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LIGNOSELULOZIK ATIKLARDAN BiYOLOJIK HIDROJEN GAZI
URETIMI

(074

Hidrojen, temiz bir enerji kaynagi olmasi sebebiyle gelecegin enerji kaynagi
olarak goriilmektedir. Lignoseliilozik biyokiitle gibi ikinci nesil seliilozik atiklar,
biyohidrojen {iiretiminin ihtiyaci olan yiiksek karbon igerigini saglayacak nitelikte
olup temiz, karbon-notr ve yiiksek verimli enerji iiretimi i¢in umut verici

kaynaklardir.

Bu calismada lignoseliilozik atik olan Pinus brutia (kizilgam) odun talagindan
karanlik fermantasyonla hirojen gazi iiretimi incelenmistir. Bu amagla odun talasi
asit ve alkali hidrolize tabi tutularak elde edilen toplam sekerden hidrojen iiretim
calismalar1 yapilmistir. Hidroliz sonucu olusacak toplam seker derigimini etkileyen
faktorlerin etkisi Box — Behnken istatistiksel deney tasarim metodu kullanilarak
belirlenmistir. Bagimsiz degiskenler, asit/baz derigimi, odun talas1 derisimi, hidroliz
sicakligi ve hidroliz siiresidir. Stat — Ease Design Expert bilgisayar yazilimi
kullanilarak ikinci dereceden cevap esitligi gelistirilmis ve maksimum seker
derisimine ulagmak i¢in optimum asit ve alkali hidroliz sartlar1 belirlenmistir. Odun
talasmin asit ile hidrolizinden alkali hidrolize nazaran daha yiiksek seker
derisimlerine ulagilmistir. Optimizasyon sonucunda, odun talasi derigimi yiizde 8,
asit derisimi yiizde 8, hidroliz sicaklig1 121 santigrat derece ve hidroliz siiresi 15
dakika olan asit hidrolizi sartlarinda maksimum 40 g/L toplam seker derigimine
ulagilmigtir. Asit hidrolizinden elde edilen hidrolizattan karanlik fermantasyonla
hidrojen gazi iiretiminde baslangi¢ seker derisimine etkisi incelendiginde, maksimum
hidrojen iiretim verimi 0,6 mol/mol ile 1 g/L baslangi¢ seker derisiminden elde

edilmistir.

Anahtar kelimeler: Biyohidrojen, hidroliz, karanlik fermantasyon, lignoseliilozik

atiklar, odun talasi.
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BIOLOGICAL HYDROGEN GAS PRODUCTION FROM
LIGNOCELLULOSIC MATERIALS

ABSTRACT

The energy limitation in the world diverted the attentions to clean and renewable
energy sources. Hydrogen is one of the clean and renewable energy sources with
high energy value. Therefore, it is considered as source of energy in the future.
Second generation cellulosic wastes as lignocellulosic biomasses from such as
agricultural activities can be used as carbon source in order to achieve clean, carbon-

neutral and efficient biohydrogen production.

In this study, hydrogen production from one of the lignocellulosic wastes, Pinus
brutia (pinewood) chips by dark fermentation was investigated. Wood chip was
subjected to acid and alkaline hydrolysis to obtain sugar solution to be used in
hydrogen production by dark fermentation. Box-Behnken statistical experimental
design method was used to determine the significant factors that affect total sugar
formation after hydrolysis. The independent variables were acid or alkaline
concentration, wood chip concentration, hydrolysis temperature and period. Stat-
Ease Design Expert software was used to develop quadratic responses equation and
to determine optimum hydrolysis conditions for the maximization of total sugar
concentration. Acid hydrolysis resulted in higher sugar formation compared to
alkaline hydrolysis. The optimal conditions for acid hydrolysis were determined as 8
percent substrate concentration, 8 percent acid concentration, 121 degrees Celsius
and 15 minutes hydrolysis period with maximum sugar concentration of 40 g/L. by
using Stat — Ease Design expert software. The hydrolyzed wood chip was subjected
to the dark fermentation for biohydrogen production. The effect of initial total sugar
concentration on the yield of production was investigated. The maximum yield was

obtained as 0.6 mol/mol at initial total sugar concentration of 1 g/L.

Keywords: Biohydrogen, hydrolysis, dark fermentation, lignocellulosic materials,

wood chips.
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BOLUM BiR
GIRIS

1.1 Giris

Diinyadaki komiir, petrol ve dogalgaz gibi fosil enerji kaynaklarmin azalmasi
sonucu kiiresel enerji krizi ortaya ¢ikmaya baglamistir. Bu olusan kiiresel enerji krizi
ve iklim degisikligi nedeniyle de, temiz alternatif enerji kaynaklarinin gelistirilmesi
oldukca 1ilgi gormektedir. Riizgar enerjisi, gilines enerjisi, jeotermal enerji,
hidroelektrik enerji, fotovoltaik enerji, biyoyakitlar ve hidrojen enerjisi alternatif,
temiz, yenilenebilir ve siirdiiriilebilir enerji kaynaklarindan bazilaridir. Bu alternatif
enerji kaynaklarinin yenilenebilir ve siirdiiriilebilir 6zellikte olmasma ek olarak
atmosfere diisik ya da sifir sera gazi emisyonu salmalar1 da enerji iiretim
calismalarini bu alana yogunlastirmistir. Hidrojen gazi, temiz ve enerji verimi yiiksek
oldugu i¢in en ¢gok umut veren enerji kaynagi olarak ortaya ¢ikmistir (Cheng ve ark.,

2011).

Hidrojen gazi fosil enerji kaynaklar1 gibi kolay ulasilabilir degildir ya da dogal
olarak bulunmamaktadir. Bu nedenle, hidrojen gazmnin ticarilestirilmesine ya da
yaygin enerji kaynagi olarak kullanilmasina en biiyiikk engel, yiliksek iiretim
maliyetidir. Ozellikle fiziko-kimyasal yontemlerle hidrojen gazi iiretiminde yiiksek
sicaklik ihtiyacindan dolayr iiretim maliyetleri artmaktadir. Son yillarda Onem
kazanan biyolojik hidrojen gaz1 liretiminde ise iiretim sartlarinin daha kabul edilebilir

ve diisiik maliyetli olmasindan dolayi tercih edilmektedir (Cheng ve ark., 2011).

Hidrojen gazi; 1) algler tarafindan suyun biyo-fotolizi, 2) karanlik fermantasyon
ve 3) karbonhidratlarin foto-fermantasyonu yontemleri ile biyolojik olarak
iiretilebilmektedir. Algler tarafindan hidrojen iiretimi oldukca yavas ve 151k enerjisi
gerektiren bir siirectir. Ayrica, serbest oksijen ve alglerin trettigi oksijen hidrojen
iretiminden sorumlu enzimleri inhibe etmektedir. Karanlik fermantasyon ile
biyohidrojen daha hizli ve daha verimli olarak Clostridium sp. gibi anaerobik

mikroorganizmalar tarafindan iretilmektedir. Foto-fermantasyon ile biyohidrojen



iretimi, zorlu caliyma kosullar1 ve 151k enerjisi ihtiyacindan dolayr maliyetlidir

(Kapdan ve Kargi, 2006).

Biyohidrojen gazi iiretim maliyetini diislirmenin en Onemli yolu ucuz ve
yenilenebilir hammadde olan tarimsal atiklar, kagit atiklar1 ve odun talaslar1 gibi

stirdiiriilebilir lignoseliilozik malzemelerin kullanilmasidir.

1.2 Hidrojenin Ozellikleri

Hidrojen, 1500’1l yillarda kesfedilmis ve 1700°lii yillarda ise yanict olduguna
karar verilmistir. Bu toksik olmayan, basit ve hafif element havadan 14,4 kat daha
hafiftir. Ayn1 zamanda evrende en bol bulunan elementtir (Momirlan ve Veziroglu,

2005).

Atmosfer ve yeryliziinlin hidrojen igerigi sirastyla %0,07 ve %0,14’diir. Havanin
yogunluguna (1,2 g/L) kiyasla hidrojenin yogunlugu (0,09 g/L) oldukca diisiiktiir
(Argun, 2010). Dogada yalniz bagina bulunmayan hidrojen, suyun yapisi ile ¢ok
sayida organik ve kimyasal bilesiklerde bulunmaktadir. Renksiz ve kokusuzdur. Sivi

forma -252,77°C’de gecebilmektedir.

Hidrojenin 1sitma degeri (lirtinii oldugu su goz 6niinde bulunduruldugunda) 3042
cal/m*’tiir. Yanma sirasinda, suyun ana iiriinii olarak hidrojen, temiz ve Kkirletici

olmayan bir yakit olarak kabul edilmektedir.

Farkli yakitlarin 6zellikleri Tablo 1.1°de Ozetlenmistir. Diger gazli yakitlarla

karsilastirildiginda hidrojen, insan ve ¢evreye zararsizdir (Das ve Veziroglu, 2001).



Tablo 1.1 25°C’de ve 1 atm basingta yakit 6zellikleri (White, Steeper ve Lutz, 2006)

Ozellik Hidrojen Dogal Gaz Benzin
Yogunluk (kg/m®) 0,0824 0,72 730°
Yanabilirlik
smirlar1 (havadaki 4-78 4,3 -15 1,4-7,6
9% hacmi)
Yanabilirlik
1-7,1 4-1 ~0,7-4
sinirlari (@) 0.1-7, 0 /6 0.7
Havada
kendiliginden 258 793 550
tutusma (K)
Mini
nimumyanma | 025 021
enerjisi (m)J)
Alev hiz1 (m s™)° 1,85 0,38 0,37 - 043
Sondiirme mesafesi 0.64 2.1¢ <9
(mm)
Stokiyometrik
yakit/hava kiitle 0,029 0,069 0,068
icerigi
Stokiyometrik
29,53 9,48 ~ 24
hacim orani (%)
Alt 1sitma degeri
119,7 45,8 44,7
(MJ/kg) ?
Yanma 1s1s1
3,37 2, 2,83
(MJ/Kgair) ?

2 0°C’de s1v1 halde
b Stokiyometride
¢ Metan

4 Buhar

1.3 Hidrojen Gazinin Kullanimi ve Avantajlar

Hidrojen enerjisi yeni, siirdiiriilebilir, temiz enerji sistemlerinin 6nemli bir
faktoriidiir. Bu yeni enerji tasiyicisinin sagladigi avantajlarla; yangin tehlikesi
olusturmayan ve tasimmasi giivenli bir gazdir, cesitli yontemlerle (6rn. fosil yakitlar,
dogrudan giines 15181, suyun elektrolizi vb. gibi) iiretimi miimkiindiir, hidrojenin
yanmast sirasinda CO», CO, SO, VOC ve parcaciklar olusmaz, ancak buhar ve NOx
emisyonu olusmaktadir. NOx olusumu alev sicaklig1 ve siiresinin bir fonksiyonudur.

Hidrojen, genis alev alma derecesine gore goz Oniine alindiginda, motor tasarimi ile



yanmast etkilenebilir ve bodylece NOx emisyonu azaltilabilir (Momirlan ve

Veziroglu, 2002).

Hidrojen gazi1 endiistride ¢ok ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir. Kullanim amaci

ve endiistriler asagida 6zetlenmistir:

e Hidrojenasyon proseslerinde reaktiftir.

e Metanol iiretimi i¢in kullanilmaktadir.

e Oksidasyon ve korozyona kars1 korumada kimyasal reaktiftir.

e Metal sinterleme ve baglanma iglemleri,

e Bir gii¢ kaynag1 olarak havacilik ve ucak endiistrisinde,

e Elektrik jeneratorii sogutucu,

e Alternatif yakit olarak otomotiv ve ulagim ekipmanlari,

e Argon gazi karistirilmasiyla paslanmaz ¢elik kaynagi olarak ve

e Ayni zamanda hidrojen gazi kimyasal, elektronik, gida ve icecek, cam, metal

iiretimi, ila¢ ve biyoteknoloji endiistrisinde kullanilmaktadir.

1.4 Hidrojen Uretim Yontemleri

Hidrojen fosil yakitlardan elde edilebildigi gibi suyun elektrolizi ile, biyokiitleden
ve biyolojik proseslerle iiretimi miimkiindiir. Giiniimiizde hidrojen agirlikli olarak
dogal gazin buhar reformasyonu ile elde edilmektedir. Suyun elektrolizi bilinen bir
yontem olmakla beraber ekonomik hale getirilmesi konusunda ¢alismalar, yine
benzer sekilde giines enerjisinden biyoteknolojik yontemlerle hidrojen {iiretimi

konusunda arastirma ve gelistirme ¢aligmalar1 devam etmektedir.

Hidrojen; fosil yakitlar, su ve biyokiitle olmak iizere ti¢ farkli kaynak ile
iretilebilir (Sekil 1.1) (Das ve Veziroglu, 2001).



HIDROJEN URETIM YONTEMLERI

! ! !

FOSIL YAKITLARILE BIYOKUTLE iLE SUILE
o Dogalgazin buhar o Piroliz o Elektroliz
reformasyonu
o Gazlagtuma o Termokimyasal
o Kismi oksidasvon parcalanmalar

o Dogalgazin temel o Termoliz

parcalanmasi

o Komiirin gazlagtirilmasi o Biyolojik tiretim

Sekil 1.1 Hidrojen iiretim yontemleri semasi

Hidrojenin yaklasik %90’1 dogalgazin yiiksek sicaklikta buhar reformasyonu
sonucu tiretilmektedir. Komiiriin gazlastirilmasi ve elektroliz ise diger tercih edilen

yontemlerdir (Das ve Veziroglu, 2001).

Dogalgazin buhar reformasyonu, kismi oksidasyon, dogalgazin termal
parcalanmasi, komiiriin gazlastirilmasi gibi endiistriyel metodlarda baslica enerji
kaynag1 olarak fosil yakitlar1 kullanilmaktadir. Elektrokimyasal ve termokimyasal
hidrojen {iiretim proseslerinde ise gerekli enerji yiiksektir ve ¢evreye zararl etkileri
mevcuttur. Ancak biyolojik hidrojen iiretimi proseslerinde normal sicaklik ve
basinglarda ¢aligildigi i¢in enerji ihtiyac diisiiktiir. Biyolojik {iretim prosesleri sadece
cevreye dost olmasiyla degil ayrica yenilenebilir enerji kaynaklarinin kullaniminin

saglamasiyla da avantajli hale gelmektedir (Das ve Veziroglu 2001).
1.5 Biyolojik Hidrojen Uretimi
Biyohidrojen kavrami, yenilenebilir kaynaklardan (gilines, su, organik atiklar)

hidrojenin biyolojik ya da fotobiyolojik yolla tiretimi i¢in kullanilmaktadir. Bu

amacla baz1 bakteriler ve mikroalglerden yararlanilmakta, biyolojik yolla hidrojen



eldesi kiiciik Olgeklerde son 25 yildan beri daha yogun olarak c¢alisilmaktadir.
1970’lerde ortaya ¢ikan petrol krizi ile birlikte, 6zellikle hidrojen iiretim prosesleri
one cikmaya baglamistir. Hidrojen iiretiminde biyolojik ydntemlerin kullanilmasi
heniiz ucuz olmamakla birlikte, ¢evre dostu temiz teknolojinin tercih edildigi
durumlar ve ozellikle 21. yiizyll i¢in iyi bir alternatif enerji kaynagi olmasi

kagiilmazdir. Biyolojik hidrojen iiretim yontemleri Sekil 1.2°de 6zetlenmistir.

BIYOLOJIK
URETIM
YONTEMLERI

Bivolojik CO-
H0

Fermantasyon

Tepkimesi
i )
VS TN ' S ’ ~
f Foto \‘.-‘ r.‘f Karanhk "} ;‘f Dogrudan %\11 4 Dolayh \e
| Fermantasyon | | Fermantasyon | |  Biyoforoliz | |  Biyofotoliz \3
. r__‘-.»"z k‘\‘_‘ _ :’;’ \-ﬂ.__ ,—ﬁf"‘ K“«__:_ _j"g

Sekil 1.2 Biyolojik hidrojen iiretim yontemleri

Biyolojik hidrojen iiretimi sistemlerinde, algler, siyanobakteriler (mavi-yesil
algler), fotosentetik ve fermantatif bakteriler kullanilmaktadir (Das ve Veziroglu,

2001).

Tablo 1.2 Biyohidrojen iiretim yontemlerinin substrat ve iiriinlerinin karsilastirilmasi (Eroglu, 2008)

Biyoprosesler | Mikroorganizma | Substratlar | Uriinler Reaksiyon
Biyofotoliz
Dogrudan Algler Isik H,, O, H,O — H, + (*2) O2
Dolayl Siyanobakteriler H,O, CO, | Biyokiitle
Biyolojik
CO -H;O Fotosentetik Cco Hs, CO; CO + H.0 —» CO2 + H2
reaksiyonu bakteriler H,O Biyokiitle
Foto Fotosentetik Isik H,, CO,,
fermantasyon bakteriler Organik | Biyokiitle, | Organik asitler + 6H,O +
atiklar Organik 151k — 12H, + 6CO»
asitler
Karanlik Fermantatif Organik H,, CO,,
fermantasyon bakteriler atiklar Biyokiitle, | CegHi20¢ + H2O — 4H; +
Yiiksek 2CO; + 2CH3COOH
organik
asitler




Biyolojik olarak hidrojen iiretilen dort farkli proseste kullanilan temel substratlar,
mikroorganizmalar ve olusan yan {irlinler farklilik gostermektedir. Tablo 1.2°de
yontemlerin substrat ve Tlriinler yoniinden kiyaslamasi, Tablo 1.3°de ise bu

mikroorganizmalarin smiflandirilmasi ve farkl tiirleri verilmektedir.

