasinda degisecek sekilde hollow-fiber membrana peristaltik pompa

(Watson Marlow, Belcika) yardimiyla beslenmistir.

Sekil 2.5 Biyohidrojenin saflastirilmasi ¢calismalarinda kurulan deney diizenegi

Membranin ideal seciciligi (o) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

(2),

Qifj = ®).
j

(2.3)

Burada, (P/L);; membrandan gecen ve gecemeyen gaz bilegenlerinin akimlarim
ifade etmektedir. Gazlarin gecirgenlik katsayilar1 ise Ramirez-Morales vd.,

(2013)’te belirtildigi gibi hesaplanmuistir.

35



2.6 Yakat Hiicresi Kurulumu ve Elektrokimyasal Analizler

ilk olarak PEM yakit hiicrelerinde kullamilacak olan MET (membran elektrot
takim1) hazirlanmistir. Bu asamada membran olarak “Nafion 211” membrani,
Ticari Katalizor (%38 Pt/Vulcan XC Tanaka) ve karbon kagit kullanilmis ve
hazirlanacak olan MET alami 5 cm?® olarak belirlenmistir. Calismada ticari
katalizor belirlenen miktarda tartilmis; 1 mL deiyonize su & 1 ml izopropanol
karisimi icerisine katilmistir. Karisima daha sonra %5’lik Nafion c¢ozeltisi
eklenmis ve destek karisimi 20 dakika manyetik karistiricida, 15 dakika
ultrasonik banyoda, 1 dakika ultrasonik homojenlestiricide maksimum giiclerde
karnistirllmistir. Hazirlanan karisim sprey yontemi ile Nafion membran {izerine

Sekil 2.6'da goriildiigii tizere kaplanmistir.

Sekil 2.6 Membran elektrot takimlar1 hazirlama calismalar: (1) kaplanmamis
membran, (2) kaplama diizenegi, (3) 1s1 altinda spreyle katalizor kaplama, (4)
katalizor kurutma islemi, (5) kaplanmis membran

Kaplama islemi ve sonrasi membran agirlig1 tartilarak kaplanan katalizor miktari

bulunmustur. Yapilan islemler neticesinde membranin anot yiiziine 0,1085
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mgPt/cm® katot yiizeyine ise 0,0974 mg Pt/cm” katalizér kaplandigi tespit
edilmistir. Hazirlanan membranlarin her iki tarafina karbon kagit elektrotlar
yerlestirilerek PEM yakit hiicresi kurulmustur. Hazirlanan yakit hiicresi Sekil
2.7de gorildugi gibi yakit hiicresi test sistemine (WonATEch Smart 2)

baglanmustir.

Sekil 2.7 Yakit hiicresi test sistemine baglanan PEM yakit hiicresi goriiniimii

Yakit hiicresi test sistemine baglanan PEM yakit hiicresinden ilk olarak azot gazi
gecirilmis (purge), daha sonra anota azot, katota H, gazi beslenerek dongiisel
voltametri analizi yapilmistir. Bu islem katalizoriin aktif yiizey alaninin
belirlenmesi amaciyla yapilmis olup, dongilisel voltametri sonuglari

degerlendirilerek aktif yiizey alanlar1 hesaplanmistir.

Yakit hiicresinin hazirlanmasindan sonra, %100 saf H,, %80 H, / %20 CO,
(biyoreaktorden gelen saflastirilmis hidrojen), ve %60 H, / %40 CO,

(biyoreaktorden gelen ham biyogaz) gazlari PEM yakit hiicresine beslenmistir.

Elektrokimyasal aktif yiizey alaninin belirlenmesi icin dongtisel voltametri (cyclic

voltammetry) olciimleri Gamry Interface 1000 Epotentiostat cihazi kullanilarak
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gerceklestirilmistir. Dongiisel voltametri egrileri 500 mVs™ tarama hizinda 0-1,2
V potansiyelinde alinmistir. PEM yakit hiicresinin katot elektrotu referans
elektrot, anot elektrotu ise calisan elektrot olarak belirlenmistir. Dongiisel
voltametri 6l¢iimleri esnasinda anot bolmesi saf hidrojen ve diger gaz karisimlari

ile beslenmis, katot bolmesi ise saf N, gazi ile beslenmistir.

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EES) olciimleri de Gamry Interface
1000 Epotentiostat cihazi kullanilarak 0,8 V’ta 37000 Hz - 0,1 Hz frekans
araliginda gerceklestirilmistir. Empedans spektroskopisi sonuclari, Nyquist

diyagrami seklinde sunulmus ve Simplex metodu kullanilarak uyarlanmistir.
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3

Deney Sonuclar1 ve Degerlendirmeler

3.1 Mikroalg Caligmalari

Bu tiirle yapilan calismalarda ortamin siilfiirden arindirilmasi ile fotosistem II
(PSII)’nin kismen ve geri doniistiiriilebilir inhibisyonu saglanmistir. Bu durum,
fotosistem II (PSII) icin foto-koruyucu fonksiyona sahip olan D proteinlerinde
meydana gelen geri doniistimli hasar nedeniyle O,'nin gelisimini sinirlamaktadir
¢linkii siilfatin yoklugunda, D proteinlerinin onarimi bozulur ve PSII'nin etkinligi
progresif olarak azalir (Anandraj vd., 2019; Jorquera vd., 2008). Bu durumun
solumum hiz1 izerine bir etkisi olmayip sadece anaerobik bir ortam
olusturmaktadir. Ozet olarak yesil algler fotosentezdeki giines 1511n1n enerjisini,
PSII oksitleyici tarafindaki su molekiillerinden elektronlar1 c¢ikarmak icin
kullanabilirler. Bu elektronlarin potansiyel enerjisi, 6nce PSII'de ve ardindan
fotosistem I'de (PSI), sirali isikla tahrik edilen reaksiyonlarda artar. Boylece,
suyun oksidasyonu ile aciga cikan elektronlar PSI'nin indirgeyici tarafindaki Fe-S
protein ferrodoksinine tasinir. Yesil algin kloroplastinin stromasinda yer alan
"geri doniistiiriilebilir hidrojenaz" indirgenmis ferredoksinden gelen elektronlari
kabul eder ve bunlar1 bir H, molekilii olusturmak icin 2H* 'a verir (Melis vd.,

2000).

Hidrojenaz

2H* + 2Fd~ ——— H, + 2Fd (3.1)

Elde edilen bu veriler 1s1¢inda, bu calismada biyohidrojen iiretimi icin C.
reinhardtii tiirii segilmis ve calismalar bu tiir ile gerceklestirilmistir. Temin edilen
CC-125- C. reinhardtii tirtintin ¢ogaltilmasi icin, sivi ortamdan alinan tiir, TAP
(Tris-Acetate-Phosphate) ortamimna 10 ml/500 mL konsantrasyonlarinda
aktarilmistir. Erlenler; oda sicakliginda (25 °C), stirekli aydinlatmali (1000 liiks
151k siddetinde) ortamda ve 50 rpm karistirma hizinda, calkalamali karistirma

cihazina alinmistir (Sekil 3.1).
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1. giin 7. giin 14. giin 22. giin 31. giin

Sekil 3.1 CC-125-C. reinhardtii tiiriiniin zamanla cogalmasi gosteren akim
resimler

Yapilan ilk calismalarda CC-125-C. reinhardtii tiiriiniin diger alg tiirlerine gore
daha hizli cogaldig1 gorlismiistiir. Daha sonra ¢ogaltilan mikroalg tiirlerinden
tekrar TAP ortamina ekim yapilmistir (Sekil 3.2). Bu islemin basladig1 giinden

itibaren optik yogunluk ol¢iimleri yapilmistir.

Sekil 3.2 Baslangicta ve dordiincii gliniin sonunda CC-125-C. reinhardtii
tiriindeki degisim
Optik yogunlugunu olcmek icin kiiltiirler homojen bir sekilde karistirildiktan
sonra pipet yardimiyla giinde 2 defa 2 ml alinarak saf su ile kalibre edilen
spektrofotometrede 620, 645, 680, 700, 750 ve 800 nm dalga boylarinda okuma
yapilmustir (Sekil 3.3).

40



0,8 -

07 -
06 -
05 - ——0D620
" ——0D645
804 -
—#—0D680
03 - —=0D700
—3=0D750
02 -
~—0D800
01 -
0 .
0 4

Sekil 3.3 CC-125-C. reinhardtii iiretimi optik yogunluk degerleri

Ilk cogaltilan mikroalglerin optik yogunlugu 0,579 olarak tespit edilmistir. Ikinci
set cogaltma isleminde ise yeni numunenin optik yogunlugu 0,05 olacak sekilde

eski numunenin 10 kat seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

CC-125-C. reinhardtii ‘nin iretim siirecinde elde edilen analiz sonuclar1 Sekil
3.3’te verilmistir. Calisma yaklasik 1 hafta stirmiistiir ve sonuclar incelendiginde
yaklasik 2.5 giinde bu tiirtin doygunluk degerine ulastig1 goriilmiistiir. Yapilan
calismalar CC-125-C. reinhardtii tiriiniin diger alg tiirlerine goére daha hizlh
cogaldigr gostermistir. Cogaltilan mikroalg tiirleri hidrojen calismalarina

baslamasina kadar siirekli olarak ¢ogaltilmaya devam edilmistir.

C. reinhardtii 'nin TAP ortaminda cogaltilmas:i esnasinda mikroalg hiicre
yogunlugu “hiicre kuru agirlig1” olarak o6l¢iilmiis ve biiyiime doygunluga ulasana
kadar takip edilmistir. Zenginlestirme calismalar1 basladig1 andan doygunluga
ulastig1 zamana kadar hiicre kuru agirligi 0,12 g/L ile 1,9 g/1 (3. giin) arasinda
Olctilmiis olup; O-1. gilin arasinda 0,12-0,17 g/L araliginda, 2. giinden ¢alismanin

sona erdigi zamana kadar ise artis gosterip 1,9 g/L degerine ulasmistir.