Tablo 1.3 Hidrojen iireten mikroorganizmalar (Das ve Veziroglu, 2001)

Tiirler Mikroorganizma Adlan

Scenedesmus obliquus
Yesil algler Chlamydomonas reinhardii
C. moewusii

Anabaena azollae

Anabaena CA

Siyanobakteriler A. variabilis
Heterocystous A. cylindrica

Nostoc muscorum

N. spongiaeforme
Westiellopsis prolica

Rhodobacter sphaeroides

R. capsulatus

R. sulidophilus
Rhodopseudomonas sphaeroides
R. palustris

Fotosentetik bakteriler R. capsulata

Rhodospirillum rubnum
Chromatium sp. Miami PSB 1071
Chlorobium limicola

Chloroexu aurantiacus
Thiocapsa roseopersicina
Halobacterium halobium

Enterobacter aerogenes
E. cloacae

Clostridium butyricum
Fermantatif bakteriler C. pasturianum
Desulfovibrio vulgaris
Magashaera elsdenii
Citrobacter intermedius

Escherichia coli




1.5.1 Suyun Biyofotolizi ile Hidrojen Uretimi

Biyofotoliz, alglerden giines enerjisi yardimiyla hidrojen ve oksijen elde etme
islemidir. Deniz suyu i¢indeki algler, bir tiir giines pili gibi ¢alisarak deniz suyunu
fotosentetik olarak ayristirirlar (Das ve Veziroglu, 2001). Fotokimyasal reaksiyonlar
genelde, radyasyon (kizilotesi, goriiniir veya morotesi) seklinde absorbe edilen enerji
ile baglatilir. Fotokimyasal reaksiyonlar bazen 1sik enerjisinin kimyasal enerjiye
cevriminde oldukga yiiksek verim gosterirler. Yesil bitkilerdeki fotosentez olayinda,
sudaki hidrojen ve oksijen molekiilleri arasindaki kararli yapmin 151k enerjisi
yardimiyla kirilmasi seklinde baslar. Ancak, bu reaksiyon sadece bitkilerde olusur
(Tiire, 2007). Fotosentetik olarak aktif bazi organizmalar, icerdikleri pigmentler
nedeniyle, suyun ayristirilmasi i¢in daha diisiik enerjili, yani goriiniir bolgede 1gmima
gerek duyarlar. Son yillarda bu alanda yapilan c¢alismalarda, ¢esitli
mikroorganizmalar ile deniz yosunlar1 hidrojen iretimi i¢in olduk¢a {imit verici

bulunmustur (Skulberg, 1991; Smith ve ark., 1992).

Biyofotoliz islemi, bitki ve alglerdeki fotosentezin esasini olusturur. Fotosentezde,
15181n absorbe edilmesiyle iki ayri1 fotosentetik sistem serisi olusur: 1) suyun
ayrilmasi ve O;’nin yayilmasi sistemi (“fotosistem II”” veya “PS II”’) ve 2) fotosistem
I (PSI), CO:‘in indirgenmesi (Ramachandran ve ark., 1998). Yesil bitkiler karbon
kaynagi alarak yalnizca CO: kullanirlar ve sadece enzimler hidrojen olusumunu
katalizleyebilirler. Ancak yesil bitkilerde hidrogenaz enzimi yoktur ve bu nedenle
hidrojen iiretemezler (Das ve Veziroglu, 2001). Mikroalgler cogunlukla 6karyotik
(yesil algler gibi) veya prokaryotiktir (siyanobakteriler ve mavi-yesil algler). Bunlar
hidrogenaz enzimi igerirler ve 6zel kosullar saglandiginda hidrojen iiretebilirler.
Hidrogenaz enzimi ile ferrodoksin (Fd) tasiyiciligiyla hidrojen olusum denklemi,

asagidaki gibi olmaktadir.

H»,O » PS 11 »PS 1 » Fd — Hidrogenaz—» H> (1.1)

0)]



Bu proses dogal olarak diger proseslere gore cazip gibi goziikmektedir. Cilinkii
giines enerjisini kullanarak suyu, oksijen ve hidrojene ayirmaktadir: (H2O — Hz + %2
02). Ancak, ortamda bulunan diisiik oksijen konsantrasyonlarinda bile, hidrogenaz
enziminin aktivitesini biyofotoliz boyunca inhibe ederek hidrojen olusumunu

azaltmaktadir (Das ve Veziroglu, 2001; Benemann ve Hallenback, 2002).
Biyofotoliz iki sekilde gerceklesir;

e Dogrudan biyofotoliz

e Dolayl biyofotoliz

1.5.1.1 Dogrudan Biyofotoliz

Dogrudan biyofotoliz ile hidrojen {iiretiminde mikroalgler 151k enerjisini

kullanarak hidrojen iiretirler (Sekil 1.3) (Leung ve ark., 2006).

2H,O Isik Enerjisi 2H> + O2 (1.2)

v

Bu proseste, PSII 1sik enerjisini absorbladiginda elektronlar olusmakta, bu
elektronlar, PSI ile absorblanan enerjiyi kullanarak ferrodoksin ile transfer edilmekte
ve hidrogenaz enzimi Fd’den aldigi elektronlar1 kullanarak hidrojen tiretmektedir

(Leung ve ark., 2006).

Giines -
enerjisi

PSI and — X »

PSII Fd

Sekil 1.3 Dogrudan biyofotoliz sistemi semasi (Leung ve ark., 2006)



Hidrogenaz oksijene karsi hassastir. Bu yiizden ortamda en yiiksek % 0,1

degerinde oksijen bulunabilir.

1.5.1.2 Dolayli Biyofotoliz

Dolayli biyofotoliz dort adimdan olusur:
e Fotosentez ile biyokiitle tiretimi
e Biyokiitlenin derigimi
e Aecrobik karanlik fermantasyon alg hiicreleriyle verimi 4 mol Hzo/mol glukoz
ve 2 mol asetat olugmasi

e 2 mol asetatin hidrojene doniisiimii

Dolayli biyofotoliz ile hidrojen iiretiminde siyanobakteriler kullanilmaktadir.
Gergeklesen reaksiyonlar 1.3 ve 1.4 esitlikleriyle verilmektedir (Leung ve ark.,
2006). Dolayli biyofotoliz reaksiyonu Sekil 1.4’de verilmistir (Benemann ve
Hallenbeck, 2002).

12H,0 + 6CO,; — CsH 206 + 60, (1.3)
CeH1206 + 12H20 — 12H; + 6CO, (1.4)

A
C=g
I% ;
£ 7 4 I
CO,
@ —

Fd

1
I
I
|
I
I
I
I
i
1

e I

Z H:ASE
PSI B oE0TLE : Fermantasyon
<Psn>-m , ' '[_]m

I
|
1
i
|
I
I
I

S Fd
o Sy
77 >
2H;0 0 l.agama 2.asama '
2H

Sekil 1.4 Dolayl biyofotolizle hidrojen iiretim semasi (Benemann ve Hallenbeck, 2002)
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1.5.2 Su — Gaz Déniisiimii Reaksiyonu

Bazi1 heterotrofik bakteriler (Rhodospirillium rubrum gibi) karanlikta CO
kullanarak ve ATP meydana getirerek, H*’y1 H»’ye indirgerler (Leung ve ark., 2006).

CO + H,0 — CO; + H,  AG =-20.1 kJ/mol (1.5)

Ana iirtinler CO> ve Hy’dir. Su — gaz reaksiyonu hidrojen iiretimine oldukg¢a
uygun bir prosestir. Bu proseste gram + (Carboxydothermus hydrogenoformans) ve
gram - (R. rubrum, Rubrivax gelatinosus) bakteriler kullanilabilir. Anaerobik
kosullar altinda CO birgok proteinin sentezini meydana getirmektedir. Bunlar CO

dehidrogenaz, Fe — S proteini ve CO hidrogenazdir (Leung ve ark., 2006).

Biyolojik su-gaz doniisim reaksiyonu ile hidrojen tiiretimi hala laboratuvar

Olgeklidir ve bu konuda yapilan ¢aligmalar kisithdir.

1.5.3 Fotofermantasyon ile Hidrojen Uretimi

Fotosentetik bakteriler, biyokiitle ve organik asitlerden nitrogenaz enzimi ve
gilines enerjisini kullanarak hidrojen {iretme kapasitesine sahiptirler. Sekil 1.5’de
fotofermantasyon yontemi ile hidrojen tliretimi sematik olarak gdsterilmistir. Son
yillarda bu konu ile ilgili calismalarda, girdi olarak endiistriyel ve tarimsal atiklar

kullanilmaya baslanmaistir.

A

vAg
< > ‘
DA H-‘

v
Fd ﬁ

BAKTERIYEL Nitrogenaz
FOTOSISTEM

2H

o

ORGANIK
MADDELER

Sekil 1.5 Fotofermantasyon prosesi ile hidrojen iiretimi (Benemann ve Hallenbeck, 2002)
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Fotosentetik bakterileri ¢esitli ¢evre sartlarina gore (aerobik, anaerobik, 151kl ya
da 1s1ks1iz) fonksiyonel hale gelebilirler, genis araliktaki 151k spektrumunda
calisilabilir ve yiiksek 151k yogunluguna dayanabilirler (Uyar, 2008).

Fotosentetik bakteriler, uygun organik bilesiklerin varliginda, azot siirli sartlarda
ve oksijensiz ortamda biiyiitiildiiklerinde hidrojen tiretebilmektedirler (Meyer ve ark.,
1978; Nandi ve ark., 1998). Oksijen ve amonyum iyonlar1 hidrojen iretimini
baskilayan yani negatif yonde etkileyen iki 6nemli faktordiir. Bu mikroorganizmalar
oksijensiz fotosentez yaptiklarindan dolay1 nitrogenaz enziminin oksijene duyarliligi

bir problem olarak ortaya ¢ikmamaktadir.

Fotosentetik bakterilerle hidrojen iiretimi swrasinda, nitrogenaz ve hidrogenaz
enzimleri rol oynar. Nitrogenazdan bagska hiicrelerin redoks durumlarmma gore
hidrojen katalizi ile ilgili iki yonlii ¢alisan hidrogenaz (reversable) ve hidrojen
tilketen hidrogenaz (uptake hydrogenase) enzimleri baskilanir ya da aktive olurlar.
En iyi molekiiler hidrojen iiretimi, bu ii¢ enzim aktivitesinin dengelendigi
durumlarda olmaktadir. Ortamdaki organik asitler hidrojen ve karbondioksite

dontstiiriilmektedir (Nandi ve ark., 1998).
i) Nitrogenaz
Uyar (2008), fotosentetik bakteriler ile hidrojen olusumunun bu enzim ile

gerceklestigini ve oksijeni uzaklastirdigini agiklamistir. Reaksiyon Esitlik 1.6’da

verilmistir.

N2 + 8H" + 8¢” + 16ATP — 2NH3 + H2 + 16ADP + 16 Pi (1.6)

11) Hidrogenaz

Enzim katalizi reaksiyonu basit¢e Esitlik 1.7°de verilmistir.

Hy & 2 H +2¢ (1.7
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Hidrojen iiretim hizin1 etkileyen faktorler enzim aktivitesi veya c¢evresel
faktorlerdir (Benemann ve Hallenbeck, 2002; Melis, 2002). Isik 6nemli bir etken
olarak ortaya ¢ikmakta, 15181 yogunlugu, dagilimi hidrojen iiretimini etkilemektedir.
Ayrica, azotlu bilesiklerin konsantrasyonu, indirgenmis bilesiklerin konsantrasyonu,
besi ortaminin pH degeri, sicaklik, tuz miktari, ortamin oksijen igermesi ve

ortamdaki farkli metaller de iiretim hizini etkileyen diger faktorler arasindadir.

1.5.4 Karanlhk Fermantasyon ile Hidrojen Uretimi

Bir¢ok anaerobik mikroorganizma kullanilarak karanlik fermantasyon reaksiyonu
ile seker, aminoasit ve doymus asit metabolizmas1 sonucunda H,, CO, ve diger

indirgenen maddeler iiretilir (Turner ve ark., 2007).

Karanlik fermantasyon ile hidrojen {iretimi sliresince, anaerobik bakteriler organik
maddeleri kullanarak karanlik sartlarda hidrojen {iretirler. Bu proses “karanlik
hidrojen fermantasyonu” olarak adlandirilir. Cilinkii kullanilan anaerobik bakteriler
1s18a ihtiya¢ duymazlar (Uyar, 2008). Genis bir aralikta, zorunlu anaeroblar ve
fakiiltatif anaerobik kemohetotroflar, Clostridia ve enterik bakteri gibi
mikroorganizma tiirleri karanlik fermantasyonla hidrojen iiretiminde etkilidirler (Das
ve Nath, 2004). Bircok anaerobik mikroorganizma karbonhidrat iceren substratlari
kullanarak hidrojen {tretebilir. Hidrojen iiretimi bakterilerde bulunan hidrogenaz
aktivitesi ile gergeklestirilmektedir (Chenlin ve Fang, 2007). Bu mikroorganizmalar
arasinda Enterobacter, Bacillus ve Clostridium tiirleri one ¢ikmaktadir (Hawkes ve

ark., 2002).

Hidrojen iireten mikroorganizmalardan Clostridium tiirleri Clostridium butyricum,
Clostridium termolactium, Closrtidium pasteurianum, Clostridium paraputrifium M-
21 ve Clostridium bifermentants zorunlu anaerob, gram pozitif, cubuk seklinde ve
spor olusturan organizmalardir (Chenlin ve Fang, 2007). Clostridia tiirleri hidrojen
iretimini iistel biiyiime fazi evresinde gerceklestirirler. Popiilasyon durgunluk fazina
ulastiginda, kesikli olarak Closrtidia’nin biiyiime metabolizmas1 hidrojen ve asit

iretim fazindan ¢oziicii liretim fazina doniisiir. Farkli mezofilik kiiltiirlerle yapilan
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aragtirmalarda hidrojen iiretiminde %64 — 66 Clostridia tiirlerinin kullanildig:
gozlenmistir (Kapdan ve Kargi, 2006). Hidrojen iiretimi i¢in kullanilan diger
tirlerden olan fakiiltatif anaeroblar ise Escherichia coli, Enterobacter,
Citrobacter’dir. Enterobacter gram negatif ve c¢ubuk sekillidir. Clostridium ve
Enterobacter  tirleri karigik  kiltiir  halinde c¢aligmalarda yogun olarak

kullanilmaktadir (Chenlin ve Fang, 2007).

1.5.4.1 Karanlik Fermantasyon ile Hidrojen Uretim Metabolizmas:

Karanlik hidrojen fermantasyonu potansiyelini etkileyen iki ©Onemli engel
bulunmaktadir. Bunlar yiiksek maliyetli glukoz kaynaklar1 ve diisiik hidrojen molar
verimidir. Glukoz ideal bir substrattir, ancak ¢ok masraflidir. Bir¢ok tarimsal
kaynaklar ve yiyecek atiklar1 karbonhidratlarca zengindir ve glukoz kaynagi olarak

kullanilabilmektedir (Turner ve ark., 2007).

Anaerobik bakteriler fermantasyon ile karbonhidratlarca zengin substratlarla 30°C
— 80°C’de karanlik ortamda hidrojen tiretebilirler. Karanlik fermantasyon ile hidrojen
iretimi Sekil 1.6°da gosterilmistir. Biyofotoliz prosesinde sadece H» tretilmektedir
ancak karanlik fermantasyon prosesinde H>’nin yaninda CO; de ¢ikmaktadir. Fakat
bu CO; degeri bitkilerin fotosentez yapmasi i¢in gerekli olan miktar kadardir (Leung

ve ark.,2006).

Thauer ve ark., (2007), Clostridium sp. mikroorganizmasiyla sadece son {iriin
olarak asetat olusmasi durumunda hidrojen veriminin 4 mol Ho/mol glukoz olacagini
belirtmistir (Esitlik 1.8). Eger son iiriin olarak biitirik asit meydana gelirse 2 mol

hidrojen olugsmaktadir (Esitlik 1.9) (Turner ve ark., 2007).

CsH 1206 + 2H,0 — 2CH3COOH + 4H> + 2CO» AG’=-182.4 kj (1.8)
Asetik asit

Ce¢H1206 + 2H>0 — CH>CH>,CH>COOH + 2H» + 2C0O, AG®=-257.1 kj (1.9)
Bitirik asit
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Ancak pratikte 1 mol glukozdan 4 mol H>’ye ulasilamaz. Ciinkii iiretim sonunda

iiriinlerin ¢ogu asetik asit ve biitirik asit igerir. Ayrica substratlarin bakterilerin

biiyiimesi i¢in harcanmasindan dolay1 teorik deger gergeklesemez.
\ -.
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Sekil 1.6 Karanlik fermantasyon ile hidrojen iretimi sematik gosterimi (Benemann ve Hallenbeck,

2002)

Hidrojen iiretimi hidrogenaz enzimi ile asagidaki reaksiyon ile katalizlenir.
2H" + 2¢” <> H» (1.10)
Hidrogenaz ¢esitli mikroorganizmalarin fizikogeneteginde var olmaktadir.
Hidrojen verimi, cesitli mikroorganizmalarin kullanimiyla yol izini temel alarak
degistirir. Substrat olarak glukoz kullanilmasiyla glikoliz yol iziyle hidrojen

iretiminde iki farkli bakteri yol géstermektedir (Sekil 1.7) (Turner ve ark., 2007).

1) Enterik bakteri, Esherichia coli gibi, piruvat — format hidrojenliyaz (PFHL)

enzim kompleksi (Benemann ve Hallenbeck, 2002).

Piruvat + CoOA ———» Asetil-CoA + format (1.11)

Piruvat-format hydrojenliyaz
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2) Kuvvetli anaeroblar, Clostridium sp. tirleri gibi, piruvat — ferrodoksin

oksidorediiktaz (PFOR) (Benemann ve Hallenback., 2002).

Piruvat + CoA + 2Fd(ox) —T—b Asetil-CoA + COz + 2Fd(red) (1.12)

Piruvat-ferrodoksin oksidorediiktaz

1 mol glukoz basina iiretilen hidrojen verimi (molar hidrojen verimi) enterik
bakteri ile 2 mol’diir (2 mol Ho/mol glukoz). NADH varliginda Clostridium sp. ile
iiretilen hidrojenin verimi ise en yiiksektir. Ferrodoksin oksidorediiktaz (NFOR)

aktivitesi ile ek olarak 2 mol hidrojen daha iiretilebilir (Turner ve ark., 2007).

Glikoz NFOR
\ ! 2 NADH
F 7 A
2 ATP / \ —2H

2 Piruvat
1) PFHL / 2)PFOR
2 format 2 Asetil CoA 2 Ferrodoksin
2 H: 2 Asetat 2 H:

Sekil 1.7 Glukoz fermantasyonu ile hidrojen olusumu yol izi (Turner ve ark., 2007)

1.5.4.2 Karanlik Fermantasyon ile Hidrojen Uretimini Etkileyen Parametreler

Karanlik fermantasyon ile hidrojen iiretiminde Onemli parametreler asagida

verilmistir.
e Sicaklik
° pH

e Oksitlenme — indirgenme potansiyeli (ORP)
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e Kismi gaz basinct

e Uretilen asitlerin ¢esitliligi

e Substrat ve biyokiitle konsantrasyonu
e Besinler

e Mikroorganizma kiiltiirii

Sicaklik mikroorganizmalarin biiylimesini ve metabolik aktivitelerini biiyiik
Olctide etkiledigi i¢in onemli bir parametredir (Lee, Lin ve Chang, 2006). Karanhk
fermantasyon prosesleri mezofilik (25 — 40°C), termofilik (40 - 65°C) ve ekstrem
termofilik (65 - 80°C) kosullarda gergeklesebilmektedir (Levin ve Chahine, 2010).
Karigik kiiltiir sistemleri ile hidrojen {tretimi i¢in optimum sicaklik, bakteri
popiilasyon yogunluguna baghdir (Yu, Zhu, Hu ve Zhang, 2002; Zhang, Liu ve Fang,
2003). Artan sicaklik ile hidrojen iiretiminin artacag1 gosterilmistir. Ancak, 6zellikle
mezofilik araligin disinda, sicaklik ¢cok daha yiiksek diizeylere ¢iktig1 zaman iiretim
verimini azaltabilir (Wang ve Wan, 2008). Biyokiitleden hidrojen {iretiminde,
termofilik anaerobik bakteriler, yiiksek verimde hidrojen iirettigi i¢in tercih edilebilir.
Maksimum teorik degerleri 4 mol H»/mol glukoz’dur. Zorunlu anaerob bakteri
Clostridium sp. ile 2 mol H»/mol glukoz ve fakiiltatif anaerob bakteri olan
Enterobacter sp. ile 2 mol’den daha az verim elde edilmektedir. Ancak kullanilan
mikroorganizmalarda optimum hidrojen verimi ve yiiksek hidrojen iretim hizi
istenmektedir. Uriin olusumu hiicre yogunluguna baghdir. Clostridium sp. ve
Enterobacter sp. tiretim hizi maksimum 23 ve 58 mmol/L.saat’e kadar

ulasabilmektedir (Veziroglu ve Frano, 1998).

Karanlik fermantasyon siiresince pH onemli bir faktordiir ve fermentasyon pH
degeri ile hidrojen, organik asit ve diger {iriin olusumunun degisimi Sekil 1.8’de
gosterilmistir. Diisiik pH degerlerinde metan olusumu sona ermekte ve H»/CO:
iretilmektedir. Cogu metanojenler smnirli pH araliginda (6 — 8) cogalmalarini
gerceklestirmektedirler. Bircok arastirmada metanojenlerin olusumunu engellemek
icin calismalar gerceklestirilmistir. Bu c¢alismalar arasinda kimyasal bilesikler
kullanilarak (asetilen, etanol, metil klorid, 2-brometansiilfanat) metanojenlerin

olusmasint engellemenin yam1 swa biyokinetik kontrolde yogun olarak
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uygulanmaktadir. Biyokinetik kontrol yontemleri, diisiik pH ve 1s1 etkisi (~100 °C,
15 — 30 dakika) uygulanmaktir. Biyokinetik kontrol yonteminde, hem uygulamanin
kolay hem de ekonomik olmasit agisindan diisiik pH uygulamasi tercih edmektedir
(Logan ve ark., 2003; Vazquez ve Varaldo, 2008). Karanlik fermantasyon igin en
uygun pH araliginin 5,0 — 6,0 arasinda oldugu bildirilmistir (Fang ve Liu, 2002;
Chen, Lin ve Chang, 2001).

A
SR i A \\ ~ o 1. O
o s H./CO,
. 7/
vV / _~="" Organic acids
\ \ / s
/ ’
\ \ /
. / ;
\ \ / /
/ / -
Voo I ————— CH,
(P /!
\ vy, y
\ ¥4 / i
/ / Solvents
\ A / ya
X &~ Nyt /
¢ f= =i pH
IA // /
!
n Y /
¢ 00N /
| ~ /
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,// S 7/
o o
PR il _ ~— Substrate
1 1 1 || I 1 || I 1 -
Zaman

Sekil 1.8 Kesikli hidrojen fermantasyonu tipik gésterimi (Vazquez ve Varaldo, 2008)

Hidrojen iireten mikroorganizmalar zorunlu anaeroblardir. Oksitlenme indirgenme
potansiyeli (ORP) anaerobik kosullar1 saglamak i¢in onemlidir. Hidrogenaz enzimi
oksijen inhibisyonuna hassas oldugundan, ORP karanlik fermantasyon ile hidrojen
iiretim proseslerinde < -150 mV’de tutulmahidir (Argun, 2010). Fermantasyon ortami
icerisinde olusan oksijenin inhibisyon etkisini ortadan kaldirmak ve ORP = -150 mV
degerini elde etmek icin, ortam igerisinden argon veya N> gazi gecirilerek oksijenin
stipliriilmesi saglanir ya da sivi faz igerisine sodyum tiyoglukolat veya L-cystein
kimyasallar1 eklenerek anaerobik ortam saglanir. Oksijeni ortamdan uzaklastirmak
icin fakiiltatif mikroorganizmalar ile karisik kiiltiir gahigmalar1 da mevcuttur. Ornegin
Enterobacter aerogenes fakiiltatif bir anaerobik tiirdiir ve Clostridium sp. ile karisik

kiiltiir olusturarak hidrojen iiretebilir. Clostridium butyricum ile hidrojen iiretiminde
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Enterobacter aerogenes kullanarak indirgeyici madde olmaksizin yiiksek verimde

hidrojen {iiretilebilmektedir (Yokoi ve ark., 1998; Kargi ve ark., 2006).

Substat ve biyokiitle konsantrasyonu veya biyokiitle/substrat orani, hidrojen
iretim hizint ve verimini etkileyen bir bagka parametredir. Diigiik substrat
konsantrasyonlari iiretim verim ve hizinin diismesine neden olurken, yiiksek substrat
konsantrasyonlari ise inhibisyona neden olmaktadir. Ayni sekilde diisiik biyokiitle
konsantrasyonlar1 uzun siiren lag fazina ve yavas fermantasyon oranlarina, yiiksek
biyokiitle konsantrasyonlar1 da olusan son iirlinlerin inhibisyon etkisi yaratmasimna
neden olmaktadir. Biyokiitle konsantrasyonu ayrica hidrojen tiretim verimi ile toplam

ugucu yag asitlerinin olusumunu etkilemektedir (Argun ve ark., 2008).

Hidrojen tirteiminde basit sekerler, nisasta igeren atiklar, seliilloz igeren atiklar,
gida sanayi atiklari, atik su ve atik camur susbtrat olarak kullanmilmistir (Kapdan ve
Kargi, 2006). Baz1 substratlar kompleks bir yapiya sahiptir ve cesitli 6n islemler
uygulanarak fermantasyona hazir hale getirilmektedir (Wongthanate, Chinnacotpong
ve Khumpong, 2014). Biyokiitle, biyohidrojen iiretimi i¢in dogada en bol bulunan
ucuz, temiz, giivenilir yenilenebilir kaynaklardandir (Leung, ve ark., 2006; Kapdan
ve Kargi, 2006). Bir¢cok gelismekte olan iilkede biyokiitle enerjisi %40 — 50 oraninda
enerji ihtiyacina katkida bulunurken, diinyada ise enerji arzinin yaklasik %12’sini
karsilamaktadir (Demirbas, 2001). Son yillarda ise hidrojen gazi iiretiminde basit
karbon kaynaklarinin yerine hammadde olarak atik biyokiitle kullanilmasi ve

ozellikle birincil aday olarak lignoseliilozik atiklarin tercih edilmesi s6z konusudur.

Karbon kaynagi haricinde mikroorganizmalarin optimum yasam kosullarmin
saglanmas1 i¢in azot, fosfor ve diger inorganik mineraller gerekmektedir. Besin;
hidrojen {iretimi, biliylime ve karanlikk fermantasyon bakterilerinin hiicresel
faaliyetleri icin hayati 6nem tasimaktadir. Azot; protein, niikleik asit ve enzimlerin
onemli bir bilesenidir ve hidrojen iireten bakteriler icin 6nemli bir besin kaynagidir
(Wang ve Wan, 2008). Amonyum kloriir (NH4Cl), iire (CHsN20), amonyum
bikarbonat (NH4HCO3), maya ekstrakt1 ve polipepton hidrojen iiretimi i¢in mevcut

azot kaynaklaridir (Bisaillon, Turcot ve Hallenbeck, 2006; Salerno, Park, Zuo ve
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Logan, 2006; Argun ve ark., 2008; Lay ve ark., 2005; Liu ve Shen, 2004; Morimoto
ve ark., 2004; Yokoi, Ohkawara, Hirose, Hayashi ve Takasaki, 1995). Ayrica, fosfat
hidrojen tiretimi i¢in gerekli olan temel besleyici degeri yani sira tamponlama
kapasitesi nedeniyle de besi ortamma eklenmektedir. Fosfat uygun
konsantrasyonlarda karanlik fermantasyon bakterilerinin hidrojen iiretimini arttirdig1
gibi ¢ok yiiksek konsantrasyonlarmda hidrojen iiretiminin inhibisyonuna neden

olmaktadir (Bisaillon, ve ark., 2006; Lay ve ark., 2005; Argun ve ark., 2008).

Metal iyonlar1 yiliksek konsantrasyonlarda toksik etki yaratabilir ancak eser
miktardaki metal iyonlar1 fermantatif hidrojen iiretimi icin gereklidir. Mg?*, Na,
Zn>*, Fe’* iyonlar1, organizmalarin kiiltivasyonu ve hidrojen iiretimi igin gerekli

iyonlardir (L1 ve Fang, 2007).

Hidrojen iiretiminde kullanilan 6nemli bakteri kiiltiirii Clostridium genusuna ait C.
Butyricum (Yokoi ve ark., 2001), C. thermolactium (Collet ve ark., 2004), C.
pasteurianum (Lin ve Lay, 2004; Liu ve Shen, 2004), C. paraputrificum M-21
(Evvyernie, 2001) ve C.bifermentants (Wang ve ark., 2003) tiirleridir. Bunlar, obligat
anaerob ve spor olusturan organizmalardir. Ayrica Clostridium sp. tiirleri anaerobik
camurun 1s1 ile muamelesi sonucu elde edilirler (Kapdan ve Kargi, 2006).
Enterobacter aerogenes ve E. Clocae ITT-BY08 benzer enterik fakiiltatif
bakterilerdir. 7. Thermosaccharolyticum, Desulfotomaculum  geothermicum,
Thermococcus kodakaraensis KODI1, Klebsiella oxytoca HP1 biyohidrojen
iretiminde kullanilan benzer termofilik mikroorganizmalardir (Kapdan ve Kargi,
2006). E. coli ve Hafnia alvei bakterileri glukozdan biyohidrojen iiretebilmektedir
(Podesta ve ark., 1997). Aeromonas spp., Pseudomonas spp. ve Vibrio spp. hidrojen
dretiminin aerobik kiiltiirleridir.  Clostridium  spp., Actinomyces spp. ve
Porphyromonas spp. anaerobik graniillii camurda bulunmaktadir (Kapdan ve Kargi,
2006). Thermotogales sp. ve Bacillus sp. hidrojen iiretiminde kullanilan mezofilik
asidojenik kiiltiirlerdir (Shin, Youn ve Kim, 2004). Thermoanaerobacterium sp. de
benzer bir sekilde hidrojen iiretme kapasitesi olan anaerobik termofilik organizmadir
(Shin ve ark., 2004; Ueno, ve ark., 2001). T. thermosaccharolyticum ve

Desulfotomaculum geothermicum hidrojen treten termofilik asidojenik kiiltiirdiir
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(Shin ve ark., 2004). Mezofilik ve termofilik mikroorganizmalarin yani sira
hipertermofilik tiirler de hidrojen iiretme potansiyeline sahiptir. Thermococcus
kodakaraensis KODI tiirii hipertermofilik bakteriye 6rnektir (Kanai ve ark., 2005).
Klebsiella oxytoca HP1 ve Clostridium thermolactium farkli sicakliklarda hidrojen
iretmektedirler (sirastyla 58°C ve 35°C) (Collet ve ark., 2004; Minnan ve ark., 2005).
Ozet olarak, Clostridium sp. ve Enterobacter sp. karanlik fermantasyon ile hidrojen
iretiminde ag1 malzemesi olarak kullanilan en yaygin mikroorganizmalardir (Wang
ve Wan, 2009). Clostridium sp. gram pozitif, cubuk sekilli anaeroblardir ve spor
olustururlar. Enterobacter sp. ise gram negatif, ¢ubuk sekilli ve fakiiltatif anaerobik

mikroorganizmalardir (L1 ve Fang, 2007).

1.6 Biyohidrojen Gazi Uretimi I¢in Biyokiitle

Biyokiitle enerjisi i¢in kullanilan karbon kaynaginin ekilebilir arazi ile rekabeti
onlemek i¢in gida kaynaklari, gida dis1 iirlinler veya tarimsal atiklar olmalidir. Bu
nedenle biyokiitle enerjisi karbon kaynaklari; birinci, ikinci ve li¢iincii nesil biyokiitle
olarak smiflandirilmistir. Birinci nesil karbon kaynagi olarak glukoz, maltoz, sukroz
ve nisasta biyohidrojen tliretiminde ayrintili olarak incelenmistir (Kapdan ve Kargi,

2006).

Ikinci nesil biyokiitle, tarimsal atiklar, kagit atiklari, endiistriyel ve evsel organik
kat1 atiklar olup lignoseliilozik biyokiitle olarak da isimlendirilmektedir. Basit
sekerlerin substrat olarak kullanilmasi yerine lignoseliilozik biyokiitle i¢indeki
seliilloz ve hemiseliilozun kullanilmasi hedeflenmektedir. Bu amagla, misir kogani,
bugday kepegi, bugday samani, piring samani, piring kepegi, tatli sorgum, patates
kabuklari, seker kamis1 posast gibi ikinci nesil biyokiitleler hidrojen iiretiminde

kullanilmistir (Kim ve Dale, 2004).

Son yillarda, biyohidrojen iiretimi i¢in iiglincli nesil hammadde kaynag1 olarak
alglerin kullanimi {lizerine calismalar da 6nem kazanmustir (Wijffels ve Barbosa,
2010). Yiiksek karbonhidrat ve lipid icerigine sahip olmalari, hizli biiyiime oranlari,

karbondioksit ve diger sera gazlarimi kullanarak biiytimeleri ve tarimsal kaynaklara
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nazaran daha kisa hasat dongilisine (1-10 giin) sahip olmalarindan dolay1
biyohidrojen {iiretiminde siirdiiriilebilir ve yenilenebilir karbon kaynagi niteligi

tasimaktadirlar (Harun ve ark., 2010).