41



Sekil 3.4 CC-125-C. reinhardtii tiiriiniin mikroskop goriintileri

Zenginlestirme calismalarinin yiiritiildiigii esnada C. reinhardtii tiirii, mikroskop
altinda incelenmis ve baslangicta 2-4 um capinda olan alg tiirlerinin 4 giin gibi

kisa bir siirede 15-20 um boyutlarina ulastig1 gdzlemlenmistir (Sekil 3.4).

Yapilan bu calismalarda TAP besiyerindeki siilfir, cok diisiik diizeylerde
tutulmus olup, sadece Chlamydomonas hiicrelerinin boliinmesi, biiyiimesi ve
yiiksek yogunluga ulasmasi icin yeterli miktarlarda saglanmistir. Daha sonra
hidrojen iiretimi igin, siilfiirsiiz TAP besiyeri (TAP-S) kullanilmis ve bu sayede
hiicre igerisindeki fotosentezin durdurulmasi ve artik oksijenin {iretilmemesi
saglanmistir. Ortamda kalan oksijenin ise algler tarafindan tiiketilecegi (solunum
ile) ve oksijensiz bir ortamin olusacagi kabul edilmistir. Bu oksijensiz ortam,
hiicrelerin hidrojenaz enzimi yardimu ile hidrojen iiretimine baglamasi i¢in
gerekli oldugundan bu siirecte ortamdaki oksijen konsantrasyonu Olciilmiis ve
oksijenin ortamda kalmadig: tespit edildigi andan itibaren hidrojen iiretimleri
izlenmeye baslanmistir. Siilfiirsiiz besiyerinin fotosentez tizerindeki etkisinin ve

H, iiretiminin incelendigi calismaya ait sonuclar Sekil 3.5te verilmistir.
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Sekil 3.5 Siilfiirsiiz ortamda Ch/amydomonas hiicrelerinin H, {iretim potansiyeli

Bu calismada, zenginlestirilmis 1,9 g/L yogunlugundaki 500 mL alg kiiltiird,
sirekli aydinlatma altinda 48 saat inkiibe edilmistir. Hidrojen gazi iiretimi
fotobiyoreaktore baglanan debimetre ile zamana bagl olarak Oolc¢iilmiis ve
yaklasik 10. saatten sonra hidrojen gazinin olusmaya basladigi tespit edilmistir.
10.saat ile 25. saat arasi hidrojen iiretimi hizli bir artis gostermis ve kiimiilatif
gaz hacmi yaklasik 45 mLl’ye ulagsmistir. 25. saatten sonra hidrojen tiretimi
yavaslamis ve 35.saatte tamamen sona ermistir. Maksimum hacme ulasti§1 anda
iretilen gazin kompozisyonu gaz kromatografisinde analiz edilmis ve toplam gaz
icerisinde H, kompozisyonu %78 olarak tespit edilmistir. Calisma sonucunda
elde edilen maksimum hidrojen konsantrasyonu 1,5 mmol H, (bu hesapta,
hidrojenin hacimden molariteye cevriminde 25 °C'de 29,97 L/mol degeri
kullanilmistir (Melis vd., 2000)) olarak elde edilmistir. Literatiirde yapilan
calismalarda ise Melis vd. (2000) C. reinhardtii tiri ile silfiirsiiz ortamda
yaptiklar1 calismada 4,67 mmol H,, Volgusheva vd. (2015) ise 6 mmol H,

verimlerine ulagsmislardir.

Bu calisma, birka¢ giin boyunca siirekli isletilebilecek fotobiyolojik stirecte C.
reinhardtii  tiri kullanarak H, gazi1 iiretmenin miimkiin oldugunu
gostermektedir. Fakat siilfat icerigi olan bir atiksudan bu tiir ile hidrojen
tiretiminde zorluklar yasanacagi soylenebilir. Bu nedenle atiksu calismalarinda
once stlfat giderimin yapilmasi daha sonra hidrojen {iretim c¢aligmalarinin

gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bunun yaninda diger biyolojik hidrojen tiretim
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prosesleri ile karsilastirldiginda C. reinhardtii tiirii ile H, tiretim veriminin ¢ok
diisiik oldugu goriilmektedir. Bu nedenle uygun proseslerin seciminde yiiksek

verimli teknolojilerin se¢imi 6nem arz etmektedir.

3.2 Karanlik Fermantasyon ile Biyohidrojen Uretiminin
Optimizasyonu

Galismanin bu boéliimiinde, karanlik fermantasyon prosesi ile siit endiistrisi
atiksuyundan biyohidrojen iiretimi icin dort asamali bir yol izlenmistir. Ilk
asamada, karisik mikrobiyal kiltiirden, kiiltiire uygulanan farkli 6n islem
metotlariyla hidrojen iireten bakterilerin secilmesi; ikinci asamada, ilk asamada
secilen mikrobiyal kiiltiir ile farkli substrat konsantrasyonlarinin hidrojen iiretim
verimine etkisi; iiclincli asamada, ilk asamada secilen mikrobiyal kiiltiiriin
zenginlestirilmesi; dordiincii asamada ise {icilincli asamada zenginlestirilen
mikrobiyal kiiltliriin, stit endiistrisi atiksuyuna alistirilmasi ve siit endiistrisi
atiksuyundan maksimum verimle hidrojen iretimi calismalari

gerceklestirilmistir.

3.2.1 As1 Camuruna Uygulanan Farkli On Islem Metotlarinin Biyohidrojen

Uretimine Etkisinin Incelenmesi

H, iiretimi icin baslica mikroorganizma tiirleri; Clostridium tiirlerini veya cinsi
tlirlerini iceren ortamlardir. Clostridium spp.” nin, anaerobik proseslerde CH,
iretimi yerine biyo-H, iiretiminde tercih edilmesinde, diger bakterilerden ayrilan
onemli bir 6zelligi vardir. Bu tiir, sporulasyon denilen bir islemden gecerek
koruyucu uc¢ sporlar olusturma yetenegine sahiptir. Bakteri yliksek sicaklik,
ultraviyole radyasyon, oksijen varligi, asit ve baz, antibiyotikler ve
dezenfektanlar gibi zararli kimyasallar, kuruma, donma ve diger bircok normal
bakteri hiicresini kolayca oOldiirebilecek, bakteri biiyiimesi icin zararli gevre
sartlarina maruz kaldiginda spor olusturur. Ozetlemek gerekirse, bu tiiriin ¢evre
sartlar1 tekrar yasanabilir hale gelene kadar tohumlar gibi, metabolik olarak
inaktif uyuyan organlari vardir. Oldukca zor sartlarda, dayaniklilik o6zelligi
olmayan metanojenler gibi hidrojen tiiketen bakterilerin (HTB) aksine cok

dayanikli olabilirler ve kolay parcalanmazlar. Ortam normal sartlara
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dondiiriildiigii zaman, cimlenme ve metabolizma islemleri yeniden baslar ve

sonug olarak hidrojen ve diger metabolik iiriinler {iretilebilir.

Tez calismasinin bu boliimiinde, metanojenik ve homoasetojenik bakteriler gibi,
hidrojen tiiketen bakterilerin (HTB) tersine, hidrojen iireten bakteri (HUB)
kiiltiirii elde etmenin kolay ve etkili yontemleri arastirilmis ve biyohidrojen
liretimine etkileri incelenmistir. Her ne kadar karisik mikroflora kullanimi,
bakildiginda hem pratik hem de biyolojik olarak daha uygulanabilir olsa da,
biyohidrojen iiretiminde 6nemli sinirlamalar HTB ve HUB’ nin aktivitesinden
ortaya cikmaktadir. Bu baglamda, 6n aritim HUB'lerin iiretilmesi icin, anaerobik
biyolojik hidrojen iiretiminde en énemli konulardan biridir. Ozellikle, metanojen
aktivitesini durdurmak amaciyla karisik mikrofloraya cok cesitli 6n aritim
tekniklerinin uygulanmasinin etkileri arastirilmistir. Literatiir arastirmalariyla
belirlenen sekiz as1 6n islem metodu secilmis ve uygulanma yontemleri Tablo
3.1’de verilmistir (Bundhoo vd., 2015; Kannaiah Goud vd., 2014; Wang vd.,
2017).

Tablo 3.1 As1 camuruna uygulanan 6n islem metodlar1 ve prosediirleri

On Islem Metodu Prosediir

pH 3-4’te 24 sa bekletme

Asit ile 6n islem (acid shock)
(%40 Ort-P Asit ile 25 °C sicaklikla)

pH 10-11’de 24 sa bekletme

Baz ile 6n islem (base shock)
(1IN NaOH ile 25 °C sicaklikla)

Otoklav (autoclave) 121 °C’de 20 dk

-20°C/25°C’de her biri icin 6 sa olmak {izere 2
Donma-Cozme (freze-thaw)
dongii

Ultrasonik 6n islem
20 kHz frekans, 140W, 20 dk (25 °C’de)

(ultrasonication)

Kimyasal 6n islem (BESA) 10mM BESA 25 °C’de 24 sa bekletme
Kloroform (chloroform) %1 v/v CHCI,; 25 °C’de 24 sa
Kaynatma (heat shock) 100 °C, 2 saat
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Laboratuvar calismalar1 100 mI'lik serum siselerinde (aktif hacim 70 mL) ve 35°C

sicaklikta calkalamali inkiibatérde, seyreltilmis siit endiistrisi atiksuyu (KOI:

1500 mg/L (mevcut KOI 7000 mg/L)) ile gerceklestirilmistir.

Sekil 3.6 On islem metotlarinin biyohidrojen iiretimine etkisinin incelenmesi icin
kurulan kesikli deney setleri

Kullanilan as1 camurunun karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmis ve ucucu askida
kat1 madde oran1 0,113 gyuxy/8eamur Olarak belirlenmistir. Kurulan setlerde F/M
orani literatiir calismalar1 dikkate alinarak 1 g,/ gy 0larak secilmistir. Siselere
50 ml atiksu 10 ml niitrient c¢ozeltisi ve 1 gy0i/8uam 0lacak sekilde 6n isleme
maruz birakilmis as1 camuru eklenmistir. Anaerobik sartlarin olugmasi icin azot
gazindan gecirilen siseler kapatilarak 35°C sicaklikta inkiibatore yerlestirilmistir.
Olusan biyogaz hacimleri giin igerisinde 2 kez olciilerek, gaz kompozisyonu gaz

kromatografisinde analiz edilmistir.

Yapilan deneysel calismalar neticesinde elde edilen biyogaz iiretim egrileri her
bir 6n aritim metodu icin ayr1 ayr1 Sekil 3.7 ve Sekil 3.8‘de goOsterilmistir.
Kimilatif biyogaz fiiretim egrileri yapilan kesikli calismalar ve analizler

neticesinde modifiye edilmis Gompertz esitligi kullanilarak elde edilmistir.

H = H,,,.exp {—exp [M A1-t)+ 1]} (3.2)

Hmax

Ty, = Rax,n,€xp {—exp [% A-t)+ 1] + [% A-t)+ 1] + 1} (3.3)
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Burada; H kiimilatif hidrojen iiretimini (mL/L), H,, maksimum kiimiilatif
hidrojeni (mL/L), R, maksimum hidrojen tiretim hizim1 (L/L/saat), A lag
siiresini (saat), t fermantasyon siiresini (saat), ry, hidrojen {iretim hizin
(L/L/saat) gostermektedir. Model parametrelerinin elde edilmesi icin, kesikli

sistemde fermantatif hidrojen iiretiminden elde edilen zamana karsi kiimiilatif

hidrojen iiretim deneysel verileri grafige gecirilmistir (Sekil 3.7 ve Sekil 3.8).
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Sekil 3.7 Asit, baz, otoklav ve kaynatma 6n islemlerinde elde edilen biyolojik
hidrojen iiretimleri

Biyolojik hidrojen {retim verimlerinin karsilastirildig:
fermantasyon siiresi her bir 6n islemde farkli stirmekle birlikte ortalama 110-160

saat siirmiis, elde edilen biyogaz hacimleri modifiye edilmis Gompertz esitligi

kullanilarak grafiklere gecirilmistir.
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Sekil 3.8 Kloroform, ultrasonik, donma-¢6zme ve kimyasal (BESA) 6n
islemlerinde elde edilen biyolojik hidrojen tiretimleri

Sonuclar incelendiginde en yiiksek ii¢ hidrojen iiretim potansiyelleri sirasiyla
ultrasonik 6n islem, donma-c6zme ve BESA ile kimyasal 6n islem olarak tespit
edilmistir. En diisitk verimler ise otoklav ve kloroform ile 6n islemde elde
edilmistir. Kiimilatif hidrojen iiretimlerine kiyasla hidrojen iiretim hizlarn
arasinda bazi farkliliklar tespit edilmistir. En yiiksek hidrojen {iretim hiz
ultrasonikte elde edilirken kiimiilatif hidrojen iiretimlerinin tersine BESA ile
kimyasal on islemin hidrojen iiretim hizi donma c¢6zmeye kiyasla daha yiiksek

oldugu goriilmektedir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2 Deneysel verilerin Gompertz modeline uygulanmasi sonucu elde edilen
model parametreleri

o H,_ R, A H, Llretlm
On Islem 121
Nihai H, {iretim H, iiretim hiz1 | Lag siiresi
potansiyeli (mL/L) (mL/sa) h) mmolH,/1,/sa
Asit 49,31
Baz 51,85 0,69 30,94
Otoklav 0,82 36,69
Kaynatma 0,61 3,49 27,12
Kloroform 3,3
Ultrasonik 3,55
Donma-
.. 73,55 1,26 56,14

¢bzme
BESA 60,95 1,85 3,27 82,77

Karanlik fermantasyon prosesinde hidrojen gelisiminin tanimlanmasinda
Gompertz denkleminin kullanilmasi yaklasiminda, deneysel olarak olciilen
hidrojen iiretim verilerini Gompertz denklemine uydurmak icin {ic model
parametresi (lag siiresi, hidrojen iiretim potansiyeli ve hidrojen iiretim hiz1) goz
ontinde bulundurulmaktadir. Bu yaklasimda gozlenen ile 6ngoriilen hidrojen
tiretim verileri arasinda yiiksek korelasyon katsayisi elde edildigi grafiklerden
goriilmekte ve 1i¢ model parametresinin karsilastirilmalari Tablo 3.2‘de
gosterilmektedir. Uygulanan model, fermantasyonun durumunu nicel olarak
aciklamak ve ana degiskenler arasindaki iliskiyi tanimlamak icin kullanilmistir.
Ayrica, kinetik model ilerleyen calismalarda o©ngoriilen o6lcek biiylitme
calismalarinda kullanilmak {izere, fermantasyon prosesinin analizi, tasarimi ve

isletimi icin faydali bilgiler saglamstir.

Literatiir calismalari incelendiginde kaynatma isleminin (heat shock) sikca
kullanildig1 gorilmektedir (Kim vd., 2003; Mu vd., 2007). Bu yontemin bazi

avantajlar1 vardir, ciinkii termal islem camurdaki c¢o6ziinmeye yardimci
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olmaktadir (Kim vd., 2003; Mu vd., 2007). Kotay (2009), yaptig1 calismalarda
bir¢ok 0n islem arasindan (asit, baz, 1s1i, donma/¢6zme, mikrodalga, ultrasonik,
kloroform), kaynatmanin H, {iretimini arttirdigini tespit etmistir. Mu vd. (2007)
ise lic On aritma yontemini (asit, baz ve kaynatma) karsilastirmislardir ve onlar
da kaynatmanin en iyi yontem oldugunu gormiislerdir. Fakat, termal 6n islemin
yliksek enerjiye ihtiyac duymasi, biyolojik hidrojen iiretiminde net enerji

ylizdesini diislirdiigii icin dezavantaja sahiptir.

Kloroform, sodyum 2-bromoethansulfonat (BESA) ve iyotpropan gibi kimyasal
on islem yontemleri H, iiretimini etkilemeden metanojenik aktiviteyi secici
olarak inhibe etmektedir (Kotay, 2009; Zhu vd., 2006). Zhu vd. (2006), alt1 6n
islem yOntemini (asit, baz, kaynatma, havalandirma, 2-bromoethansiilfonik asit
ve iyotpropan) atiksu c¢amuruna uygulayarak HUBlerin verimlerini
karsilastirmistir. Elde edilen sonuclara gore, iyotpropan yonteminin diger 6n
islem yontemlerine gore en iyi sonucu verdigi tespit edilmistir. Hu vd., (2007)
ise li¢ on islem yontemini (asit, kaynatma ve kloroform) karsilastirmis ve
kloroformun en iyi yontem olduguna karar vermislerdir. Ancak, tiim calismalar
incelendiginde, kullanilan bu giiclii kimyasallarin biyolojik hidrojen iiretiminin

siirekliligine zarar verdigi kanisina varilmistir.

3.2.2 Farkli Substrat Konsantrasyonlarinin Biyolojik Hidrojen Uretimine

Etkisinin Incelenmesi

Hidrojen iireten bakteriler (HUB) icin karbon ve enerji kaynag: saglayabilen en
genel substrat karbonhidratlar olup HUB biiyiimesi ve fermantatif hidrojen
liretimi icin ¢ok 6onemlidir. Karbonhidrat, protein ve yag bakimindan zengin olan
siit, zeytinyagi, bira vb. gida endiistrisi atiksular1 diger endiistriyel atiksulardan
daha yiiksek biyobozunur organik madde icerigine sahiptir (Kapdan vd., 2006).
Stit endiistrisi atiksuyu da icerdigi yiiksek biyobozunur organik madde nedeniyle
karanlik fermantasyon ile yiiksek H, iiretim potansiyeline sahiptir. Calisma
sonuglar1 karbonhidratca zengin besinlerden H, iiretiminin daha verimli
oldugunu ve karbonhidrat miktar1 ile H, tiretimi arasinda dogrudan bir iliski
oldugunu gostermektedir (Chen vd., 2006). Bu nedenle substrat parcalanmasi,

HUB’lerin  biiyiimesi ve hidrojen {iiretim hizlar1 {izerine substrat
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konsantrasyonunun etkisini tanimlamak icin bazi kinetik modeller 6nerilmistir.
Yapilan bu calismada ise 6n islem etkisinin incelenmesinde oldugu gibi modifiye

edilmis Gompertz modelinden faydalanilmistir.

Sekil 3.9 Farkli substrat konsantrasyonlarinda hidrojen iiretiminin
optimizasyonu calismasi
Galismada kullanilan atiksuyun KOI degeri 7000 mg/L civarindadir. Bu atiksu
farkli seyreltme oranlar1 kullanilarak KOI degerleri 500, 1500, 2500, 3500, 5000
ve 7000 mg/L olacak sekilde hazirlanmistir. Bir onceki calismada elde edilen
sonuclar dikkate alinarak, en yiiksek verim elde edilen {i¢ 6n islem metodu olan
ultrasonik ile 6n islem, BESA ile kimyasal 6n islem ve donma-¢6zme ile 6n islem
metotlar: ile farkli substrat konsantrasyonlarinda deneysel setler hazirlanmistir.
F/M orani bir 6nceki calismada secildigi gibi 1 gyi/Suaku Secilmis, 50 mL atiksu
ve 10 mL niitrient ¢Ozeltisine ilaveten 6n islem uygulanmis as1 camuru eklenerek

deneysel setler hazirlanmistir (Sekil 3.9).

Yapilan deneysel calismalarda farkli substrat konsantrasyonlari icin hidrojen
tiretimlerinin kinetigi Gompertz modeli kullanilarak incelenmis ve elde edilen
sonuclar Sekil 3.10, Sekil 3.11 ve Sekil 3.12'de gosterilmistir. Sonuclar
incelendiginde nonlineer regrasyon analizleri ile elde edilen korelasyon katsayisi

tiim substrat konsantrasyonlari icin 0,87’den biiyiik olmustur.