Biyohidrojen iiretiminde agirlikli olarak sukroz (seker kamusi), nisasta bazli
(bugday, musiwr, arpa, tatl sorgum ve tath patates) biyokiitleler tercih edilmekle
birlikte atik niteligi tasiyan organik icerikli evsel, tarimsal ve endiistriyel
lignoseliilozik biyokiitlenin kullanimmin yayginlasmas: atik geri doniigiimiiniin
enerji lretimine yonlendirilmesi gereklidir. Bu a¢idan lignoseliilozik biyokiitleden

biyohidrojen tiretimi 6n plana ¢ikmaktadir.

Lignoseliilozik biyokiitleden biyohidrojen tiretimi; 1) 6n islem, 2) hidroliz ve 3)
fermantasyon olmak {izere ii¢ temel adim i¢cermektedir. Uygulanan islemlerde temel
amag pargacik capmi kiiciiltmek, lignini ayirmak ve seliilozun glukoza hidrolizi ile
fermantasyon icin gerekli substrati elde etmektir. Seliiloz yiizey alanmin arttirilmasz,
karbonhidrat kaybmin en aza indirilmesi, hidroliz ve fermantasyon islemi sirasinda
mikroorganizmalara ya da enzimlere inhibisyon etkisi yaratan yan {iriinlerin
olusumunun Onlenmesi ve diisik maliyetli olmasi 6n islemlerde istenilen

ozelliklerdir.

Lig]_lli“ Hemiseliiloz
Lignin Seliiloz

\

Hemiseliiloz

Sekil 1.9 Lignoseliilozik biyokiitle lizerinde 6n iglem etkisinin sematik gosterimi (Zheng ve ark.,

2009)

Seliiloz, biyolojik yontemlerle elde edilen {iiriinlerin artan talebini saglamada

neredeyse tiikenmez bir substrat kaynagi olarak kabul edilir. Lignoseliilozik atiklarin
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genel icerigi Sekil 1.10’da verilmistir. %44 ile en yiksek igerigi seliiloz
olusturmaktadir (McMillan, 1994).

Seliiloz;

%44

Sekil 1.10 Lignoseliilozik biyokiitlenin ii¢ temel bilesimi (McMillan, 1994)

Seliiloz, selobiyozun C; ve Cs pozisyonlardaki glukozidik baglar1 (C-O-C) ile
bagl olan iki glukoz seker biriminden olustugu dogrusal bir polimerdir (Sekil 1.11).
Hidroliz sirasinda glukozidik baglarin kirilmas: ile glukoz molekiilleri elde

edilmektedir (Pinkert ve ark., 2009).

i *—— Selobiyoz ———= :
: 5 H
H OH | | 0
HO o HO o
HO o] HO CH
(o] o oH
OH OoH

n

Sekil 1.11 Seliilozun polimer zincir yapist (Pinkert ve ark., 2009)

1.7 On Islemler

Lignoseliilozik atiklardan biyolojik hidrojen gazi iiretimi i¢in On islemlere ihtiyag
duyulmaktadir. On islemler; 1) fiziksel, 2) fiziko-kimyasal, 3) kimyasal ve 4)
biyolojik olmak iizere dorde ayrilir. Fiziksel 6n islemler; lignoseliilozik atiklarin
ogiitiilmesi, frezlenmesi veya talas haline getirilmesi gibi mekanik olarak
parcalanmasmi kapsayan, kimyasal veya biyolojik 0n islemlere hazirlik

niteligindedir. Ogiitme &n iglemi ile biyokiitlenin yiizey alan1 genisler,
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fermantasyonda kisitlayict faktor olan selilloz kristallik derecesinde azalma ve
hemiseliiloz gibi substrat degeri olan diisiik molekiil agirlikli bilesenlerin de
kazanilmasi saglanir (Lin ve ark., 2010). Ancak fiziksel on islemler, biyokiitlenin
fermantasyona uygun hale getirilmesi i¢in tek basina yeterli degildir. Kimyasal 6n
islemlerle seliillozu daha kolay fermente edilebilir basit sekerlere doniistiiriilmesi
gereklidir. Oksidasyon, asit, alkali 6n islemleri ve solvent ekstraksiyonu en yaygin
olarak kullanilan kimyasal 6n islemlerdir. Arastirmalar; 6glitme, buhar patlamasi,
mikrodalga firin ve oksitleyici 6n islemin de dahil oldugu diger fiziksel ya da
kimyasal On islemler ile kombine asit/alkali 6n islemlerin hidroliz verimliligini
arttirdigin1 ve ayn1 zamanda asit/alkali tiiketiminin azaltilabilecegini gostermektedir
(Lo ve ark., 2011). Biyolojik 6n islemlerde, kahverengi ve beyaz ciiriik¢iil mantar
tiirleri ya da bu mikroorganizmalarin saflastirilmis enzimleri kullanilarak lignin ve
hemiselillozun pargalanmasi saglanabilir. Ancak, Ozellikle enzim saflastirilma
maliyetinin yliksek, reaksiyon hizinin yavas olmasi nedeniyle daha az tercih edilen

bir yontemdir.

1.7.1 Fiziksel On Islemler

1.7.1.1 Mekanik Parcalama

Atik materyaller, seliiloz kristalligini azaltmak i¢in yontma, 6glitme, talas haline
getirme ve ezme (presleme) kombinasyonlar1 ile pargalanabilirler. Materyallerin
boyutu yontma isleminden sonra genellikle 10-30 mm, O6giitme ve ezme
islemlerinden sonra ise 0,2-2 mm arasindadir. Titresimli top O0glitmesinin amact;
seliiloz kristalligini kirarak biyokiitlenin organizmalar tarafindan kullanilabilirligini
kolaylastirmakta ve bu nedenle swradan top Ogiitmesinden daha etkili olmaktadir
(Millet, 1976). Tarimsal malzemelerin mekanik parcalanmasinin zorlugu, son tanecik

boyutu ve atik biyokiitle karakteristiklerine baglidir (Cadoche ve Lopez, 1989).
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1.7.1.2 Piroliz

Piroliz ydnteminde, lignoseliilozik materyaller 300°C’den daha yiiksek
sicakliklarda iglem gordiikleri zaman, seliiloz hizlica ayrisarak gaz {irtinleri ve komiir
kalintis1 olusturur (Kilzer ve Broido, 1965; Shafizadeh ve Lai, 1975). Bu ayrisma ¢ok
yavastir ve daha diisiik sicakliklarda daha az ugucu iirlinler olusturulur. Siirec,
oksijenin varligiyla zenginlestirilebilir. Cinko kloriir veya sodyum karbonat, bir
katalizor olarak eklendigi zaman, saf seliilozun ayrigsmasi, daha diisiik bir sicaklikta

meydana gelebilir (Shafizadeh ve Lai, 1975).

1.7.2 Fiziko-kimyasal On Islemler

1.7.2.1 Buhar Patlamasi

Lignoseliilozik materyallere uygulanan en yaygim 6n islemdir (McMillan, 1994).
Kiiciik parcalara ayrilmis biyokiitle yiiksek basingtaki doygun buhar ile muamele
edilir. Daha sonra basing siiratle azaltilarak materyallerin patlayic1 dekompresyonu
saglanir. Buhar patlamasi genellikle 160 - 260°C’de ve 0,69 — 4,83 MPa basingta
baglatilir. Bu kosullarda birka¢ dakika ya da daha az siirede tutulduktan sonra
materyal atmosferik basinca maruz birakilir. Bu islem yiiksek sicakliktan dolay1
hemiseliilozun parg¢alanmasina ve ligninin doniisiimiine sebep olur ve boylece seliiloz

hidrolizi artar.

Buhar patlamast 6n isleminin etkinligi zamana, sicakliga, biyokiitle
parcaciklarinin biiyiikliigiine ve nem igerigine bagli olarak degisir. Optimum
hemiseliiloz ¢oziiniirliigli ve hidrolizi ya yiiksek sicaklik — kisa zaman (270°C, 1 dk)
ya da diisiik sicaklik — uzun zaman (190°C, 10 dk) uygulamasi yapilarak saglanabilir.
Yapilan ¢aligmalar diisiik sicaklik — uzun zaman kosullarinin daha etkili oldugunu
gostermistir. Buhar patlamasi 6n isleminin avantajlari, mekanik parcalama ile
karsilastirildiginda %70 daha az enerji gerektirmesidir (Holtzapple ve ark., 1992). Bu

yontem, en ekonomik 6n islem olarak zirai atiklara ve sert odunsu lignoseliilozik
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maddelere basariyla uygulanmis ancak yumusak odunsu lignoseliiloziklere daha az

etkili oldugu tespit edilmisti (Clark ve Mackie, 1987).

1.7.2.2 Amonyak Lif Patlamast (AFEX)

AFEX, belli bir zaman periyodunda lignoseliilozik materyallerin yiiksek sicaklik
ve basingta sivi amonyaga maruz birakilip ardindan basmcin hizlica azaltildig:
fiziko-kimyasal on islemlerin bir ¢esididir. Tipik bir AFEX prosesi 1 — 2 kg
amonyak/kg kuru biyokiitle, 90°C sicaklik ve 30 dakika siire kosullarinda yapilir.

AFEX 0n islemi ¢esitli otsu bitkilerin sakkarifikasyon islemini 6nemli derecede
hizlandirmistir. Yonca, arpa — bugday — piring samani, tahil kabugu, misir kogant,
sehirsel kat1 atiklar gibi ¢esitli lignoseliilozik materyaller bu yontemle hidroliz
edilebilmistir (Vlasenko, 1997; Mes-Hartree, 1988). AFEX, asitli 6nislemlere gore

hemiseliilozu daha az ¢6ziindiirtir.

Yapilan bir ¢alismada, bugday samani ve yonca yapraklarinin enzimatik hidrolizi
icin buhar ve amonyak On islemleri karsilagtirilmis ve bu biyokiitlelerdeki
hemiselilloz fraksiyonlarmin AFEX ile ¢6zlinmedigi ancak buhar patlamasinda
¢oziindiigii goriilmiistiir (Mes-Hartree, 1988). Ote yandan %5 oraninda lignin iceren
Bermuda otuna AFEX uygulamas: ile selilloz ve hemiseliilozun %90°n1 hidroliz
edilmistir (Holtzapple ve ark., 1991). AFEX prosesi lignin igerigi yiiksek olan

biyokiitlelere uygulandiginda diisiik hidroliz verimi elde edilmektedir.

1.7.2.3 Iyonik Sivilar (IL)

Iyonik sivilar daha c¢ok seliilozdan biyoetanol iiretimi i¢in 6n islem olarak
kullanilmistir. Iyonik sivilar verimli ve "yesil" seliiloz ¢dziicii olarak tanitilmaktadr.
Yiiksek miktarlarda seliillozun ¢oziinmesini saglayabilir, etkinligini kaybetmeden ¢ok
kez ayn1 ama¢ i¢in kullanilabilir, reaksiyon nispeten 90°C ve 130°C gibi kabul
edilebilir sicakliklarda ve atmosferik basingta gerceklesir ve biyolojik siireci

etkileyebilecek yan iiriin olusturmazlar (Heinze ve ark., 2005).
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Diger ugucu organik c¢oziicliler ile karsilastirildiginda, diisiik toksisite,
hidrofobisite, viskoziteli, termal stabilite, anyonunun genis se¢im avantajlarina sahip
ve katyon kombinasyonlari, elektrokimyasal kararlilik, yiiksek reaksiyon hizi,
potansiyel olarak en az cevresel etki ile diisiik volatilite ve yanmaz ozelliktedir
(Zheng ve ark., 2009). Iyonik sivilarla 6n islemde, seliiloz; hidroksil, oksijen ve
hidrojen elektron alict ve elektron verici olarak davranarak iyonik sivilarla
reaksiyona girer, hidrojen baglar1 kirilir ve bdylece glukoz molekiilleri arsindaki
baglar bozulur. Sonug olarak, seliiloz yapis1 glukoz kaybi olmadan bozulmus olur.
Coziinmiis seliilloz, etanol, metanol, aseton ve su gibi anti solvent ilavesi ile
cOktiiriiliir. Elde edilen seliilozun kristallik derecesinde ©Onemli bir azalma,

gozeneklilik yapisinda ise artig saglanir (Feng ve ark., 2008; Zhu, 2008).

Nguyen ve ark. (2009), piring samanini < 2 mm, 2 — 5 mm, > 10 mm olmak {izere
farkli parcacik boyutlarina ayirarak iyonik sivi — amonyak kombine o6n islemi
uygulamiglardir. Piring samaninin ana kompozisyonu; %4,6 nem, %36,8 seliiloz,
%25,8 hemiseliiloz ve %15,8 lignindir. Pirin¢ saman1 lignoseliilozik bilesenlerinin
iizerindeki iyonik sivilarin ¢esitli fraksiyonlarmin etkisinin belirlenmesi amaciyla
dort farkli iyonik sivi ile muamele edilmistir. Bunlar; 1-biitil-3-metilimidazolyum
kloriir ([Bmim]CI), 1-etil-3-metilimidazolyum kloriir ([Emim]CI), 1-etil-3-
metilimidazolyum asetat ([Emim]Ac) ve 1-etil-3-metilimidazolyum hidrojen siilfat
([Emim]Su)’dir. Bu iyonik sivilar 60 — 70°C sicaklikta piring samanini oldukga
yapiskan koyu kahverengi bir jele doniistiirmiistiir. On isleme tabi tutulmus piring
samanlar1 ile islenmemis piring samani karsilastirildiginda, morfolojik degisimler
goriilmiistiir. Kullanilan dort iyonik sivi arasindan ([Emim]Ac) iyonik sivisinin
seliilozu en yiiksek verimle doniisiime ugrattigi gozlenmis ve lignoseliilozik atiklarin
parcalanmasinda en umut verici 6n islem olarak gosterilmistir. <2 mm, 2 — 5 mm ve
> 10 mm olmak iizere ii¢ farkl parcacik boyutundaki piring samanlar1 sulu amonyak,
([Emim]Ac) ve NH3-([Emim]Ac) kombine On islemlerine maruz birakilmistir.
Aragtirmacilarin yaptig1 bu caliymada; < 2 mm boyutundaki parcaciklara kiyasla
daha biiyiik parcacik boyutlu piring samanlarindan elde edilen seliiloz doniigiimiiniin

daha ytiksek oldugu goriilmiistiir. <2 mm boyutlarina sahip piring samanlarinin sivi
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amonyak ile 6n isleminden elde edilen selilloz kazanimi %64, ([Emim]Ac) ile 6n
isleminden elde edilen seliilloz kazanimi %62 ve NH3-([Emim]Ac) kombine 6n
isleminden elde edilen seliiloz kazanim1 %58 olarak dl¢iilmiistiir. 2 — 5 mm parcacik
boyutlu piring samanina uygulanan ii¢ test yontemi karsilastirildiginda, NH3-
([Emim]Ac) kombine 6n islemi sonucunda en yiiksek selilloz kazanimi %82 ve

glukoz doniigiim oran1 %97 Olgiilerek en etkili yontem oldugu belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalar, iyonik sivilarm 5 ila 20 kez yeniden kullanilabilir olduklarini
gostermistir. Nguyen ve ark. (2009), bir ¢alismalarinda ([Emim]Ac) iyonik sivisini
20 kez kullanmis ve seliiloz kazanim oraninin %74’den %83’e kadar arttigini
gozlemlemislerdir. ([Emim]Ac) iyonik sivist 5 kez tekrar kullamildiginda glukoz
donilisim oraninin %97 oldugu goriilmiistiir. 10 kez tekrar kullanildiginda ise bu

glukoz doniigiim oran1 %94 olarak elde edilmistir.

Iyonik sivilarm en &nemli avantajlari; diger yontemlere kiyasla daha yiiksek
glukoz doniisiim verimi saglamalari, hi¢bir yan iirlin olusturmamalari, hidroliz
verimini etkilemeden birkag¢ kez tekrar kullanilabilir olmalar1 ve 6n islemler arasinda

tiim bunlar baz alindiginda maliyetinin uygun olmasidir.

1.7.3 Kimyasal On Islemler

1.7.3.1 Ozon On Islemi

Ozon; bugday samani (Ben-Ghedalia ve Shefet, 1981), kiispe, yesil ot, fistik, cam
(Neely, 1984), pamuk samani1 (Ben-Ghedalia ve Shefet, 1983), kavak talas1 (Vidal ve
Molinier, 1988) gibi bir¢ok lignoseliilozik biyokiitleden lignin ve hemiseliilozu
ayristrmada kullanilmistir. Bu ayristrma aslinda lignin ve hemiseliilloza kars1
smirhidir, selillozu etkilemesi daha zordur. Ozonlama 6n isleminin, bazi avantajlari
vardir; 1) etkili olarak lignin bozundurulur, 2) takiben uygulanacak biyolojik siirecler
icin zehirli artiklar liretmez, 3) tepkimeler oda sicaklig1 ve basincinda tamamlanir
(Vidal ve Molinier, 1988). Ozon 6n islemi; ligninin etkili uzaklastirilmasi, toksik

atiklarin olusmamasi ve reaksiyonun oda sicakliginda ve atmosfer basincinda
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gerceklesmesi agisindan avantajlidir ancak yiiksek miktarda ozon kullanimini

gerektirmesi prosesi pahal1 yapmaktadir.