51



U500 R?=0.96 U1500 R?20.97

35 80
-TE'- 30 4 E 70 1
‘E 25 - ‘£ 60
1] 50
~ w10
T 15 T
= w 30
® 10 | B
= 520 ¢
E. =
g g1
0 | ! | ! 1 | 1 | (R : } } } |
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Fermentasyon siiresi (sa) Fermentasyon siiresi (sa)
U2500 Ri=0.98 U3500 R0.99
= =
E E
= -
E £
- -
2 2
=1 =3
~ ~
T T
= =
5 &
3 =]
5 5
= Z
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Fermentasyon siiresi (sa) Fermentasyon siiresi (sa)
u5000 R=0.98 uU7000 Re=0.99
120 - : : . : : 250
jary =
E E
= =
E £
=
g 5
=] =3
i~ ~
T T
£ =
5 =
= =3
£ £
2 g
0 ‘ } 4 4 4 4 4 } 4 1 ! 1 ! 4 } + 4
0 20 40 60 80 100 120 140 160 ] 20 40 60 80 100 120 140 160
Fermentasyon siiresi (sa) Fermentasyon siiresi (sa)

Sekil 3.10 Ultrasonik 6n isleme tabi tutulmus reaktorlerde farkli substrat
konsantrasyonlarinin biyolojik hidrojen tiretimleri
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Sekil 3.11 BESA ile kimyasal 6n isleme tabi tutulmus reaktorlerde farkli substrat
konsantrasyonlarinin biyolojik hidrojen tiretimleri
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Sekil 3.12 Donma-c¢6zme 6n islemine tabi tutulmus reaktorlerde farkli substrat
konsantrasyonlarinin biyolojik hidrojen iiretimleri

Literatiir caligmalar incelendiginde anaerobik fermantasyonda yiiksek substrat
konsantrasyonlar1 fermantatif hidrojen {iretimini inhibe ettigi tespit edilmistir.
Stit endistrisi atiksuyunun igeriginin substrat inhibisyonuna yol acip
acmayacaginin incelendigi bu calisma neticesinde elde edilen bulgular
degerlendirildiginde herhangi bir substrat inhibisyonu go6zlenmemis olup
hidrojen tiiretim verimleri artan substrat konsantrasyonu ile dogrusal olarak
artmistir. Model neticesinde elde edilen model parametreleri Tablo 3.3‘te

verilmistir.
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Tablo 3.3 Deneysel verilerin Gompertz modeline uygulanmasi sonucu elde edilen
model parametreleri

S H,.. Roax A (sa) mmolH,/Lsa

(mg/L) U B F U B F |U|[B F U B F

500 [27,81 | 13,34 | 35,01 {0,52]0,59]10,42(1,5]|5,8| O | 23,3 [26,36[18,95

1500 | 63,33 | 39,93 | 39,29 (0,94 1 [0,83] O | O 0 142,03]44,68[36,99

2500 | 62,87 | 36,15 | 56,99 [0,48(0,87]1,68|6,6| O | 3,3 [21,3738,94|74,86

3500 [109,08]| 52,82 |119,46]1,34|1,33|(1,58] 0 | 0,2 O |59,67]|59,35(70,65

5000 |130,37| 76,76 |140,42]0,78]0,73|{1,83[ O | O 0 |35,02]32,44(81,56

7000 |206,51]126,24(135,75] 2,5 [3,26]12,07| 0 [ O 0 |111,6|145,7|92,27

Model yardimi ile hidrojen iretim verimi ve lag siiresi belirlenerek proses
hakkinda o6ngoriide bulunulmus ve optimizasyonu saglanmistir. Yapilan
calismalar bu model yardimi ile olciilen ve Ongoriilen modeller arasindaki

uyumun kalitesinin oldukca iyi oldugunu gostermistir.

3.2.3 Farkli On islem Uygulanmis As1 Gamurlarinda Hidrojen Ureten

Mikrobiyal Kiiltiiriin Zenginlegtirilmesi Caligmalari

Bir onceki calismada elde edilen sonuclar dikkate alinarak, en yiiksek verim elde
edilen ii¢ 6n islem metodu olan ultrasonik ile 6n islem, BESA ile kimyasal 6n
islem ve donma-c6zme ile 6n islem metotlar: ile hazirlanmis as1 ¢amurlarinda
hidrojen iireten bakterilerin zenginlestirilmesi icin deneysel setler hazirlanmstir.
F/M orani bir énceki calismada secildigi gibi 1 gkOI/gUAKM secilmis, 50 mL
sentetik atiksu ve 10 mL niitrient ¢ozeltisine ilaveten 6n islem uygulanmis asi
camuru eklenerek deneysel setler hazirlanmistir. Zenginlestirme calismalari
Tolvanen vd. (2011) tarafindan belirtilen deneysel tasarim kullanilarak

gerceklestirilmistir.

Uc farkli 6n islem uygulanmis as1 camurunun yani sira kontrol amach 6én islem
uygulanmamis camurda deneysel sete dahil edilmistir. Her bir set bir kontrol
reaktorli icermekte olup deneysel calismanin tamaminda toplamda 40 reaktor
kurulmustur. Anaerobik sartlarin olusmasi icin azot gazindan gecirilen siseler

kapatilarak 35°C’de ki inkiibatore yerlestirilmistir. Olusan biyogaz hacimleri giin
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icerisinde 2 kez oOlclilerek, gaz kompozisyonu gaz kromatografisinde analiz

edilmistir.

Bu calismada ilk sette kiimiilatif gaz hacminin maksimuma ulastig1 anda
reaktorler ¢oktiirmeye birakilmis ve iist fazdan numune alinarak ikinci reaktore
aktarilmis ve 2. set bu sekilde kurulmustur. Yani bir sonraki set bir 6nceki setten
alinan numune ile kurulmustur. Bu zenginlestirme yoOnteminin amaci hizl
biiyliyen mikroorganizmalari (hidrojen iireten asidojenik bakteriler) bir diger
reaktore aktararak saflastirilmasini saglamaktir. Elde edilen kiimiilatif biyogaz

hacimleri Sekil 3.13‘te verilmistir.
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Sekil 3.13 Zenginlestirme calismalarinda elde edilen kiimiilatif biyogaz hacimleri

En yiiksek verimler BESA kimyasali ve ultrasonik ile 6n islemde elde edilmistir.

Her bir sette yapilan ucucu yag asidi analizi sonuglar1 Sekil 3.14‘te verilmistir.
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Sekil 3.14 Ucucu yag asidi analizi sonuclari

Ucucu yag asit asitleri kompozisyonu incelendiginde fermantasyonun asetik asit-
fermantasyonu yoniinde ilerledigi goriilmektedir. Asetik asit konsantrasyonunun
biitirik asit konsantrasyonundan fazla olmasi sistemin olmasi istendigi gibi
gerceklestirdigini gostermektedir. Ciinkii tam tersi durumda biitirik asit-
fermantasyonunda hidrojen iiretimi diisecek ve sistem verimi olumsuz yonde
etkilenecektir. En iyi verim kiimiilatif biyogaz hacimleri, ucucu yag asidi
sonuclar1 ve gaz kromatografisi sonuclar ile karsilastirilarak yorumlanmistir.
BESA ve ultrasonik ile 6n islemde elde edilen biyogaz hacimleri benzer elde
edilmis olup asetik asit konsantrasyonunun ve hidrojen iiretim hizinin BESA’da
daha yiiksek olmasindan dolayr zenginlestirme islemine BESA ile devam
edilmistir. BESA metotu ile hazirlanan 4 sette elde edilen gaz analizi sonuclar

Sekil 3.15‘e verilmistir.
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Sekil 3.15 Her bir deneysel sette toplanan biyogazin icerik analizi sonuglari

Ik sette metanojenik bakterilerin hala varligindan dolayr metan gézlemlenmis
olup, hidrojen iireten bakterilerin sec¢ilmesi metodunun uygulanmasiyla metan
olusumunun sifirlandig1 ve hidrojen {iretiminin arttig1 gozlemlenmistir (Sekil
3.16). Bu sonuclar uygulanan metodun asidojenik bakterilerin secimi ve

zenginlestirilmesinde basarili oldugunu gostermektedir.

1.Set 2:Set 3.Set 4.Set

Sekil 3.16 Her bir deneysel sette gozlemlenen mikrobiyal kiiltiirtin degisimi

Yapilan bu calismalarda en son setten elde edilen mikrobiyal kiiltiirler 1Llik
bliylik reaktorlere alinarak zenginlestirme islemi baslatilmistir. Artik saf hale
gelen asidojenik bakteriler steril kosullarda isletilmis ve her giin diizenli olarak

atiksu ile beslenmistir.
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3.24 Zenginlestirilmis Asidojenik Bakteriler ile Fermentorde Siit Endiistrisi

Atiksuyundan Hidrojen Uretim Cahismalar

Bir onceki calismada elde edilen mikrobiyal kiiltiirler fermentoére alinarak
sentetik atiksu ile isletilmeye baslanmistir. Reaktér hacmi 3 L olup hidrolik
bekletme siiresi calismanin baslarinda 1 giin iken zamanla diistirilmiis ve
yaklasik 6 saat olarak belirlenmistir. Reaktor 35°C sicaklikta ve pH’st 5,5-6
arasinda olacak sekilde isletmeye alinmistir. Sicaklik, pH ve ORP degerleri
siirekli dlciilerek kayit altina alinmustir. Ilk 36 saat reaktor sentetik atiksu ile

isletilmistir. Elde edilen biyohidrojen verimleri Sekil 3.17‘de gosterilmistir.
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Sekil 3.17 Farkl: siit endiistrisi atiksularindan biyohidrojen tiretimi (diiz kirmizi
cizgiler mevcut setteki ortalama iiretimi ifade etmektedir)

Isletmenin 36. saatinin sonunda fermentér %25 oraninda siit endiistrisi atiksuyu
(%25 atiksu+%?75 sentetik atiksu) ile beslenmeye baslanmistir. Bu asamada KOI
3,63 g/L’ye yiikselmis ve maksimum hidrojen iiretimi 1710+=10 mL’ye ulagsmistir.
KOI'nin yiikselmesinin yaninda H, veriminde sentetik atiksu ile beslendigi
duruma gore diisis gozlemlenmistir. Bunun sebebi ise hidrojen iireten

bakterilerin farkli bir substrat ile karsilasmasindan kaynaklanmaktadir ve atiksu
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icerisindeki kompleks maddelerin biyolojik olarak bozunmasi nedeniyle stabil
hale gelinceye kadar iiretim hizi kademeli olarak azalmistir. Fakat bu azalma, siit
endiistrisi atitksuyunun hidrojen tiretimi i¢in uygun bir substrat olmasi nedeniyle
sadece hafif bir sekilde gerceklesmistir. %25 siit atiksu ile yapilan yaklasik 36
saatlik calismadan sonra, calismanin 42. saatinden sonra biyoreaktor sirasiyla
%50 ve %75 oraninda siit endiistrisi atiksuyu ile beslenmis ve hidrojen tiretim
verimleri sirasiyla 2650+20 mL’den 3750%+15 mL’ye yikselmistir. Calismanin
son asamasinda fermentér %100 oraninda siit enddistrisi atiksuyu ile beslenmis
olup bu asamada elde edilen en yiiksek hidrojen verimi 4019+23 mL olmustur.