1.7.3.2 Asitle On Islem

Asitle 6n islem, konsantre asitle (% 30 - % 70) ve diistik sicaklikta (40 °C) ya da
seyreltilmis asit (% 0,1) ve yiiksek sicaklikta (230 °C) yapilabilir. Siilfiirik asit
(H2S0s4), hidroklorik asit (HCI), nitrik asit (HNO3), fosforik asit (H3POs), asetik asit,
ve maleik asit gibi hem inorganik hem de organik asitler kullanilabilir. Ancak H2SO4
ile 6n islem en yaygin olarak kullanilan yontemdir. Konsantre asit seliiloz hidrolizine
son derece etkili olmasina ragmen, toksik, korozif ve tehlikeli olmasi sebebi ile tercih
edilmemektedir. Derisik asit kullanilmasi durumunda asit korozyonuna dayanikli
materyallerden iiretilmis olan reaktorlerin kullanilmas: gereklidir. Ancak diisiik pH
degerlerine dayanikli reaktdr materyali ya pahali ya da yeteri kadar dayamkli
degildir. Buna ek olarak, asitle 6n islemin ekonomik olabilmesi i¢in asidin geri
kazanilmas1 gereklidir. Bu nedenle, asitle 6n islemde seyreltik asit kullanilmas1 daha
cok tercih edilmektedir. Seyreltik asitle hidroliz yiiksek reaksiyon hizlarinda
gerceklesir ve seliilozun hidrolizini kolaylastirmaktadir (Esteghlalian ve ark., 1997).
Ancak bu siirecte sicaklik 6nemli bir faktordiir. Diisiik sicakliklarda sekerin yetersiz
bozulmasindan dolay1 diisiik biyogaz iiretim verimleri gézlenmektedir. Yiiksek
sicakliklarda ise seliiloz hidrolizi daha kolay gergeklesmektedir (McMillan, 1994).
Lignoseliilozik maddelerin seyreltik asit hidrolizi ile ksilanin ksiloza doniisiim
oraninda artis saglamak miimkiindiir (Hinman ve ark., 1992). Bu doniisiim orani
lignoseliilozik maddenin fermantasyonunda kullanilacak karbonhidrat miktarini
arttrmak i¢cin ¢ok Onemlidir. Seyreltik asit 6n isleminde iki yaklasgim vardir; 1)
yiiksek sicaklikta (T > 160 °C), %5 - %10 kat1 igerigi ile siirekli akish siirecler
(Brennan ve ark., 1986; Converse ve ark., 1989), 2) diisiik sicaklik (160 °C < T),
kesikli siiregler ve yiiksek substrat yiikleme (%10 - %40) (Esteghlalian ve ark.,
1997). Seyreltilmis asit 6n islemi 6nemli 6l¢iide seliiloz hidrolizini artirabilir, ancak
maliyet olarak buhar patlama veya AFEX gibi fiziko-kimyasal 6n islemlerden
genellikle daha yiiksektir. pH ndtralizasyonu, asitle 6n islemin ardindan gelen

enzimatik hidroliz ya da fermantasyon siirecleri i¢in gereklidir.
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Lignoseliillozik maddelerin esas bilesenlerinden biri olan hemiseliiloz, asit
hidrolizi ile %100 oraninda kendi bilesenleri olan ksiloz, arabinoz ve galaktoz
sekerlerine doniistiiriilebilir, ancak tamamen ¢éziinmesi saglanamaz. Bu yontemin en
Oonemli avantaji selillozun mikrobiyal ve enzimatik hidroliz i¢in daha hazir hale

getirilmesidir.

1.7.3.3 Alkali On Islem

Alkali 6n islemde NaOH, Ca(OH)>, KOH, NH3, H3O gibi bazlar kullanilarak
lignoseliillozik ~ maddeden  lignin,  hemiseliloz ve  selilozu  ayirarak,
mikroorganizmalar tarafindan daha kolay kullanilabilir bir substrat haline
doniistirmek hedeflenmektedir. NaOH ile alkali on islem ozellikle kagit
endiistrisinde lignin karbonhidrat baglarmin kirilmasinda yaygin olarak kullanilan bir
yontemdir (Tarkow ve ark., 1969). Baglarin kirilmasi ile gozeneklilik ve i¢ yiizey
alaninda artma, polimerizasyon ve kristallik derecesinde de azalma saglanmaktadir.
Ayrica lignin yapismin bozulmasi, lignin ve diger polimerler arasindaki baglarin
kirilmasi saglanmaktadir. Sonug¢ olarak lignoseliilozik madde fermantasyonla {iriin
eldesinde daha kolay kullanilabilir bir substrat haline doniismektedir. Alkali 6on
islemin etkinligi atik maddenin lignin igerigi ile dogrudan iliskilidir (Fan ve ark.,

1987).

1.7.4 Biyolojik On Islemler

Biyolojik 6n islem yontemlerinde atik materyallerdeki lignin ve hemiseliillozu
parcalamak i¢in kahverengi, beyaz ve yumusak kiif mantarlar1 kullanilir (Schurz,
1978). Kahverengi kiif mantarlari, esas olarak seliillozu pargalarken, beyaz ve
yumusak kiif mantarlar1 selilloz ve lignini parcalamaktadirlar. Lignoseliilozik
materyallerin biyolojik 6n islemlerinde, beyaz g¢iiriik¢lil mantarlardan en etkilisi
Basidiomycetes (kiif mantarlari/sapkalt mantarlar) tiirleridir (Fan ve ark., 1987).
Biyolojik 6n islemler, diger 6n islemlere gére maliyetli olduklarindan ¢ok fazla

tercih edilmemektedir.
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1.8 Kaynak Arastirmasi

Bilinen doga dostu yesil teknoloji gibi yenilenebilir kaynaktan biyolojik hidrojen
iretimi, siirdiiriilebilir kalkinma ve atiklarin en aza indirilmesini saglar (Kapdan ve
Kargi, 2006). Son yillarda daha temiz bir ¢evre ve atik yonetimine katkida bulunmak
amaciyla, temiz enerji kaynaklar1 olarak atik hammaddeler tercih edilmektedir.
Biyohidrojen iiretimi i¢in kullanilan atiklar yani biyokiitle, evsel ve tarimsal atiklar
olabilir. Bu tip biyokiitlelerin tercih edilmesinin sebebi toksik olmamalari, karbonca
zengin, Yyenilenebilir, fermente edilebilir ve ucuz olmalaridir. Biyohidrojen
iretiminde aritma ¢amuru, arpa, saman, misir saplari, seker pancari posasi, mistr,
odun talas1 gibi ¢esitli biyokiitleler karbon kaynag1 olarak kullanilmistir (Guo ve ark.,
2008; 2010; Wang ve ark., 2003b; Nicolau ve ark., 2008; Kotay ve Das, 2009;
Argun, Kargi, Kapdan ve Oztekin, 2008a; 2008b; 2009a; 2009b; Cao ve ark., 2009;
Fan ve ark., 2006; Lin ve ark., 2008). Hidrojen iiretimi i¢in en uygun hammade,
seliiloz ve nisasta igeren atiklardir (Sagnak, Kargi ve Kapdan, 2011). Tarimsal atiklar
ucuz, yenilenebilir, bol ve biyolojik olarak parcalanabilir olmasindan dolayi, bu
atiklardan biyohidrojen iiretimi gelecek vaat eden bir yaklasimdir (Guo, Trably,
Latrille, Carrere ve Steyer, 2010). Lignoseliilozik maddelerin fermente edilmesi
nisastaya veya basit sekerlere nazaran daha zordur. Lignin ayrilmasi i¢in kompleks
karbonhidratlarin 6n islemlerle fermente edilebilir hale getirilmesi gereklidir. Bu
nedenle lignoseliilozik atiklar i¢in uygulanacak olan on islemin tiirli ve hidroliz
sonucu elde edilecek fermente edilebilir seker tiiri ve miktar1 proses ekonomisi ve

hidrojen tiretimi agisindan énemlidir.

Lignoseliilozik atiklardan hidrojen iiretim potansiyeli uygulanan on isleme,
biyokiitle tiirline ve mikrobiyal kiiltiire baghdir (Nissila ve ark., 2014).
Lignoseliilozik atiklarin 6n islem ile; poroziteleri artar, lignin ayrilir ve seliiloz
kristalin yapis1 azalir. Bunun bir sonucu olarak, selillozun fermantasyon sirasinda
enzimatik hidroliz yoluyla basit sekerlere doniistiiriilmesi daha kolay olur (Nasirian
ve ark., 2011). Bu 6n islem ya da hidroliz agamasmin uygulanmasi ile hidrojen

iiretiminin arttigr goriilmektedir (Cui ve ark., 2009; 2010; Brynjarsdottir ve ark.,

31



2013; Han ve ark.,2012; Cao ve ark.,2012; Sekoai ve ark., 2013). Hidrojen tiretim

verimi 3 mol/mol olarak teorik verimin %75’ ine kadar ulasabilir (Nissila et al, 2014).

Hidrojen iiretiminde kullanilan lignoseliilozik atiklardan bazilari; seker kamisi
kiispesi (Lo ve ark., 2011), musir sap1 (Cao ve ark.,2012; Sawatdeenarunat ve ark.,
2015), piring samani1 (Liu ve ark.,2013; 2014; He ve ark., 2014), bugday samani
(Nasirian ve ark., 2011), kenevir (Cannabis sativa), arpa samani, ¢imen (P.pratense)
(Brynjarsdottir ve ark., 2013), soya fasulyesi samani (Han ve ark., 2012), palmiye
govdesi (Hniman ve ark., 2011), kavak yapraklar1 (Cui ve ark., 2010) ve hatta
belediye atiklarinin organik parcalar: ile karigik tarimsal atiklardir (Sekoai ve ark.,
2013). Ikinci nesil lignoseliilozik biyokiitlelerin ana igerigi seliiloz, hemiseliiloz ve
lignindir. Lignin yerine yiiksek seliiloz ve hemiseliiloz icerigi gereklidir ¢linkii bu
karbonhidratlar kolayca hidroliz yoluyla glukoz ve ksiloz gibi fermente edilebilen
sekerlere doniistiiriiliir. Lignin lignoselillozik atiklarin fermente edilemeyen igerigi
oldugundan, hidrojen gazi ligninden elde edilemez (Ho ve ark., 2012, Klimiuk ve
ark., 2010; Thomsen ve ark., 2008; Cheng ve ark., 2010). Lignoseliilozik atiklarin
hidrolizi, lignin ayrildiktan sonra glukoz ve ksiloz karisimmin olusumuyla
sonuglanir. Glukoz, hidrojen iireten mikroorganizmalar tarafindan en ¢ok tercih
edilen karbon kaynagi olarak bilinmektedir. Ancak, substrat bagina daha yiiksek elde
edilecek hidrojen verimi nedeniyle ksiloz ve glukoz iizerindeki sekerin tercih
edilebilir oldugu bildirilmistir ve maksimum olarak hidrojen {iretimi i¢in en uygun
oran glukoz/ksiloz=2/3 olarak belirlenmistir (Prakasham ve ark.,2009; 2010).
Hidrojen iiretimi i¢in yliksek ksiloz kullaninmi metabolik olarak ve lignoseliilozik
atiklarin sindiriminde mikrobiyal birliktelik iceren inoculumun (manda giibresi)
biyokimyasal dogasi ortaya konmustur. Ksiloz kullanimi C. beijerinckii ve
Geobacter  metallireducens karigik  kiiltiirleri  kullanilarak  gelistirilmistir.
Hidrolizatlarin 1/10 gibi diisiik glukoz/ksiloz oranina sahip olmasmin sebebi yiiksek
ksiloz kullanimi, hidrojen iiretimi ve asetat birikmemesidir (Zhang ve ark., 2013).
Patel ve ark. (2015), ksilozun seliiloz, nigasta ve siikroz gibi diger karbon kaynaklar1
arasinda en yiiksek hidrojen {iiretimi ve organik asit iiretimine sahip oldugunu
bildirmislerdir. Bir baska deyisle, ksiloz, glukoz ve ksiloz-glukoz karisimi termofilik

fermantasyon kosullar1 altinda substrat olarak kullanildiginda hidrojen iiretiminde
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onemli bir fark oldugu gozlenmistir (Hniman ve ark., 2011). Ksilozdan teorik
hidrojen olusum verimi 3,33 mol Hz/mol ksiloz’dur. Olusumu goézlenen verim,
kullanilan bakteri kiiltiiriine bagli olarak degismektedir. Bazi gozlenen ksiloz
verimleri, Bacillus firmus ile 0,45 mol H>/mol ksiloz (Sinha ve Pandey, 2014),
Caldoanaerobacter subterraneus ve Caloramator fervidus karigik kiiltiirinden 0,56
mol/mol olarak elde edilmistir (Yokoyama ve ark., 2007). Ksilozdan en iyi hidrojen
iiretim verimi asir1 termofilik karigik kiiltiir ile termofilik fermantasyon kosullar
altinda 1,62 mol/mol (Kongjan ve ark., 2009), Thermoanaerobacterium
thermosaccharolyticum ile 2,09 mol/mol (Khamtib ve Reumgsang, 2012) ve

Caldicellulosiruptor saccharolyticus ile 2,24 mol/mol olarak elde edilmistir (Kadar

ve ark., 2004).

Orozco ve ark. (2011), odun talasindan maksimum glukoz derisimi elde etmek
icin %5’lik H3POs4 konsantrasyonu ile, 200°C’de, 10 dakika otoklavda hidroliz
gergeklestirmis ve bunun sonucunda %33’lik glukoz doniisim verimi elde
etmiglerdir. Benzer sekilde %2,5 H3;POs konsantrasyonunda, 150°C’de, 60 dakika
hidroliz kosulunda ve %?2,5 H3PO4 konsantrasyonu, 175°C hidroliz sicakligi, 10
dakika hidroliz siiresi sonucunda %40 ile maksimum toplam seker doniisiim verimi
elde etmislerdir. Glukoz veriminin diisiik olmasmin nedeni, odun talasi seliiloz
yapisiin kristallik derecesinden kaynaklanmaktadir. Benzer sekilde ksiloz, glukoz
bozunmasi yiiksek sicaklik ve konsantrasyonda gozlemlenmistir. Seliillozun giiglii
yapisinda bulunan glukoz molekiilleri arasindaki baglar1 kirmak i¢in diisiik asit
konsantrasyonu uygulamalarmin yetersiz oldugu goriilmektedir. Benzer sonuglar
Jensen ve ark. (2010) tarafindan rapor edilmistir. Yaptiklar1 caligmaya gore, sert
odun olan kavak agaci talasindan %42,3, yumusak odun olan kinagicegi odun
talagindan ise %2,8 glukoz doniisiim verimi elde etmislerdir. Ayrica Yat ve ark.
(2008) tarafindan yapilan calismaya gore, %0,25 — 1,0 seyreltik H>SO4 asit
derisiminde keresteden %11, ¢imden ise %13 verim elde etmislerdir. Guo ve ark.
(2008) ise Mischantus sinensis bitkisinden %10 degerinde doniisiim verimi

saglamiglardir.
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Salehian ve ark. (2013), cam agact odun talaginin alkali hidrolizi optimum
kosullarin1 arastirmislardir. Yaptiklar1 ¢aligmada, ¢am odun talagini %8’lik NaOH
¢ozeltisi ile 0 — 100°C araliginda, 10, 30 ve 60 dakika olarak farkli siirelerde hidroliz
gerceklestirmiglerdir. 100°C’de 10 dakika hidroliz siiresi sonucunda en iyi doniisiim
verimi olarak %46,8 ile glukan doniisiimii elde etmislerdir. Ayn1 kosullarda %7,9
ksilan, %4,1 galaktan, %10,1 mannan ve %23,6 lignin doniisiimii elde etmislerdir.
0°C’de 60 dakika hidroliz siiresi sonucunda ise %42,1 glukan, %S8,7 ksilan, %5

galaktan, %12,8 mannan ve %?24,4 lignin doniisiim verimine ulagsmiglardir.

1.9 Amac¢ ve Kapsam

Bu tez calismasinin amaci, Oncelikli olarak lignoseliilozik bir atik olan Pinus
brutia (kizilgcam) odun talasindan karanlik fermantasyon yontemi ile hidrojen gazi

uretmektir.

Bu hedefe ulagmak icin yapilan ¢alismanin kapsami su sekilde 6zetlenebilir;

e Asit ve alkali hidroliz yontemlerinin odun talasinin hidrolizinde etkinligini
incelemek,

e Asit ve alkali hidroliz yontemleri ile fermente edilebilir seker eldesini
etkileyen hidroliz sartlarini belirlemek,

e Maksimum fermente edilebilir seker derisiminin elde edildigi hidroliz tiirii ve
sartlarina karar vermek,

e Hidrolize odun talasindan hidrojen gazi iiretiminde hidrolizat miktarinin

etkisini incelemek.
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BOLUM iKi
MATERYAL VE METODLAR

2.1 Lignoseliilozik Biyokiitle

Mugla Gokova yoresinde kerestecilik icin yetistirilen Pinus brutia (kizilgam)
odun talasi, kereste fabrikasindan dgiitiilmiis atik olarak alinmstir. Ogiitiilmiis odun
talaglar1 kaba pargaciklardan ayrilmak iizere 18 mesh’lik elekte elenerek pargacik
boyutu en biiylik 1 mm olacak sekilde sabit tutularak hidroliz islemi i¢in hazir hale

getirilmistir.