Bu calismada elde edilen sonuclar Tablo 3.4‘te gosterilmistir.

Tablo 3.4 Farkli atik su oranlarinda hidrojen iiretimi calismasinda elde edilen

sonuclar
: - r Toplam | gybstrat
Set KOI |Hidrolik Bekletme Siiresi| HAc HBu HAc/HBu ﬂrgémi Gide'rir.n
(g/L) (saat) (mM) | (mM) Verimi

mr) |
Kontrol® 2,5 6 34,13 39,05 0,87 1840+30 49
25% 3,63 6 14,1 18,13 0,78 171010 34
50% 4,75 6 17,5 | 23,43 0,75 |2650+20| 29
75% 5,88 6 12,6 16,5 0,76 3750x15 27
100% 7 6 16,2 | 21,54 0,75 |4019+23| 29

kontrol deneyi biyoreaktoriin sentetik atik su ile beslendigi asamay: ifade etmektedir.

Deneysel calismalarda tespit edilen baskin yan {riinler, onceki caligmalarda
oldugu gibi asetat ve butirat olmustur. Bunlarin yaninda eser miktarda
propiyonik asit, izobiitirik asit ve izovalerik asit de tespit edilmistir. HAc/HBu
orani genellikle hidrojen iiretiminde proses verimliliginin bir gostergesi olarak
kullanilir. Ornegin HAc/HBu 0,86 oraninda hidrojen iiretim verimi %85lik bir
termodinamik verimlilik ile 2,6 mol H,/mol glikoz olabilir (Van Ginkel vd.,

2005). Bu nedenle bu calismada HAc/HBu orani da incelenmistir.

Literatiirde daha once belirtildigi tizere, biitiratin baskin yan iirtin oldugu
sartlarda hidrojen tretiminin 2,5 mol H,/mol glikoz degerini asamayacagi

bilinmektedir.
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Biitirat-tipi fermantasyon

C¢H,,0,+0.5H,0 — 0.75CH,CH,CH,COOH+0.5CH,COOH+2CO0,+2.5H, (3.4)

Asetat-tipi fermantasyon

C.H,,0, + 2H,0 — 2CH,COOH + 2CO, + 4H, (3.5)

Bu calismada da biitiratin baskin yan {iiriin oldugu goriilmektedir. Hidrojen
tireten bakterilerin biitirat tipi fermantasyonu se¢melerinin nedeni ise esdeger
bir biitirat olusumu esnasinda ortamin asetat olusumuna kiyasla daha az asidik
olmasindan kaynaklanmasidir (Khanal vd., 2008). Bunun yaninda asetat ile daha
yliksek verimde hidrojen {iretilmektedir (4 molH,/mol glikoz) (Hawkes vd.,
2002; Khanal vd., 2008) ve yiiksek konsantrasyonda {iretilen hidrojenin kismi
basinci elektron tasiyict NADlarin yenilenmesini etkilemektedir (Van Ginkel,
2005). Bu sebeple biitirat tipi fermantasyonun hidrojen {iretimi i¢cin daha

elverisli bir yol oldugu bildirilmistir (Hallenbeck, 2005; Khanal vd., 2008).

Sonuc olarak siit enddstrisi atiksuyundan biyohidrojen tiretimi kademeli olarak
izlenmis ve kisa bir siire icerisinde pH:5.5 ve 35°C sicaklikta maksimum verime
ulasilmistir. Sonuclar, uygun zenginlestirme yontemi ile ve hidrojen iireten
bakterilerin atiksuya alismasi icin uygun besleme stratejisi ile siit endiistrisi
atiksularindan 72 saat gibi kisa bir siire sonra hidrojen {iretebilecegini
kanitlamistir. Bu sebeple bu calisma siit endiistrisi atiksuyundan hidrojen {iretimi

icin uygun stratejinin belirlenmesi acisindan bir rehber olarak kullanilabilecektir.
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3.3 Siit Endiistrisi Atiksularindan Asidojenik Biyohidrojen
Uretimi, Biyogaz Saflastirma ve PEM Yakit Hiicresi

Sistemlerinin Entegrasyonu

Bircok endiistriyel atiksu icerdigi yiiksek biyobozunur organik madde nedeniyle
karanlik fermantasyon ile yiiksek H, iiretim potansiyeline sahiptir. Karbonhidrat,
protein ve yag bakimindan zengin olan atiksular diger endiistriyel atiksulardan
daha yiiksek biyobozunur organik madde icerigine sahiptir (Kapdan vd., 2006).
Bunlar arasinda, yiiksek karbonhidrat icerigiyle siit endiistrisi atiksuyu stirekli H,
liretimi icin uygun bir substrattir, ¢linkii karbonhidrat bakimindan zengin
substratlardan hidrojen iiretimi daha verimli gerceklesmektedir (Karadag vd.,
2014). Literatiirde hidrojen iiretimi icin siit atitk suyunun kullanildig1 ve
arastirmacilarin daha cok hidrojen iiretmek icin peynir alti suyu atik suyunu
kullandig1 ¢ok sayida ¢alisma bildirilmistir (Karadag vd., 2014). Bircok calisma
atiksu icerigi, proses parametreleri, mikrobiyal kiiltiir ve reaktor tipi gibi isletme
parametrelerine odaklanmistir, ancak hidrojenin degerlendirilmesi hakkinda ¢ok

fazla arastirma yoktur.

Biyohidrojen prosesinden elde edilen hidrojen icin verimli doniisim
teknolojilerinden birisi yakit hiicresi teknolojisidir. Polimer elektrolit membran
yakit hiicresi (PEMFC), kat1 oksit yakit hiicresi (SOFC), alkalin yakit hiicresi
(AFC) ve erimis karbonat yakit hiicresi (MCFS) gibi farkli tipte bircok yakit
hiicresi hidrojenin degerlendirilmesi icin kullanilabilir (Rahman vd., 2016).
Ancak bu yakit hiicreleri arasinda PEM yakit hiicresi, biyohidrojen
degerlendirilmesi acisindan en etkili teknolojilerden biri olarak karsimiza
¢ikmaktadir, clinkii PEM yakit hiicreleri biyohidrojeni yakit olarak kullanarak
dogrudan elektrik enerjisi iiretebilmektedir (Rahman vd., 2016). H,'yi yakit

olarak kullanan PEM yakit hiicreleri icin temel reaksiyonlar su sekildedir;
Anot: H, » 2H* + 2e~ (3.6)
Katot: 1/20, + 2H* + 2e~ — H,0 (3.7)

Yakit hiicrelerinin hidrojenin degerlendirilmesi icin en uygun teknoloji olmasina

karsin uygulamada bazi zorluklarla karsilasiimaktadir. Bu zorluklardan en
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onemlisi karanlik fermantasyon neticesinde liretilen biyogazin
kompozisyonudur. Ciinkii iiretilen biyogaz yiiksek miktarda karbondioksit
icermektedir ((~%40-70 (v/v)) ve ters su-gaz degisim reaksiyonu (reverse
water-gas shift reaction) ile CO,’den karbonmonoksit (CO) olusumu, PEM yakit
hiicrelerinin performansi iizerinde olumsuz etkiye sahiptir (Bellows vd., 1996;
de Bruijn vd., 2002). Bunun yaninda CO,, hidrojenin yakit hiicresinde aktif
platin bolgesine erisimini bloke ederek, yakit hiicresi performansini
diistirmektedir (Bellows vd., 1996; de Bruijn vd., 2002). Literatiirde CO,nin
yakit hiicresindeki etkilerini arastiran ¢ok sayida calisma (Bellows vd., 1996; de
Bruijn vd., 2002), biyohidrojenin yakit hiicresi uygulamasini arastiran ise sinirl
sayida caligsma yapilmistir (Laycock vd., 2018; Rahman vd., 2016; Razbani vd.,
2013; Wei vd., 2010). Yapilan calismalar incelendiginde, biyohidrojenin yakit
hiicrelerinde yakit olarak kullaniminda bu zorlugun iistesinden gelmek icin farkl
teknolojiler kullanildig1 goriilmiistiir. Gaz saflastirmanin, bu teknolojiler
arasinda en uygun c¢oziimlerden birisi oldugu tespit edilmistir. Buradaki ana
amac¢ yakit hiicresi uygulamalar icin biyogazdan CO, giderimi olmaktadir.
Biyogazdan CO, giderimi icin absorpsiyon, adsorpsiyon, filtrasyon ve biyolojik
yontemler gibi bircok teknik vardir ve bu teknikler icin su ile temizleme (water
scrubbing), basin¢ salinimli adsorpsiyon (PSA), kimyasal ve fiziksel temizleme
(chemical and physical scrubbing) ve membran ile ayirma gibi cesitli teknolojiler
gelistirilmistir. Bu teknolojiler arasinda membran ile ayirma prosesi
biyohidrojenin saflastirilmasi i¢in dikkat ¢ekmektedir (Bakonyi vd., 2013). Bu
proseste gaz saflastirmak icin genellikle gozenekli veya gézeneksiz membranlar,
iyonik membranlar ve polimerik membranlar kullanilmaktadir (Bakonyi vd.,
2018; Shao vd., 2009). Bunlarla birlikte, bircok arastirmaci, polidimetil siloksan
(PDMS) membranlarinin, asidojenik fermantasyon prosesi ile iiretilen H, ve
CO,yi ayirmada etkili bir materyal oldugunu belirtmislerdir (Ramirez-Morales,

2013).