2.2 Box-Behnken Istatistiksel Deney Tasarim Metodu

Ikinci derece model parametrelerinin tahminlenmesinde kullanilan ii¢ seviyeli
tamamlanmamis (incomplete) cok etkenli tasarimlardan, donersel tasarimlarm bir
cesidi olan Box-Behnken tasarimlar1 1960 yilinda Box ve Behnken tarafindan
gelistirilmistir. Box-Behnken tasarimlarinda her bir etken li¢ diizeye sahiptir. Box-
Behnken tasarimlar1 34 merkezsel bilesik tasarimlara kiyasla daha ekonomik bir
tasarim smifidir (Koksoy 2001). Box-Behnken tasarimlarmin avantajlarindan bir
tanesi kiiresel bir tasarim olmasi ve sadece ti¢ diizeyde verilere sahip olmasidir. Box-
Behnken tasarimlari, tamamlanmamis bir blok tasarimim (incomplete block design)
uygun bir sekilde iki diizeyli ¢ok etkenli bir tasarimla birlestirilmesi sonucunda

ortaya ¢ikarlar (Sehirlioglu 1997).

Box-Behnken tasarimlar1 i¢in deneme noktasinin sayist N=2k (k — 1) + nc
denklemiyle belirlenmektedir. Bu denklemde k etken sayisini, n. merkezi deneme
sayisini belirtmektedir (Ferreira ve ark., 2007). Tasarimda tiim etkenler i¢in alt ve {ist
smirlar ayn1 anda hi¢bir zaman kapsanmadigi i¢in, u¢ degerlerin yaratacagi tatmin
edici olmayan sonuglar da engellenmis olur. Ozetle Box-Behnken tasarimlari, ikinci
dereceden modellerin tahminine, ardigik (sequential) tasarimlarin kurulumuna,
modelin giiven eksikliginin analizine ve bloklara izin verdigi i¢in kullanilan bir

cevap yiizeyi tasarimidir.
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Box-Behnken deneysel tasarim metodunun 4 faktor i¢in kodlu hali Tablo 2.1°de

verilmistir.

Tablo 2.1 Box-Behnken deneysel tasarim metodunun dort faktor i¢in kodlu hali

Deney Xi Xz X3 X4
No.
1 -1,00 -1,00 0,00 0,00
2 1,00 -1,00 0,00 0,00
3 0,00 0,00 0,00 0,00
4 1,00 0,00 -1,00 0,00
5 0,00 1,00 0,00 1,00
6 0,00 0,00 1,00 -1,00
7 0,00 -1,00 1,00 0,00
8 0,00 -1,00 -1,00 0,00
9 1,00 0,00 0,00 -1,00
10 0,00 1,00 -1,00 0,00
11 0,00 0,00 -1,00 1,00
12 1,00 0,00 0,00 1,00
13 0,00 -1,00 0,00 1,00
14 0,00 0,00 1,00 1,00
15 1,00 1,00 0,00 0,00
16 0,00 0,00 0,00 0,00
17 0,00 1,00 0,00 -1,00
18 -1,00 0,00 0,00 -1,00
19 0,00 0,00 0,00 0,00
20 -1,00 0,00 1,00 0,00
21 0,00 0,00 -1,00 -1,00
22 0,00 -1,00 0,00 -1,00
23 0,00 1,00 1,00 0,00
24 -1,00 1,00 0,00 0,00
25 0,00 0,00 0,00 0,00
26 0,00 0,00 0,00 0,00
27 -1,00 0,00 -1,00 0,00
28 -1,00 0,00 0,00 1,00
29 1,00 0,00 1,00 0,00

+1: faktoriin maksimum degeri
-1 : faktoriin minimum degeri

0 : merkez nokta = (max+min)/2

2.3 Asit Hidrolizi

Odun talaginm asit hidrolizi sartlarmin optimizasyonu i¢in yilizey tepki metodu
olan Box-Behnken deneysel tasarim metodu kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler ve
araliklar1; odun talas1 derisimi X1=%1 - %8 (w/v), asit derisimi Xo=%5 - %25 (v/v),
sicaklik X3=90 - 121°C ve hidroliz siiresi X4=15 - 60 dakikadir. Hidroliz, belirlenmis

deney noktalarinda otoklavda gerceklestirilmistir. Design expert yazilimi (Trial
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Version 7.0.0 Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, USA) kullanilarak ikinci dereceden
cevap esitligi gelistirilmis ve katsayilar1 belirlenmistir. Katsayilar ve cevap esitligi
kullanilarak deneysel noktalarda bagimli degisken degerleri hesaplanmstir.
Gozlenen (deneysel) ve hesaplanan degerler arasindaki iliski regresyon katsayisi (R?)
hesaplanarak belirlenmistir. Design expert yazilimmin optimizasyon modiilii ve
cevap esitligi kullanilarak, toplam seker derisimini maksimize eden hidroliz sartlar
tespit edilmistir. Bu sartlarda hidroliz yapilarak gozlenen ve hesaplanan toplam seker

derisimleri arasindaki fark belirlenmistir.

2.4 Alkali Hidroliz

Odun talaginin alkali hidrolizi NaOH ile yapilmistir. Hidroliz sartlarmnin
optimizasyonunda asit hidrolizinde oldugu gibi yiizey tepki metodu olan Box-
Behnken deneysel tasarim metodu kullanilmistir. Bagimsiz degiskenler ve araliklar
asit hidrolizi calismasmda oldugu gibidir. Odun talas1 derisimi X1=%1 - %8 (w/v),
baz derisimi Xo=%5 - %25 (v/v), sicaklik X3=90 - 121°C ve hidroliz siiresi X4=15 -
60 dakikadir. Hidroliz, belirlenen deney noktalarinda otoklavda gergeklestirilmistir.
Design expert yazilimi (Trial Version 7.0.0 Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, USA)
kullanilarak ikinci dereceden cevap esitligi gelistirilmis ve katsayilar1 belirlenmistir.
Katsayilar ve cevap esitligi kullanilarak deneysel noktalarda bagimli degisken
degerleri hesaplanmistir. Gozlenen (deneysel) ve hesaplanan degerler arasindaki

iliski regresyon katsayis1 (R?) hesaplanarak belirlenmistir.
2.5 Biyohidrojen Uretimi
2.5.1 Mikroorganizma
PAKMAY A Maya Endiistrisi anaerobik aritma tesisinden alinan aritma ¢amuru 2
saat boyunca 100°C’de aktif olarak kaynatilarak spor olusturan ve hidrojen gazi

iiretebilen asidojenik kiiltiirlerin se¢imi yapilmistir (Karaosmanoglu, 2015; Gokfiliz,

2014; Kirli, 2014). Isil islem sonrast ¢amurdan alinan 6rnek mikroskop altinda
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incelenmis ve hidrojen iireten bakteri kiiltiirii olan Clostridium sp. varhg: tespit

edilmistir.

2.5.2 Besi Ortamu

18 mesh parcacik boyutuna sahip odun talagmin asit ile hidrolizinden elde edilen
glukoz surubu (siv1 faz), substrat olarak kullanilmistir. Besi ortamina azot (N) ve
fosfor (P), C/N/P=100/2,5/0,8 oranin1 saglayacak sekilde, sirasiyla, iire ve KH2POu4,
ilave edilmistir. Demir ise C/N/P oranindan bagimsiz olarak besi ortamina
FeS04.7H20 kullanilarak 10 mg/L ilave edilmistir. Besi ortaminin anaerobik ortam

kosulunun saglanmasi a¢isindan 100 mg/L sodyum tiyoglukolat eklenmistir.

2.5.3 Karanlik Fermantasyon

Deneysel ¢alismalar, 300 mL serum siselerinde, 37°C’de kesikli olarak, anaerobik
sartlarda yapilmistir. Odun talasi hidrolizinden elde edilen toplam seker, substrat
olarak kullanilmistir. Baslangi¢ toplam seker derisimi TSo=1 — 9 g/L. arasinda
degistirilmistir. Kontrol deneyinde ise 5 g/L saf glukoz kullanilmistir. Anaerobik
sartlarin saglanmasi i¢in, deneylerin baslangicinda gaz fazindan argon gazi Ar(g)
gecirilmistir. pH ve oksitlenme — indirgenme potansiyeli (ORP) giinliikk olarak
kontrol edilmistir. pH=7"ye seyreltik NaOH ile ayarlanmistir. ORP degeri -180 mV
ile -300 mV arasinda degismistir. Hidrojen gazi yilizdesi ve hacmi, toplam seker
derigimi takip edilmistir. Kiimiilatif H> hacminin sabit degere ulagmasiyla deneyler

sonlandirilmistir.
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Sekil 2.1 Kesikli anaerobik karanlik fermantasyon ortami

2.6 Analitik Yontemler

2.6.1 Toplam Seker Analizi

Odun talaginin hidrolizi asamasinda olusan seker miktarmin belirlenmesi amaciyla
Fenol-Asit spektrofotometrik yontemi kullanilmistir (Dubois ve ark., 1956). Toplam
seker analizi i¢in Orneklerin sivi fazindan alman numuneler, 8000 rpm’de 20 dakika

stire ile santrifiijlenerek, biyokiitle ve katilarin ayrilmasi saglanmaistir.

Sekil 2.2 Farkli odun talagi derisimlerine sahip hidroliz 6rneklerinin Fenol — Asit spektrofotometrik

yontem ile toplam seker analizi
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2.6.2 Toplam Gaz Ol¢iimii

Uretilen toplam gaz hacmi, bilesik kaplar prensibine dayali olarak, gaz siv1 yer
degistirme sistemi kullanilarak belirlenmistir. Siv1 ¢ozelti %2 H2SO4 ve %10 NaCl

karigimindan olugmaktadir.

Sekil 2.3 Toplam gaz Sl¢iimii yapilan U boru sistemi

2.6.3 Hidrojen Gaz Olgiimii

Hidrojen gaz1 olglimleri; Agilent 6890 (Varian 3600) Gaz Kromotografinda
yapilmustir. Kolon; Alltech, Hayesep D 80/100 6” x 1/8” x 0,085, tasiyic1 gaz; N2
(30 mL/dak). Firin sicaklig1 35°C, enjeksiyon sicakligr 200°C ve filament 140°C’dir.
Gaz — sizdrmaz cam sirmga yardimiyla fermantasyon ortamindan alman toplam

gazm hidrojen konsantrasyonu dl¢iilmiistiir.
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Sekil 2.4 Gaz — sizdirmaz cam sirmga (Agilent gas-thight syringe)

2.7 Hesaplamalar

1) Hidrojen gaz1 hacmi;

R 2.1

Ch2; Hidrojen gazi derisimi, (%Ho>),
Vaz; Uretilen toplam gaz (mL).

i1) mmol hidrojen gazi (37°C);

PV =nRT (2.2)

n; mmol H; gazi,

P; 1 atm,

Vip; tiretilen hidrojen gazi hacmi (mL),
R; 0,082 (L atm/ mol K),

T; sicaklik (K).
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iii) Eklenik hidrojen gazi hacmi (toplam gaz iiretimi oldugunda);

Vh2,i = VH2, i-1 + VWCh2,i + VG,iCh2i — VG,i-1Cha, i-1

iv) Gompertz Esitligi;

H(t)=Pexp{—exp[¥(k—t)}+l ]}

P; hidrojen tiretim potansiyeli (mL),
Rm; Hidrojen tiretim hiz1 (mL Ha/saat),
A; gecikme (lag) periyodu (saat),

t; fermantasyon siiresi (saat).

v) Hidrojen tiretim verimi (Y);

Y; mol Hy/mol substrat,
An2; Ho iiretimi (mol),

AS; tiiketilen toplam seker (mol).
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BOLUM UC
DENEYSEL SONUC VE DEGERLENDIiRMELER

3.1 Odun Talas1 Hidroliz Sartlarimin Optimizasyonu

3.1.1 Asit Hidrolizi Sartlarinin Optimizasyonu

Odun talagindan hidrojen gazi iiretimi i¢in asit ile hidroliz optimizasyonu
calismalar1 yapilmistir. Hidroliz kosullarimi etkileyen en onemli dort faktor olarak;
asit derigimi, substrat derisimi, sicaklik ve hidroliz siiresi bagimsiz degisken olarak
belirlenmis ve bu faktorlerin toplam seker derisimi (mg/L) {izerine etkileri
incelenmistir. Maksimum toplam seker derisimi eldesi i¢in hidroliz sartlarini
belirlemek i¢cin Box — Behnken deneysel tasarim metodu kullanilmigtir. Asit derigimi
(X1), substrat derigimi (X2), sicaklik (X3), zaman (X4) swrasiyla, X1=%5 — 25, Xo=%1
- 8, X3=90 — 120 °C, X4=15 — 60 dakika araliginda degistirilmistir. Deneysel tasarim
bir merkez noktadan olusmakta olup, merkez noktada 5 tekrarl caligilarak sonuglarin
tekrar tretilebilirligi test edilmistir. Tablo 3.1°de Box — Behnken deneysel tasarim
metoduna gore belirlenmis deney noktalari, hidroliz sonucu elde edilen toplam seker
derigimleri ile cevap esitliginden belirlenen seker derisimleri verilmistir. Design
Expert 7.0 programi kullanilarak Esitlik 3.1°de verilen ikinci dereceden cevap esitligi
ve Tablo 3.2°de verilen esitlik katsayilar1 belirlenmistir. Gozlenen ve hesaplanan
derisimler lineer bir iliski gostermistir (R?= 0,946). Bu sonug, gelistirilen cevap
esitligi ve belirlenen katsayilar calisilan bagimsiz degisken araliklarinda toplam seker

derisiminin tahmininde kullanilabilecegini géstermektedir.

Yrs= Po + BiX1 + P2X2 + B3X3+ PaXu+ Br2X1Xo + B13Xi X3+ PBraXiXe+P23Xo X3+
B2aXoXu + B3aXs3Xs + BriXr? + B22Xo? + B33X5"+ PaaXs 3.1
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Tablo 3.1 Box-Behnken deneysel tasarim metoduna gore belirlenmis deney noktalari, gézlenen ve

hesaplanan seker derisimleri (asit hidrolizi)

Gozlenen Hesaplanan
Deney és.lt . Sul-)s-traitt Sicaklhik, Hldro.l 1 Toplam Toplam Seker

Derisimi, | Derisimi, o Siiresi, Seker A

No. (°C) . s Derisimi
(%) (%) (dakika) Derisimi (mg/L)

(mg/L)

X1 X2 X3 X4 Xs ). G

1 5 1 105,5 37,5 6700 8195
2 25 1 105,5 37,5 6300 7579
3 5 8 105,5 37,5 31100 29162
4 25 8 105,5 37,5 39300 37145
5 15 4,5 90 15 15400 16212
6 15 4,5 121 15 21800 25495
7 15 4,5 90 60 25900 21545
8 15 4,5 121 60 19400 17929
9 5 4,5 105,5 15 21800 20225
10 25 4,5 105,5 15 27200 24008
11 5 4,5 105,5 60 16000 19208
12 25 4,5 105,5 60 21200 22791
13 15 1 90 37,5 5900 5108
14 15 8 90 37,5 27800 30575
15 15 1 121 37,5 10900 8141
16 15 8 121 37,5 32400 33208
17 5 4,5 90 37,5 15100 14962
18 25 4,5 90 37,5 23500 25195
19 5 4,5 121 37,5 25400 24345
20 25 4,5 121 37,5 20700 21479
21 15 1 105,5 15 6700 6895
22 15 8 105,5 15 32800 32862
23 15 1 105,5 60 5900 6479
24 15 8 105,5 60 30600 31045
C* 15 4,5 105,5 37,5 17400 16640
Cy* 15 4,5 105,5 37,5 18300 16640
Cs* 15 4,5 105,5 37,5 13700 16640
Cy* 15 4,5 105,5 37,5 19700 16640
Cs* 15 4,5 105,5 37,5 14100 16640

R? 0,946

* Merkez noktalar

44



Tablo 3.2 Cevap esitligi (Esitlik 3.1) katsayilar1

Katsay1 Lo bi 77 b3 P4 iz b3 L4
Degeri | +16640,00 | +1841,67 | +12633,33 | +1416,67 -558,33 | +2150,00 | -3275,00 | -50,00
Katsay1 p23 P4 P34 i L2z b33 P

Degeri -100,00 | -350,00 | -3225,00 | +3059,17 | +821,67 | +1796,67 | +1859,17

Tablo 3.3 Box-Behnken varyans analizi tablosu

Kareler Kare F p-degeri
Varyasyon | 4o am df | Ortalama | Degeri Prob > | Istatistiksel
kaynag degerlendirme
Model 2,166x10° 14 | 1,547x108 | 17.64 <0,0001 | Onemli
ARG 4,070x107 1 | 4070x107 | 4,64 0,0491 Onemli
Derisimi
B-Substugg 1,915x10° 1| 1,915x10° | 218,39 <0,0001 | Onemli
Derisimi
C-Sicaklik 2,408x107 1 | 2408107 | 2,75 0,1197
D-Hidroliz | 5 74; j¢p 1| 3741100 | 043 0,5243
Stiresi
AB 1,849x107 1| 1.849x107 | 2,11 0,1685
AC 4,290x107 1 | 4290x10 | 4,89 0,0441 Onemli
AD 10000,00 1 | 10000,00 1,140x10° | 0,9735
BC 40000,00 1| 40000,00 4,561x10° | 0,9471
BD 4,900x10° 1 | 4900x10° | 0,056 0,8166
cD 4,160x107 1 | 4160x107 | 4,74 0,0470 Onemli
A2 6,070x10" 1 | e6070x107 | 692 0,0197 Onemli
B2 4,379x10° 1 | 4379106 | 050 0,4914
2 2,094x107 1 | 2094x107 | 2,39 0,1446
D2 2,242x107 1 | 2242x100 | 2,56 0,1322
Kalan 1,228x10° 14 | 8,770x10°
Uyum 9,498x107 10 | 9,498x10° 1,37 0,4092 Onemsiz
Eksikligi
Saf Hata 2,779x107 4 6,948x10°
Kor Toplami 2,289x10° 28

Tablo 3.3’de Box-Behnken yiizey tepki metodunun toplam seker derisimi
optimizasyonu varyans analizi tablosu verilmistir. “Prob > F” degerlerinin

0,0500’den az olmasi bagimli degiskenin degerini etkiyen onemli bir faktor,
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0,1000°den biiyiik degerler ise onemsiz bir faktor oldugunu gostermektedir. ANOV A

sonuclarina gore model katsayisinin  “Onemli” olmast “anlaml’” oldugunu
gostermektedir. Asit ve substrat derigimi cevap esitligini ya da toplam seker
derisimini etkileyen onemli faktorlerdir. Ancak, asit derisimi ve sicaklik, hidroliz
sicaklig1 ve siiresi hidroliz sartlarini etkileyen ikili etki olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Tek basma sicakligin ya da hidroliz siiresinin bir etkisi olmazken, asit derigsimi ile
sicaklik birlikte ele alindiginda modele gore toplam seker derisimi maksimize

2

edilebilir. “Uyum Eksikligi” degerinin “Onemsiz” olmasi modelin hidroliz simir
kosullar1 i¢inde toplam seker derisiminin tahmin etmede kullanilabilecegini

gostermektedir.

Cevap esitliginin hidroliz sinir kosullar1 i¢inde toplam seker derisiminin tahmin
etmede kullanilabilecegini gostermek icin validasyon ¢alismalart yapilmistir.
Deneysel tasarimdaki kosullarin farkl sartlarinda hidroliz yapilarak deneysel toplam
seker derisimi ile modelden tahmin edilen seker derisimleri karsilastirilmistir (Tablo
3.4).

Gozlenen ve hesaplanan toplam seker derisimlerinin yakin oldugu

goriilmektedir.

Tablo 3.4 Box-Behnken deney tasarim metodu optimizasyon noktalarna gore yapilan validasyon

caligmalar1 ve sonuglari

Hesaplanan | Gozlenen
Asit Substrat Stcakiik, o | Hidroliz gglfeli‘m g:lfeli‘m
Derisimi, % | Derisimi, % Siiresi, dak. .. c .
Derisimi, Derisimi,
mg/L mg/L
25 8 92 36 39836 42100
25 8 90 58 44175 41500
18 8 121 15 39200 40800
10 8 121 15 39500 40400
41100
42800
8 8 121 15 39600 40000
42900
41300
5 8 121 15 40500 33900

Design expert yazilimimin optimizasyon modiilii ve cevap esitligi kullanilarak,

toplam seker derisimini maksimize eden hidroliz sartlar1 tespit edilmistir. Sekil
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3.1’de asit hidrolizi sonucunda maksimum toplam seker derisiminin elde edildigi
optimizasyon sartlar1 goriilmektedir. Asit derisimi (%), substrat derisimi (%),
hidroliz sicakligi ve hidroliz siiresi segilen araliklarda tutulmus, toplam seker
derisimi ise maksimize edilmistir. Bu sonuglara gore, A=%8,12, S=%7,88,
T=120,61°C ve t=15,31 dakika sartlarinda maksimum toplam seker derisimi
TS=39321 mg/L elde edilmistir. Bu sartlarda hidroliz yapilarak gdzlenen toplam
seker derisimi (TS=41100 mg/L) ve hesaplanan derisim (TS=39321 mg/L) yaklasik
olarak aynidir. Gozlenen ve hesaplanan derisimlerin yakin olmasi, gelistirilen cevap
esitliginin ¢alisilan bagimsiz degisken araliklarinda toplam seker derisiminin tahmin

edilmesinde kullanilabilecegini gostermektedir.

L L

5,00 25.00 1.00 8.00

Asit Derisimi, % Substrat Derigimi, %

L L

20,00 121,00 15.00 60.00

Hidroliz Sicakhig, °C Hidroliz stresi, dak.

=

5300 39300

Toplam Seker Derisimi, mg/L

Sekil 3.1 Asit hidrolizi ile maksimum toplam seker derisiminin elde edildigi optimizasyon sartlari

Sekil 3.2°de toplam seker derisiminin, asit (%) ve baslangi¢ odun talas1 derisimi
(%) ile degisimi goriilmektedir. Hidroliz bagimsiz degiskenlerinden sicaklik
T=121°C ve siire t=15 dakikada sabit tutulmustur. Hidroliz sonucunda olusan toplam
seker derisimini etkileyen faktor odun talasi (substrat) derisimidir. Odun talaginin %1

oldugu sartlarda, asit derisimi %5’den %?25’e arttirilmis olmasina ragmen toplam
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seker derisiminde 6nemli bir degisiklik gozlenmemis ve ortalama olarak TS=12400
mg/L elde edilmistir. Ancak odun talaginin %1’den %8’e arttirilmasi ile uygulanan
asit derisimi araliginda, %1 odun talasina gore yaklasik olarak 3,5 kat artig

saglanarak TS=43000 mg/L toplam seker derisimine ulagiimistir.

Toplam Seker Derisimi, mg/L

25,00

e

Substrat Derisimi, % -

}\W 10,00

1,00 5,00

Asit Derisimi, %

Sekil 3.2 Toplam seker derisiminin asit ve odun talasi derisimi ile degisimi (T=121°C, t=15 dak.)

Hidroliz sicaklig1 ve asit derisiminin toplam seker derisimi lizerine etkisi Sekil
3.3’de verilmistir. En yiiksek hidroliz verimi So=%8 odun talasi derisiminde elde
edildiginden, substrat derisimi %8’de, hidroliz siiresi t=15 dakika’da sabit
tutulmustur. Elde edilen sonuglar maksimum odun talasi derisiminde, sicakligim ve
asit derisiminin hidrolize 6nemli etkisinin oldugunu ve bu iki faktor arasinda
etkilesimin oldugunu goéstermektedir. Diisiik asit derisiminde (A=%S5), sicakligin
T=90°C’den T=121°C’ye yiikseltilmesi ile toplam seker derisimi, TS=25800
mg/L’den TS=41000 mg/L’ye yiikselmistir. Benzer olarak, T=90°C’de asit
derisiminin A=%5’den A=%25’e c¢ikartilmas1 ile de toplam seker derisiminin
TS=43000 mg/L’ye kadar yiikseldigi goriilmektedir. Ancak sicakligin T=121°C
oldugu sartlarda, asit derisiminin toplam sekere olan etkisi ya da asit derisiminin
yiikksek oldugu sartlarda (A=%25), sicakligin toplam seker derisimine olan etkisi

ihmal edilebilir degerdedir. Sonug olarak hidrolizle yiiksek seker derisimine ulagmak
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Sekil 3.4 Toplam seker derisiminin odun talasi derigimi ve hidroliz sicakligi ile degisimi (A=%S8, t=15

dak)
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Sekil 3.4°de hidroliz sicaklig1 ile odun talasi derisiminin toplam seker derisimi
tizerine etkisi verilmistir. En yiiksek hidroliz verimi A=%8 asit derisiminde elde
edildiginden, asit derisimi %8’de, hidroliz siiresi ise t=15 dakikada sabit tutulmustur.
Elde edilen sonuglar optimum asit derisiminde, sicakligin ve substrat derisiminin
hidrolize etkisi oldugunu, ancak bu etkinin Sekil 3.2°de gosterilen sicaklik — asit
derisimi etkisi kadar yiiksek olmadigini1 gostermektedir. Diisiik substrat derisiminde
(%1) sicakligin 90°C’den 121°C’ye arttirilmasi ile toplam seker derisimi TS=3300
mg/L’den TS=18000 mg/L’ye yiikselmistir. Ayni sekilde, substrat derisiminin
%1°den %8’e ¢ikarilmasi ile toplam seker derisiminin TS=41000 mg/L’ye yiikseldigi
goriilmektedir. Diisiik sicaklik — diisiik substrat derisimi ile toplam seker derisimi
diismekte, sicaklik ve substrat derisiminin artmasiyla birlikte toplam seker derisimi

de artmaktadir.
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Sekil 3.5 Toplam seker derisiminin odun talagi derisimi ve hidroliz siiresi ile degisimi (A=%S8,

T=121°C)

Hidroliz siiresi ve odun talas1 derisiminin (substrat), A=%8 ve T=121°C’de toplam
seker derisimi iizerine etkisi ise Sekil 3.5’de verilmistir. Uzun hidroliz siiresi — diisiik
substrat derigimi kosullar1 uygulandiginda toplam seker derisimi TS=9950 mg/L
olarak elde edilmis, substrat derisiminin %1’den %8’e ¢ikarilmasi ile toplam seker

derisimi TS=33000 mg/L’ye yiikselmistir. Ayni sekilde, hidroliz siiresinin t=60
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dakikadan t=15 dakikaya diistliriilmesi ile toplam seker derisimi TS=40000 mg/L

olarak elde edilmistir.

Elde edilen sonuglara gore odun talasindan asit hidrolizi ile maksimum toplam
seker derisimine ulasmak i¢in asit derisiminin A=%§, substrat derisiminin S=%S8,
hidroliz sicakligmmm T=121°C ve hidroliz siiresinin t=15 dakika olmas1

gerekmektedir.

3.1.2 Alkali Hidroliz Sartlarinin Optimizasyonu

Odun talagindan hidrojen gazi iiretimi i¢in baz (NaOH) ile hidroliz optimizasyonu
calismalar1 yapilmistir. Hidroliz kosullarini etkileyen en 6nemli dort faktor olarak
asit hidrolizinde de oldugu gibi; NaOH derisimi, substrat derisimi, sicaklik ve zaman
bagimsiz degisken olarak belirlenmis ve bu faktorlerin toplam seker derisimi (mg/L)
iizerine etkileri incelenmistir. Maksimum toplam seker derigimi eldesi i¢in hidroliz
sartlarimi belirlemek i¢in Box — Behnken deneysel tasarim metodu kullanilmistir. Baz
derisimi (X1), substrat derisimi (X2), sicaklik (X3), zaman (X4) sirasiyla, X1=%5 —
25, Xo=%1 - 8, X3=90 — 120°C, X4=15 — 60 dakika aralifinda degistirilmistir.
Deneysel tasarim bir merkez noktadan olugsmakta olup, merkez noktada 5 tekrarl
calisilarak sonuglarin tekrar {iiretilebilirligi test edilmistir. Tablo 3.5°de Box —
Behnken deneysel tasarim metoduna gore belirlenmis deney noktalari, hidroliz
sonucu elde edilen toplam seker derisimleri ile cevap esitliginden belirlenen seker
derigimleri verilmistir. Design Expert 7.0 programi kullanilarak Esitlik 3.2°de verilen
ikinci dereceden cevap esitligi ve Tablo 3.6’da verilen esitlik katsayilari

belirlenmistir.

Yrs= Po + BiX1 + B2X2 + B3 X3+ PaXu+ Br2XiXo + B13Xi X3+ PBraXiXa+P23Xo X3+
B2aXoXu + B3aXsXu + BriXi? + B22X2? + BssXsP+ PauaX s (3.2)
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Tablo 3.5 Box-Behnken deneysel tasarim metoduna gore belirlenmis deney noktalari, gézlenen ve

hesaplanan seker derisimleri (alkali hidroliz)

Deney Baz Substrat | Sicaklhk, Hidroliz Gozlenen Hesaplanan
No. Derisimi, | Derisimi, (°0) Siiresi, Toplam Toplam Seker
(%) (%) (dakika) Seker Derisimi
Derisimi (mg/L)
(mg/L)
X1 Xz X3 Xa Xs X
1 5 1 105,5 37,5 460 1115
2 25 1 105,5 37,5 610 123
3 5 8 105,5 37,5 4800 3455
4 25 8 105,5 37,5 8700 6213
5 15 4,5 90 15 5600 3750
6 15 4,5 121 15 4600 3015
7 15 4,5 90 60 1620 1373
8 15 4,5 121 60 2200 2218
9 5 4,5 105,5 15 2200 2632
10 25 4,5 105,5 15 1900 3335
11 5 4,5 105,5 60 1450 865
12 25 4,5 105,5 60 1510 1929
13 15 1 90 37,5 700 1440
14 15 8 90 37,5 3700 4755
15 15 1 121 37,5 800 595
16 15 8 121 37,5 5600 5710
17 5 4,5 90 37,5 1900 1980
18 25 4,5 90 37,5 3400 3618
19 5 4,5 121 37,5 2030 2790
20 25 4,5 121 37,5 2020 2918
21 15 1 105,5 15 800 740
22 15 8 105,5 15 4200 5825
23 15 1 105,5 60 670 23
24 15 8 105,5 60 2330 3368
C* 15 4,5 105,5 37,5 1300 1698
Co* 15 4,5 105,5 37,5 2200 1698
Cs* 15 4,5 105,5 37,5 1500 1698
Cy* 15 4,5 105,5 37,5 1890 1698
Cs* 15 4,5 105,5 37,5 1600 1698
R’ 0,749

* Merkez noktalar

52



Tablo 3.6 Cevap esitligi (Esitlik 3.2) katsayilar1
Katsay1 Lo bi 77 b3 P4 iz b3 B4
Degeri +1698,00 | +441,67 | +2107,50 | +27,50 -793,33 | +937,50 | -377,50 +90,00

Katsayi 23 B4 B34 i L2z b33 Pas
+450,00 | -435,00 | +395,00 | +365,17 | +663,92 | +763,92 | +127,67

Degeri
5.00 25,00 1.00 8,00
Baz Derigimi, % Substrat Derigimi, %
90,00 121,00 15.00 60,00

Hidroliz Sicakhig, °C Hidroliz stresi, dak.

1

460 8700

Toplam Seker Derisimi, mg/L

Sekil 3.6 Alkali hidroliz ile maksimum toplam seker derisiminin elde edildigi optimizasyon sartlar1

Sekil 3.6’da baz ile hidroliz sonucunda maksimum toplam seker derisiminin elde
edildigi optimizasyon sartlar1 goriilmektedir. Baz derisimi (%), substrat derisimi (%),
hidroliz sicakligi ve hidroliz siiresi segilen araliklarda tutulmus, toplam seker

derisimi ise maksimize edilmistir.

Sekil 3.7°de toplam seker derisiminin baz (%) ve baslangi¢ odun talas1 derisimi
(%) ile degisimi goriilmektedir. Hidroliz bagimsiz degiskenlerinden sicaklik T=90°C
ve siire t=15 dakikada sabit tutulmustur. Hidroliz sonucunda olusan toplam seker

derisimini etkileyen faktdr odun talagi (substrat) derisimidir. Odun talasinin %1
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oldugu sartlarda, baz derisimi %5’den %25’e arttirilmis olmasma ragmen toplam
seker derisiminde 6nemli bir degisiklik gézlenmemis ve ortalama olarak TS=2200
mg/L elde edilmistir. Ancak odun talasiin %1’den %8’e arttirilmasi ile uygulanan
baz derisimi araliginda, %1 odun talasina gore yaklasik olarak 4 kat artis saglanarak

TS=8600 mg/L toplam seker derisimine ulagilmistur.
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Sekil 3.7 Toplam seker derisiminin baz ve odun talasi derisimi ile degisimi (T=90°C, t=15 dak.)