Elde edilen bilgiler 1siginda, tez calismasinin bu asamasinda, siit endiistrisi
atiksuyundan stirekli sistemde biyohidrojen calismalarn gerceklestirilmis ve
polimerik membran kullanarak iiretilen biyogaz saflastirilmistir. Saflastirilmis ve

saflagtirllmamis biyohidrojen PEM yakit hiicresinde yakit olarak kullanilarak,
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yakit kompozisyonunun PEM yakit hiicrelerinden elektrik iiretim performansina

etkisi, performans kayiplari ve gii¢ tiretimleri degerlendirilmistir.

3.3.1 Siit Endiistrisi Atiksuyundan Biyohidrojen Uretimi

Bu calismada BESA ile kimyasal on islem uygulanmis asi camuru

Elde

kiimiilatif hidrojen {iretimi verimleri, modifiye edilmis Gompertz

endiistrisi atiksuyundan biyohidrojen iiretimi incelenmistir.

kullanilarak fit edilmistir ve sonuclar Tablo 3.5te verilmistir. Sekil

ile stit
edilen
modeli

3.18‘de

siirekli igletilen fermentorde elde edilen kiimiilatif hidrojen iiretimleri verilmistir.

Karanlik fermantasyon prosesi esnasinda substrat giderimi (KOI olarak)

0029 ve

%42 arasinda ve maksimum H, tiretimi %42 substrat giderim verimi ile 5696,40

mL olarak elde edilmistir.
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Sekil 3.18 BESA ile on isleme tabi tutulmus mikrobiyal kiilttir ile kiimtilatif
hidrojen tiretimi (7 gKOI/L siit endiistrisi atiksuyu, pH: 5,5-6, 10 mM BESA,

(#) deneysel data, (®) Biyogazdaki H, fraksiyonu, (

) modellenen data)

Biyogaz icerisindeki biyohidrojen konsantrasyonu gaz kromatografisi yardimiyla

belirlenmis, %33-%60 (v/v) araliginda degismis ve maksimum biyogaz icerigi

%60 H, ve %40 CO, (v/v) olarak belirlenmistir.
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Tablo 3.5 Siit endiistrisi atiksuyundan biyohidrojen tiretiminde elde edilen
kinetik ve analitik parametreler

Kinetik parametreler (Modifiye Gompertz Esitligi)

H_ . (mL) 5696,40
R,., (mL/sa) 72,71

A (sa) 2,31

R? 0,996
Coziinmiis metabolit konsantrasyonlari

HAc (mM) 37,1321
HBu (mM) 45,34+2.3
HAc/HBu 0,82
Analitik Parametreler

KOI giderimi (%) | 42

Siirekli isletimde, hidrojenin yaninda elde edilen baskin yan {irlinler asetat
(HAc), biitirat (HBu) ve eser miktarda propiyonik asit (<6 mM), izobiitirik asit
ve izovalerik asit olmustur. Daha onceden de bahsedildigi gibi HAc/HBu orani
hidrojen {retiminde proses verimliligini belirleyen bir parametre olarak
bilinmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada da HAc/HBu orani belirlenmis ve HAc
ve HBu konsantrasyonlari sirastyla 16,3-37,13 mM ve 17,4-45,34 mM araliginda
degismistir. Elde edilen veriler neticesinde maksimum HAc/HBu orani 0,82
civarinda bulunmus ve bu oran ne kadar yiiksek olursa o kadar yiiksek verimde
H, elde edilebilecegi tespit edilmistir. Bu calismada da biitiratin baskin yan {iriin
oldugu goriilmektedir. Hidrojen iireten bakterilerin biitirat tipi fermantasyonu
secmelerinin nedeni ise esdeger bir biitirat olusumu esnasinda ortamin asetat
olusumuna kiyasla daha az asidik olmasindan kaynaklanmasidir (Khanal, 2008).
Bunun yaninda asetat ile daha yiiksek verimde hidrojen {iiretilmektedir ( teorik
olarak 4 molH,/mol glikoz) (Hawkes vd., 2002; Khanal, 2008) ve yiiksek
konsantrasyonda {iiretilen hidrojenin kismi basinci elektron tasiyict NADlarin
yenilenmesini etkilemektedir (Van Ginkel vd., 2005). Bu sebeple biitirat tipi
fermantasyonun hidrojen iiretimi icin daha elverisli bir yol oldugu bildirilmistir

(Hallenbeck, 2005; Khanal, 2008).
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3.3.2 Silikon Hollow-Fiber Membran Kullanarak Biyohidrojenin

Saflastirilmasi

Bu calismada biyohidrojenin PEM yakit hiicresinde kullanimi oncesinde
saflagtirllmas1  (CO,’den arindirilmasi) igin, yiisek CO, gecirgenligine sahip
silikon (PDMS) membran kullanilmistir. Bir 6nceki fermantasyon c¢alismasinda
elde edilen biyogazin icerigi %60 H, ve %40 CO, (v/v) belirlenmis ve
fermentorde firetilen bu biyogaz 10 L hacmindeki gaz torbalarinda
depolanmistir. Membran prosesinin isletimi esnasinda, membran girisi,
konsantre ve siiziinti akimlarinda gaz kromatografisi cihaz1 ile siirekli
kompozisyon degisimi izlenmistir. Biyogaz, PDMS hollow-fiber membrana
peristaltik pompa yardimi ile 0,5-4 bar arasinda degisen farkli basinclarda
beslenmistir. PDMS membranin segiciligi CO,’nin gecirgenlik degerinin H,'nin
gecirgenlik degerine boliinmesiyle hesaplanmistir ve©” PDMS membranin farkli

basinclara kars1 gosterdigi seciciligi Sekil 3.19‘da verilmistir.

5 - - 90

4,5 - - 80
4 - 70 =
—_ 1 &
=35 - 60 @
< 3 - 2
o - 50 T
= 2,5 - =
= - 40 8
K] 2 (7]
O | S
& 1,5 - 30 £
(7]
1 - - 20 §
~

0,5 - - 10

O T T T T T T T T 0

0,00 050 1,00 1,50 2,00 250 3,00 350 4,00 4,50
Besleme basinci (bar)

Sekil 3.19 Farkli isletme basinclarinda elde edilen konsantre akimindaki H,
konsantrasyonu ve CO,/H, seciciligi ((#) secicilik CO,/H,, (=) H, icerigi)

Burada secicilik degerinin 1 den biiyiik olmasi membranin CO, secici membran
oldugu, 1 den kii¢iik olmasi ise membranin H, secici bir membran oldugunu
gostermektedir. Sekilde goriildiigii iizere CO,/H, seciciligi artan basincla azalmis

ve maksimum secicilik 4,4 olarak 1,5 bar besleme basincinda elde edilmistir.
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Sonuclar, besleme/konsantre akimindaki CO,’nin H,'ye gore kiitlesel fraksiyonu,
slizlintii akimindaki fraksiyona gore 4 kat kiiciik oldugunu ve H, gazinin
konsantre akiminda zenginlestirildigini gostermektedir. Sekil 3.20‘de gosterildigi
tizere H, ve CO,’nin silikon gecirgenlik katsayis1 (1 Barrer=1 x 10"° cm® (STP)

cm/cm® s cmHg) sirasiyla 543+38 ve 2360+115 barrer hesaplanmustir.
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Sekil 3.20 CO, ve H, icin farkl isletme basinclarinda elde edilen silicon
gecirgenlik katsayilari

Gegirgenlik katsayilar1 arasindaki bu farklihik, CO,’nin H,'ye gére membranda
daha fazla tercih edildigini ve bu sayede H,nin PDMS membranda
zenginlestirilmesinin daha kolay olacagini ifade etmektedir. Literatiirde yapilan
calismalarda en yiiksek gecirgenlik degeri ayni tip PDMS membran kullanilarak
elde edilmis ve H, ve CO, icin gecirgenlik katsayilar1 sirasiyla 569+65 ve
3285+160 barrer olarak %10 H, ve %90 CO, iceren gaz kompozisyonunda elde
edilmistir (Ramirez-Morales vd., 2013).  Bakonyi vd. (2015) ise yaptiklari
calismada, CO,’nin H,’ye gore seciciliginin, PDMS membranda, 3 bar basincta,
3,7 kat daha fazla oldugunu belirtmistir. Diger bir arastirmaci da sentetik gazi
(syngas) simiile ederek PDMS membranda gecirgenliklerini incelemis ve H, ve
CO, gecirgenligini sirasiyla 950 ve 3200 barrer bulmustur (Merkel vd., 2001).
Ayrica sentetik gaz icerisindeki bilesenlerin gecirgenlik katsayilarini
incelediginde 25 °C’de: N,<H,<CO,<H,S seklinde siralandigini tespit etmistir.

Barillas vd. (2011) ise bu calismaya benzer sekilde PDMS membran ile H, ve
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CO, gecirgenligini sirasiyla 813 ve 2848 barrer bulmustur. Ayrica CO,/H,
gecirgenligini 3,5 bularak PDMS membranlarin diger membranlara kiyasla daha

fazla CO, secici oldugunu vurgulamistir.

Elde edilen sonuclara gore, PDMS membranin diger polimerlere kiyasla yiiksek
CO, gecirgenligine ve diisiik basin¢ ve oda sicakliginda calisabilme yetenegine
sahip oldugu goriilmiistiir. Biyohidrojen saflastirma calismalarina dayanarak,
saflagtirllmis H, icerigi %60’dan %80’e yiikseltilmistir ve bir sonraki asamada

saflastirilmis H,, PEM yakit hiicresinde yakit olarak kullanilmustir.

3.3.3 PEM Yakit Hiicresinde Biyohidrojenin Yakit Olarak Kullanimi ve Yakit

Kompozisyonunun Etkilerinin incelenmesi

Yakit hiicrelerine beslenen yakitlar icerisinde yer alan CO, NH,, H,S, CO, vb.
kontaminantlar, yakit hiicrelerinin farkli bilesenlerini etkileyebilmekte ve
performanslarini diisiirmektedir. CO,’de katalitik olarak karbonmonoksite (CO)
doniistiiriildiigiinde yakit hiicresi performansini etkileyen kirletici maddelerden
birisidir. Ciinkii CO,, katalizor yiizeyini zehirleyerek elektrokimyasal aktif yiizey
alanina (EASA) zarar verir, boylece hidrojenin aktif platin alanlarina ulagsmasini
engeller (Rajalakshmi vd., 2003). Bu problemin ana nedeni CO-Pt etkilesiminin
H-Pt etkilesiminden cok daha giiclii olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu nedenle,
katalizoriin zehirlenmesi ile katalizér katmanindaki aktif bolgeler ve yakit
hiicresi performansi azalir. Asagidaki reaksiyonlar genel olarak CO,nin yakit
hiicresi iizerindeki etkilerini gostermektedir (Engstrom, 2014; Rajalakshmi, vd.,

2003; Ralph vd., 2002).

€0, + H, > CO + H,0 (3.8)
2Pt + H, - 2Pt — H (3.9)
€O, + 2Pt — H - Pt — CO + H,0 + Pt (3.10)

Rajalakshmi vd. (2003), 100/10 ila 100/50 arasinda degisen H,/CO,
konsantrasyonlarindaki gazlarin yakit hiicresi performansi iizerindeki etkilerini
arastirmis ve yakit hiicresinin stirekli CO,’'ye maruz kalmasinin performas: saf
H,ye kiyasla %10’a kadar diisiirdiigiinii tespit etmistir. Wu vd. (2017), farkili
konsantrasyonlardaki (%0 (v/v) ila %60 (v/v)) CO,nin PEM yakit hiicresinde
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etkisini incelemis ve artan CO, konsantrasyonunun yakit hiicresindeki
maksimum giicii diistirdigiinii tespit emistir. Yaptiklar1 calismada maksimum
gilic lretiminin %10 ve %20 CO, konsantrasyonlarinda 9,16 W ve 8,60 W
oldugunu ve bu giic kaybinin sebebinin katalizor tabakasinin karbondioksit
tarafindan kaplanmasi ve karbondioksit tarafindan hidrojen oksidasyonunu
sinirlanmas1 olarak belirtmislerdir. de Bruijn vd. (2002), ise yaptiklari bir
calismada 100/0 ila 60/40 arasinda degisen H,/CO, oranlarindaki yakitin
performansi neredeyse %30 oraninda diisiirdiigiinii belirtmis ayrica platin-
rutenyum katalizortintin kullanilmasinin daha iyi CO, toleransi olacagini
belirtmiglerdir. Fakat yapilan diger calismalara bakildiginda rutenyumun
kullanilmasinin CO, toleransimi arttirdi§1 ama rutenyum ile platine kiyasla daha

diisiik giic tiretimi gerceklesecegi goriilmiistiir (Janssen vd., 2005).

Bu calismada da CO,nin PEM vyakit hiicresi performansindaki etkisinin
arastirilmasi icin ti¢ farkli yakit kullanilmistir. Yakit hiicresi calismalari, sirasiyla,
fermentorden direkt elde edilen, membran ile saflastirma deneyinden elde edilen
ve saf H, gazindan elde edilen 60:40, 80:20 ve 100:0 oranlarinda degisen farkl
H,:CO, hacim oranlarinda gerceklestirilmistir. Sekil 3.21°‘de agirlikca %38 Pt/C
katalizorii iceren tek hiicreli yakit hiicresinden farkli gaz karisimlariyla elde
edilen dongiisel voltametri (CV) egrileri verilmektedir. Bu asamada yakit
hiicresinin elektrokimyasal aktif yiizey alani (EASA) asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanmistir (Ozdemir, 2019).

o374
yiik( ”C2>
2 cm
EASA (££2) = 11
S ( gPt ) 210 (C‘:n—cz)x elektrot yiikii (gPt/cm?) (3 )

Burada EASA, katalizoriin elektrokimyasal aktif ylizey alanini; Q, (210 uC.cm™?),
hidrojen desorpsiyonu icin yiikii; elektrot yiikii, calisan elektrot iizerindeki Pt
miktarini ifade etmektedir. Sekil 3.21, 30 °C’'de hiicre sicakliginda ve farkli yakit
konsantrasyonlarinda c¢alisan membran elektrot takimi (MET) dongiisel

voltametri sonuclarini gostermektedir.
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Sekil 3.21 Farkli yakit oranlari i¢cin 500 mVs™ tarama hizinda alinan dongiisel
voltametri egrileri

Sonuclar, EASA'nin hesaplanmasindan 6nce tarama hizi ile normalize edilmistir.
Calismada Pt yiikleme orami 100 ugy,.cm? olarak sabitlenmistir. Dongiisel
voltametri sonuglar1 dikkate alinarak farkli yakit konsantrasyonlari icin
hesaplanan elektrokimyasal aktif yiizey alanlar1 %100 , %80 and %60 (v/v) H,
icin swrasiyla 69,63 m?/g-Pt 38,84 m®/g-Pt and 30,08 m?/g-Pt bulunmustur.
Dongiisel voltammogramlarin, literatiirdeki gibi tanimlanmis hidrojen
adsorpsiyon/desorpsiyon, cift katmanl kapasitans ve Pt oksidasyon/rediiksiyon
bolgelerine sahip oldugu acikca gosterilmistir. Ayrica elde edilen veriler,
saflagtirllmamis biyogazin yakit olarak kullanildigi durumda aktif bolgenin saf
H,ye oranla 1,8 kat azaldigini gostermektedir. Diger taraftan saflastirilmis
biyogazin yakit olarak kullanilmasiyla, saflastirilmamisa kiyasla aktif bolgenin
1,3 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Sonuglar artan CO,
konsantrasyonunun, Pt-CO baglar1 nedeniyle, Pt katalizoriiniin aktif ytlizey
alanini azalttigini; bu nedenle yakit hiicresi performansinin zamanla azaldigini

gostermistir.

Dongiisel voltametrinin yani sira PEM yakit hiicresinin karakterize edilmesi ve
esdeger devre parametrelerinin belirlenmesi amaciyla elektrokimyasal empedans

spektroskopisi (EES) analizi yapilmistir. Empedans spektroskopisi sonuglari
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Simpleks metodu ile fit edilmistir ve fit edilen sonuclardan elde edilen esdeger

devre Sekil 3.22‘de gosterilmistir.

€ 100% A 80% (saflastiriimis) X 60% (ham)
0,90 -
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imajiner (Q)

Sekil 3.22 Farkli yakit oranlari icin 6lciilen ve modellenen Nyquist egrileri ve
empedans modelleri

Katalizor ve reaktant (H,) arasindaki elektron transferini engelleyen
polarizasyon direncgleri yarim dairenin capindan hesaplanmistir. Tek hiicreli test
sisteminin polarizasyon direncleri %100, %80 ve %60 (v/v) yakit
kompozisyonlari icin sirasiyla 0,3 (), 1,357 () ve 2,226 () bulunmustur. Nyquist
egrilerinden ve fit etilen model sonuclarindan goriildiigii tizere, direncler artan
CO, konsantrasyonu ile artis gostermistir. Ayrica CO, konsantrasyonunun
artmasiyla, aktif Pt katalizorleri tizerindeki CO adsorpsiyonu nedeniyle de bir

indiiktans dongtisiiniin gozlemlenmeye baslandig1 goriilmiisttir.

Sekil 3.23‘te ise farkli H,:CO, oranlar icin yakit hiicresinde elde edilen giic
yogunluklar1 ve polarizasyon egrileri goriilmektedir. Sonuclar incelendiginde
ylksek CO, oranlarinin daha disiik giic tiretimine neden oldugu acikca

goriilmektedir.
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Sekil 3.23 Farkli yakit oranlari icin yakit hiicresinde elde edilen polarizasyon ve
glic yogunlugu egrileri

Galismada elde edilen maksimum gii¢ ve akim yogunluklari; %100, %80 ve %60
(v/v) yakit kompozisyonlar icin sirasiyla 0,2 W.cm?, 0,08 W.cm?, 0,045 W.cm™
ve 0,78 A.cm?, 0,33 A.cm?, 0,2 A.cm?dir. Sonuclar yakit hiicresinde daha fazla
yakit tiiketildiginde daha fazla akim olustug§unun ve bdylece yakit hiicresi
veriminin arttigini géstermektedir (Razbani vd., 2013). Ornegin ham biyogaza
gore saflastirilmis biyogaz ile giic tiretimi 1,8 kat artis gostermistir. Razbani vd.
(2013), biyohidrojeni %40 ila %60 degisen H, oranlarinda simiile etmis ve yakit
kompozisyonunun kat1 oksit yakit hiicresine (SOFC) etkisini arastirmistir. Elde
ettigi sonucglara gore %60 H, %40 CO, oranindaki yakit ile yaklasik 17W gii¢
liretiminin gerceklestigini ve azalan H, konsantrasyonu ile gii¢c {iretiminin
azaldigin1 tespit etmistir. Wei vd. (2010), ise biyohidrojen ile PEM yakit
hiicresinde elektrik tiretimini incelemis, saflastirdiklar1 >%90 {izerindeki H, ile
PEM yakit hiicresinde 0,65 Vta 0,428W gii¢ elde etmislerdir. Arastirmacilar,
biyohidrojenin safliginin ve neminin yakit hiicresi icin 6nemli oldugunu ve ancak
saflastirmadan sonra biyohidrojenin elektrik {iretiminde yakit hiicresinde
degerlendirilebilecegini belirtmistir. Elde edilen sonuclar ve diger arastirmacilar

tarafindan yapilan arastirmalar, biyohidrojeni saflastirmanin yakit hiicresindeki
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Oonemini gostermistir. Bu nedenle, biyolojik proseslerle iiretilen biyohidrojenin

degerlendirilmesi icin biyohidrojen saflastirmasi gerektigi kanisina varilmistir.
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4

Sonug ve Oneriler

Bu tez calismasinda siit endiistrisi atiksularinin substrat olarak kullanildig
biyohidrojen iiretim sistemlerinde, atiklarin organik iceriginin azaltilirken sifir
karbon emisyonlu ve siirdiriilebilir bir elektrik iiretiminin saglandigi
gosterilmistir. Tez calismasi kapsaminda uygun mikrobiyal tiirlerin secimi,
isletme parametrelerinin optimizasyonu, entegre biyogaz saflastirma sisteminin
gelistirilmesi ve hidrojenden elektrik tretimi calismalar1 gerceklestirilmistir.
Deneysel calismalar farkli asamalara ayrilmis ve her bir asamada detayl

analizler yapilarak sonuclar degerlendirilmistir.

ilk asamada C.reinhardtii tiirii zenginlestirilmis ve hidrojen iiretim potansiyeli
incelenmigtir. Yapilan calismalarda hidrojen tiretimi hizli bir artis gostermis ve
kiimiilatif gaz hacmi yaklasik 45 ml’ye ulasmistir. Bu calisma, birka¢ giin
boyunca siirekli isletilebilecek fotobiyolojik siirecte C.reinhardtii tiirii kullanarak
H, gazi iiretmenin miimkiin oldugunu gostermektedir. Fakat siilfat icerigi olan
bir atiksudan bu tiir ile hidrojen iiretiminde zorluklar yasanacagi séylenebilir. Bu
nedenle atiksu calismalarinda once siilfat gideriminin yapilmasi daha sonra
hidrojen iiretim calismalarinin gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bunun yaninda
karanlik ve foto-fermantasyon gibi diger biyolojik hidrojen iiretim prosesleri ile
karsilastinlldiginda C.reinhardtii tird ile H, Giretim veriminin cok diisiik oldugu
goriilmektedir. Bu nedenle uygun proseslerin seciminde yiiksek verimli

teknolojilerin secimi 6nem arz etmektedir.

ikinci asamada karigik mikrobiyal kiiltiirden asidojenik bakterilerin secilmesi ve
zenginlestirilmesi calismalar1 gerceklestirilmistir. Bu asamada, temin edilen
karisik kiiltiire farkli 6n islemler uygulanarak ortamda bulunan metanojenik ve
diger hidrojen tiiketen bakterilerin ortamdan uzaklastirilmasi saglanmistir.
Sonuclarin verimliliginin takibi icin fermantasyon neticesinde iiretilen biyogaz
siirekli olarak analiz edilmis ve biyogaz iceriginde sadece hidrojen ve

karbondioksit kalana kadar calismalar siirdiirilmiistiir. Elde edilen sonuclar
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incelendiginde en yiiksek {i¢ hidrojen tiiretim potansiyelleri sirasiyla ultrasonik
on islem, donma-cozme ve BESA ile kimyasal o6n islem kullanilan
biyoreaktorlerde elde edilmistir. Siit endiistrisi atiksuyunun iceriginin substrat
inhibisyonuna yol acip a¢mayacaginin incelendigi calismada ise elde edilen
bulgular degerlendirildiginde herhangi bir substrat inhibisyonu go6zlenmemis
olup hidrojen tiretim verimleri artan substrat konsantrasyonu ile dogrusal olarak

arttig1 tespit edilmistir.

Uciincii asamada onceki calismalarda elde edilen mikrobiyal kiiltiirler ile
fermentor devreye alinmis ve mikrobiyal kiiltiirlerin atiksuya alisma siireleri
zamana bagl olarak incelenmistir. Sonuclar, uygun zenginlestirme yontemi ile
ve hidrojen iireten bakterilerin atiksuya alismasi icin uygun besleme stratejisi ile
siit endiistrisi atiksularindan 72 saat gibi kisa bir siire sonra hidrojen
iretebilecegini kanitlamistir. Bu sebeple bu calisma siit endiistrisi atiksuyundan
hidrojen tiiretimi icin uygun stratejinin belirlenmesi agisindan bir rehber olarak

kullanilabilecektir.

Calismalarin son asamasinda ise siit endiistrisi atiksuyundan siirekli sistemde
biyohidrojen {retim calismalar1 gerceklestirilmis ve polimerik membran
kullanarak tiretilen biyogaz saflastirilmistir. Saflastirilmis ve saflastirilmamis
biyohidrojen PEM yakit hiicresinde yakit olarak kullanilarak, vyakit
kompozisyonunun PEM yakit hiicrelerinden elektrik iiretim performansina etkisi,
performans kayiplar1 ve giic iretimleri degerlendirilmistir. Karanlk
fermantasyon prosesi esnasinda substrat giderimi (KOI olarak) %29 ve %42
arasinda ve maksimum H, {iretimi %42 substrat gideriminde 5696,40 mL olarak
elde edilmistir. Biyogaz icerisindeki biyohidrojen konsantrasyonu ise gaz
kromatografisi yardimiyla belirlenmis, %33-%60 (v/v) araliginda degismis ve
maksimum biyogaz icerigi %60 H, ve %40 CO, (v/v) olarak belirlenmistir. Gaz
saflagstirma calismalarinda ise PDMS membranin diger polimerlere kiyasla
yiiksek CO, gecirgenligine ve disiik basing ve oda sicakliginda calisabilme
yetenegine sahip oldugu goriilmistiir. Biyohidrojen saflastirma caligsmalarina
dayanarak, saflastirilmis H, icerigi %60’dan %80’e yiikseltilmistir ve bir sonraki
asamada saflastirilmis H,, PEM yakit hiicresinde yakit olarak kullanilmistir. Yakit

hiicresi calismalar ise, sirasiyla, fermentorden direkt elde edilen, membran ile
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saflagtirma deneyinden elde edilen ve saf H, gazindan elde edilen 60:40, 80:20
ve 100:0 oranlarinda degisen farkli H,:CO, hacim oranlarinda
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, saflastirilmamis biyogazin yakit olarak
kullanildigr durumda aktif boélgenin saf H,ye oranla 1,8 kat azaldigini
gostermektedir. Diger taraftan saflastirilmis biyogazin yakit olarak
kullanilmasiyla, saflastirilmamisa kiyasla aktif bolgenin 1,3 kat daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Elektrik dretim calismalarinda ise elde edilen
maksimum giic ve akim yogunluklari; %100, %80 ve %60 (v/v) yakit
kompozisyonlar icin sirasiyla 0.2 W.cm?, 0.08 W.cm?, 0.045 W.cm™ ve 0.78
A.cm? 0.33 A.cm? 0.2 A.cm? olmustur. Sonugclar yakit hiicresinde daha fazla
yakit tiiketildiginde daha fazla akim olustugunun ve boylece yakit hiicresi
veriminin arttigini gostermistir. Ayrica elde edilen sonuclardan yiiksek CO,
oranlarinin daha disiik gii¢ iretimine neden oldugu tespit edilmistir. Elde edilen
sonuclar ve diger arastirmacilar tarafindan yapilan arastirmalar, biyohidrojeni
saflagstirmanin yakit hiicresindeki 6nemini gostermistir. Bu nedenle, biyolojik
proseslerle {retilen biyohidrojenin degerlendirilmesi icin biyohidrojen

saflastirmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Yapilan bu calismalarin yani sira literatiirde bir c¢ok calismada, karanlik
fermantasyon ile gida endiistrisi atiklarindan asidojenik biyohidrojen iiretiminin
cevresel faydalar1 onlenen emisyonlar dikkate alinarak incelenmistir. Mevcut
prosesler icin CO, emisyonu ve asidifikasyon potansiyeli acisindan kiiresel
isinma potansiyeli diger konvansiyonel proseslerle karsilastirildiginda 0,5 kg
CO,/kg H, ve 0,3 g SO,/kg H, ile daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Dincer vd.,
2015; Parthasarathy vd., 2014). Sonuglar incelendiginde asidojenik
biyohidrojen iiretiminin iklim degisikliginin azaltilmasina pozitif katkida
bulundugu goriilmiistiir. Bu sebeple biyohidrojen tesislerinin kurulmasinin,
hidrojen iiretimi ile yeni bir yenilenebilir enerji kaynaginin saglanmasi fosil

yakitlara olan bagimlili§1 azaltmaya yardimc1 olacaktir.

Biyolojik hidrojen iiretiminin bu gibi avantajlarinin yaninda cesitli
dezavantajlarda tespit edilmistir. Ornegin KOI'nin ancak {icte birinin H,’e
cevrilmesi ve geri kalan organik maddenin UYA ya da alkol formunda sistemden

kacisi karanlik fermantasyon proseslerinin en onemli dezavantajlarindan bir
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tanesidir. Bu nedenle atiksu aritimi acisindan yalnizca karanlik fermantasyon
prosesinin yeterli olmayacagi, ardina ek bir aritma prosesinin ilave edilmesiyle
daha yiiksek atiksu aritma verimlerine ulasilabilecegi onerilmektedir. Bunun
yaninda H, tiiketen bakterilerin ortamda bulunmasi verimi diisiirmektedir. Bu
nedenle yapilacak olan calismalarda daha yiiksek verimler elde etmek icin

mikroorganizma kiiltiiriiniin kontrol altinda tutulmasi1 6nerilmektedir.

Hidrojen iiretim proseslerinde karsilasilan en biiyiik problem hidrojenin
depolanmasidir. Bu problemin iistesinden gelmek icin arastirmacilar farkl
hidrojen tasiyicilarinin (NH, gibi) aracglarda kullanimini Onermistir. Fakat
iretilen hidrojenin, NH, gibi hidrojen tasiyicilarina ¢evrimi ek bir proses daha
gerektirdigi icin, biyolojik hidrojen {iiretimi calismalarinda iiretilen hidrojenin
direkt yakit hiicrelerinde degerlendirilmesinin daha az maliyetli bir yontem
olacag1 kanisina varilmistir. Ancak burada da iiretilen elektrigin depolanmasi
onem arz etmektedir. Ciinkii atiksu gibi yenilenebilir enerji kaynaklari, siireklilik
arz etmeyip, belirli periyotlarda ve zamanlarda, farkli miktarlarda olusmaktadir.
Bu nedenle, tez calismasinda iiretilen enerji gibi yenilenebilir enerji

kaynaklarinin yasamasi depolanmasina baghdir.

Sonu¢ olarak bu tez calismasinda organik igerigi yiiksek kuvvetli endiistriyel
atiksularin aritiminin saglanacagi; alternatif enerji kullanan, isletme maliyeti
diisiik stirdirilebilir bir aritma sistemi gelistirilmesi ile atiksuyun katma degeri
olan bir riine donistiiriilmesi ve enerji/madde geri kazanimi saglayarak

lilkemize ekonomik ve cevreci bir katki saglamaya calisilmistir.
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