Hidroliz sicaklig1 ve baz derisiminin toplam seker derisimi lizerine etkisi Sekil
3.8’de verilmistir. En yiiksek hidroliz verimi So=%8 odun talas1 derisiminde elde
edildiginden, substrat derisimi %8’de, hidroliz siiresi t=15 dakikada sabit
tutulmustur. Diisiik baz derisiminde (NaOH=%5), sicakligim T=90°C’den
T=121°C’ye yiikseltilmesi ile toplam seker derisimi, TS=5300 mg/L’den TS=6400
mg/L’ye yiikselmistir. Benzer olarak, T=90°C’de, NaOH’in %5’den %25’e
cikartilmas: ile de toplam seker derisiminin TS=8600 mg/L’ye yiikseldigi
goriilmektedir. NaOH derisimindeki artis sicakliktaki artisa nazaran daha etkin

hidroliz saglamistir.
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Sekil 3.8 Toplam seker derisiminin baz derisimi ve hidroliz sicaklig ile degisimi (S=%8, t=15 dak)
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Sekil 3.9 Toplam seker derisiminin odun talasi derisimi ve hidroliz sicaklig ile degisimi (B=%25,
t=15 dak)

Sekil 3.9°da hidroliz sicaklig1 ile odun talasi derisiminin toplam seker derisimi
lizerine etkisi verilmistir. En yiiksek hidroliz verimi B=%25 baz derisiminde elde
edildiginden, baz derisimi %25’de, hidroliz siiresi ise t=15 dakikada sabit

tutulmustur. Elde edilen sonug¢lar maksimum baz derisiminde, sicakligin ve substrat

55



derisiminin hidrolize etkisi oldugunu gostermektedir. Substrat derisiminin %1’den
%8’e arttirilmasi ile toplam seker derisiminin yaklasik olarak TS=8600 mg/L’ye
yiikseldigi goriilmektedir. Diislik sicaklik — yiiksek substrat derisimi ile elde edilen

toplam seker derisimi artmaktadir.
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Sekil 3.10 Toplam seker derisiminin odun talasi derisimi ve hidroliz siiresi ile degisimi (B=%25,

T=90°C)

Hidroliz siiresi ve odun talas1 derisiminin (substrat), B=%25 ve T=90°C’de toplam
seker derigsimi tizerine etkisi ise Sekil 3.10°da verilmistir. Uzun hidroliz siiresi —
diigiik substrat derisimi kosullar1 uygulandiginda toplam seker derisimi TS=1150
mg/L olarak elde edilmis, substrat derisiminin %1’den %8’e ¢ikarilmasi ile toplam
seker derisimi TS=5000 mg/L’ye yiikselmistir. Ayn1 sekilde, hidroliz sliresinin t=60
dakikadan t=15 dakikaya disiiriilmesi ile toplam seker derisimi TS=8600 mg/L

olarak elde edilmistir.
Elde edilen sonuglara gére odun talagindan alkali hidroliz ile maksimum toplam

seker derisimine ulasmak i¢in baz derisiminin B=%25, substrat derigiminin S=%38,

hidroliz sicakliginin T=90°C ve hidroliz siiresinin t=15 dakika olmas1 gerekmektedir.
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Design expert yazilimmin optimizasyon modiilii ve cevap esitligi kullanilarak,
toplam seker derisimini maksimize eden hidroliz sartlar1 tespit edilmis ve B=%25,00,
S=%8,00, T=90,06°C ve t=15,00 dakika sartlarinda maksimum seker derisimi olarak
TS=8531 mg/L elde edilmistir. Bu sartlarda hidroliz yapilarak gozlenen toplam seker
derisimi (TS=8600 mg/L) ve hesaplanan derisim (TS=8531 mg/L) yaklasik olarak
aynidir. Ancak toplam seker derigimi eldesinin asit hidrolizi sonuglarina gore g¢ok
diisiik olmasi ve karamelizasyonun yiiksek olmasindan dolayi, hidrojen iiretimi

calismalarinda 6n islem olarak asit hidrolizi tercih edilmistir.

3.2 Hidrolize Odun Talasindan Hidrojen Gaz1 Uretimi

Asit ile optimum hidroliz sartlarinda elde edilen seker surubu karbon kaynagi
olarak kullanilarak karanlik fermantasyon ile hidrojen gazi iiretimi c¢aligmalari
yapilmistir. Toplam seker derisimi TSo=1 — 9 g/L arahiginda degistirilmistir.
Baslangic substrat derisiminin, eklenik hidrojen gazi hacmi, hidrojen liretim verimi
ve hiz1 tlizerine etkileri degerlendirilmistir. Sekil 3.11°de eklenik hidrojen hacminin
TSo=1 g/L baslangi¢ seker derisimine baglh olarak zamanla degisimi goriilmektedir.
Burada lag fazinin uzunlugu dikkat ¢cekmektedir. 18 saat siiren lag fazin ardindan
hidrojen gazi {iretimi zamanla artarak 140. saat sonunda 14,8 mL’ye ulagmuistir.
Devam eden fermantasyon siirecinde hidrojen hacminde Onemli bir artis

gdzlenmemistir.

Sekil 3.12°’de TSo=2 g/L baslangi¢ seker derisimine bagli olarak eklenik hidrojen
hacmi degisimi goriilmektedir. TSo=1 g/L’ye gore daha kisa lag fazina sahiptir. 64.
saat sonunda hidrojen {iretimi 10,2 mL’ye ulasarak sabitlenmistir. Sekil 3.13°de
TSo=3 g/L baslangic seker derisiminde eklenik hidrojen hacminin zamana gore
degisimi verilmistir. TSo=2 g/L ile hemen hemen ayni lag fazina sahip oldugu
goriilmektedir. Yaklasik 40 saat sonucunda 10,2 mL hidrojen iiretimi gerceklesmis
ve lretim bu degerde sabitlenmistir. TSo=4 g/L baslangi¢ seker derisiminde eklenik
hidrojen hacminin zamana gore degisimi Sekil 3.14’de verilmistir. Yaklasik 64 saat
boyunca hidrojen iiretim verimi artarak 9,9 mL’ye ulasarak yavaslamis ve 115. saate

kadar artis kaydederek 13,1 mL’de sabit degere ulagmstir. Sekil 3.16°da, TSo=6 g/L.
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baslangi¢ seker derisiminde, 64. saatte hidrojen iiretim verimi yavaslamaya baglamis
ancak zamanla artig gdstererek 115. saat sonucunda 8,6 mL olarak kaydedilmistir.
TSo=7 g/L baslangic seker derisiminde eklenik hidrojen hacminin zamana gore
degisimi Sekil 3.17°de gorilmektedir. Baslangi¢ seker derisimi daha diisiik olan
deney gruplar1 ile kiyaslandiginda hidrojen tiretim verimi daha diisiiktiir ve 64. saatte
6,3 mL sabit degerine ulagsmistir. TSo=9 g/L baslangi¢ seker derisiminde ise hidrojen
iiretim hacmi daha da diiserek 64 saat sonucunda 4,2 mL sabit degerine ulagmistir.

Bu deger, en diisiik hidrojen iiretim hacminin elde edildigi toplam seker derisimdir.
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Sekil 3.11 TSp=1 g/L baslangi¢ seker derisiminde eklenik hidrojen hacminin zamana gore degisimi
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Sekil 3.12 TS¢=2 g/L baslangi¢ seker derisiminde eklenik hidrojen hacminin zamana gére degisimi
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Sekil 3.13 TS¢=3 g/L baslangi¢ seker derisiminde eklenik hidrojen hacminin zamana gore degisimi
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Sekil 3.14 TSp=4 g/L baslangi¢ seker derisiminde eklenik hidrojen hacminin zamana gore degisimi
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Sekil 3.15 TSo=5 g/L baslangi¢ seker derisiminde eklenik hidrojen hacminin zamana gore degisimi
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Sekil 3.16 TSp=6 g/L baslangi¢ seker derisiminde eklenik hidrojen hacminin zamana gore degisimi
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Sekil 3.17 TS¢=7 g/L baslangi¢ seker derisiminde eklenik hidrojen hacminin zamana gére degisimi
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Sekil 3.18 TSo=9 g/L baslangi¢ seker derisiminde eklenik hidrojen hacminin zamana gore degisimi
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Sekil 3.19 Kontrol deneyi eklenik hidrojen hacminin zamana gore degisimi

Sekil 3.19°da 5 g/L saf glukoz ile hazirlanan kontrol deneyinin eklenik hidrojen
hacminin zamana gore degisimi verilmistir. Lag fazinin Sekil 3.11°de goriilen TSo=1
g/L’ye gore ¢ok daha kisa oldugu goriilmektedir. Uretim t=40 saatten sonra
sabitlenerek maksimum iiretim hacmi olan 14,9 mL elde edilmistir. Sekil 3.15’de
goriilen TSo= 5 g/L hidrolize odun talasi1 sekerinde ise iiretim yine 40 saat sonunda
yavaglayarak hacim 8 mL civarindadir. Hidrolize odun talasindan daha diisiik
hidrojen iiretiminin ger¢eklesmesinin temel sebebi, asit hidrolizi swrasinda olusan
inhibitérlerin  olusmasidir. Baslangig toplam seker derisimi arttikca inhibitor

derisiminin de artmasidan dolay1 hidrojen iiretiminin azaldig1 gdzlenmektedir.

Substrat derisiminin hidrojen iiretim verimi {izerine etkisi Sekil 3.20’de
goriilmektedir. Substrat derisimi arttikca liretim veriminde azalma goézlenmistir.

Maksimum iiretim verimi Yu2= 0,6 mol/mol ile TSo=1 g/L’de elde edilmistir.

Gompertz esitligi kullanilarak farkli baslangig seker derisimlerinde hidrojen
iretim hizlart (Rm) hesaplanmistir (Tablo 3.7). Gompertz esitligindeki hidrojen
iretim potansiyelleri ile deneysel caligmalardan elde edilen hidrojen hacimleri
benzerlik gostermektedir. Maksimum tiretim hizi Rin=0,531 mL/saat ile TSo=3 g/L

baslangic seker derisiminde elde edilmistir.
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Tablo 3.7 Farkli baslangi¢ toplam seker derisimlerinde Gompertz denklemi sabitleri

Baslangi¢
Taoplam Seker 2
Deprisimlseri’ P, (mL) Ru, (mL/sa) L, (sa.) R
(mg/L)
1g/L 14,756 0,185 7,630 0,992
2 g/l 10,004 0,379 3,026 0,998
3 g/l 10,524 0,531 6,775 0,999
4 g/l 9,745 0,418 1,974 0,995
5 g/l 12,561 0,255 3,738 0,997
6 g/L 5,600 0,178 0 0,984
7 g/l 6,548 0,217 3,164 0,997
9 g/ 4,188 0,168 1,758 0,989
Glukoz 14,859 0,772 10,357 0,999

Sekil 3.21°de goriildiigii gibi toplam seker derisiminin 1 g/L’den 3 g/L’ye
arttirilmasi ile tiretim hizt Ry=0,19 mL/saat’ten Rn=0,531 mL/saat’e yiikselmistir.
Toplam seker derisiminin daha yiiksek oldugu sartlarda (TSo > 3 g/L) hiz
diismektedir. Saf glukozun substrat olarak kullanildig1 ¢alismada R,=0,772 mL/saat
ile maksimum iiretim hizi elde edilmistir. Yiiksek substrat derisimlerinde hizin
diismesi ve hidrolize seker ile saf glukoza nazaran daha diisiik hizlarda iiretimin
gergeklesmis olmasi, hidroliz sirasinda inhibisyon etkisi yapan maddelerin
olustugunu ve bu maddelerin derisimlerinin substrat derisimine bagli olarak artmas1

olarak aciklanabilir.
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BOLUM DORT
SONUCLAR VE ONERILER

Lignoseliilozik atik olan odun talasi gesitli yollarla ya bertaraf edilmekte ya da
mobilya endiistrisi tarafindan pargacik boyutuna gore yeniden kullanilmaktadir.
Ulkemizde kerestecilik ve mobilya endiistrisinin yaygm olmas: ve yiiksek miktarda
attk odun talasi olugmasi nedeniyle, biyolojik hidrojen gazi iretiminde bu

lignoseliilozik atiklarn degerlendirilmesi miimkiindiir.

Biyoteknolojik, ekonomik, g¢evre dostu, yenilenebilir ve siirdiiriilebilir enerji
kaynagi olan biyohidrojen gazi liretiminde odun talasi, karanhik fermantasyonda
karbon kaynagi olarak kullanilabilecek sekerin elde edilmesi agindan potansiyel atik

biyokiitledir.

Bu calismada, odun talaginin alkali hidroliz sartlarinin optimizasyon c¢alismasi
sonucunda diisiik sicaklik (T=90°C), kisa hidroliz siiresi (t=15 dak.), maksimum baz
derisimi (B=%25) ve %8 odun talasi derisimi ile TS=8600 mg/L toplam seker
derigimi elde edilmistir. Ancak elde edilen bu degerin asit hidrolizi sonuglarma gore
cok diistik olmas1 ve O6n islem sonrasi karamelizasyonun yiliksek olmasindan dolayz,

hidrojen iiretimi ¢aligmalarinda 6n islem olarak asit hidrolizi tercih edilmistir.

Odun talaginin asit hidrolizi sartlarinin optimizasyonu ile %8 odun talasi
derisiminden TS=41100 mg/L gibi yiiksek toplam seker derisimi elde edilmistir.
Fermantasyon sonucunda ise maksimum iiretim verimi Yu2=0,6 mol/mol TS ve hiz1
Ri=0,531 mL/saat ile srrastyla TSo=1 g/L ve TS¢=3 g/L’de gdzlenmistir. Uretim
verimi ve hizinin saf glukozdan elde edilen degerlere gore diisiik olmasi, asit
hidrolizi sirasinda toksik ve inhibisyon etkisi yapan maddelerin etkisi olarak
aciklanabilir. Bu tiir toksik maddeler olusturmayan ve yiiksek verimin elde edildigi
hidroliz yontemlerinin kullanilmas1 ile odun talasi, biyohidrojen iiretiminde

kullanilabilecek lignoseliilozik biyokiitle niteligi tastyacaktir.
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Odun talas1 gibi lignoseliilozik atiklarin 6n islemleri, biyohidrojen iiretimi i¢in
onemli bir adimdir. Etkin ve diisiik maliyetli yontem, yiiksek glukoz igerigi elde
etmek icin gereklidir. Fiziko-kimyasal yOntemler yaygm olmalarma ragmen;
pahalidir, notiirlestirilmeleri gerekir, hidroliz i¢in kullanilan kimyasalin geri
kazanimi1 miimkiin degildir, furfurallar gibi toksik ve inhibisyon etkisi yaratan yan
iiriinler hidroliz sonrasinda olusabilir ve bu biyolojik hidrojen {iiretim verimini
etkileyebilir. Son yillardaki en biiylik egilim ©n islemlerde iyonik sivilarin
kullanilmasidir. Bu kimyasallarin avantajlari; diger yontemlere kiyasla daha yiiksek
glukoz verimi saglamalari, hi¢cbir yan {iriin olusturmamalari, hidroliz verimini
etkilemeden birka¢ kez tekrar kullanilabilir olmalar1 ve 6n islemler arasinda tiim

bunlar baz alindiginda maliyetlerinin uygun olmasidir.

Bu toksik ve inhibisyon etkisi yapan maddelerin olusumunu engellemede iyonik
stvilarin  arastirilmasi, bu alanda c¢aligmalarin arttirilmasi ve yeni metodlarin
gelistirilmesi i¢in arastirmalarin 6nii agilmali ve desteklenmelidir. Bu ¢aligmalarda,
iyonik s1v1 ve fiziko-kimyasal yontemlerin performanslar1 incelenebilir. Spesifik bir
lignoseliilozik atigm hidrolizi i¢in reaksiyon siiresi, reaksiyon sicakligi ve iyonik sivi
konsantrasyonu optimize edilebilir. Ulkemize ya da bolgemize &zgii bir
lignoseliilozik atigm iyonik sivilar ile on igslemi arastirilabilir. Optimize iyonik sivi
hidroliz sartlar1 kullanilarak hidrolize edilmis lignoseliilozik atiklardan biyolojik

hidrojen gazi liretimi incelenebilir.
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EKLER

Ek.1 Karanhk Fermantasyon ile Hidrojen Uretimi Deney Sonuclar

Esitlik E.1°de eklenik hidrojen gazi hacmi (mL) hesaplanmas1 goriilmektedir.

Vh2,i= Vhzia1 + (Vw*Chzi) + (VGi*Ch2.i) — (Vi1 *Chz,i-1) (E.1)

Vw: Toplam gaz, (mL)

Cu2,i : H2 konsantrasyonu, (%)

Vi : t zamani bosluk hacmi, (mL)

Vg,i1 : t-1 zaman bosluk hacmi, (mL)

1Cha,i1 : t-1 zamaninda toplam gaz icerisindeki H» konsantrasyonu, (%)
2Cha,i1 : Argon gazi gecirildikten sonra boslukta kalan H» konsantrasyonu, (%)
VH2,1 : t-1 zamaninda {iretilen H> miktari, (mL)

Vh2 : t zamani tiretilen H, miktari, (mL)

TSy : Baslangi¢ toplam seker derigimi, (mg/L)

TSson : Son toplam seker derisimi, (mg/L)
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Tablo E.1 1g/L baslangi¢ seker derisimi hidrojen {iretim verileri

Siire Vi Vw 1Chz,a 2Crz,ia V2,1 Vot C Vai- Vi H ORP TSo TSson Xs;l:(: V(enl;}in
(sa) | (mL) | (mL) | (%) (%) (mL) VR i Cmga | (mL) | P (mg/L) | (mg/L) | oon | Hug)
0 60 0 0 0 0 0 6,9 -199

15 64 2,5 1,295 0,6475 0 0,8288 0 0,86117 | 6,5 -158

37 66 2 9,422 4,711 0,861175 | 6,21852 0,4144 | 6,85373 | 6,5 -260

61 68 3 7,196 7,196 6,853735 | 4,89328 | 3,10926 | 8,85363 | 6,6 -253

85 70 0 11,275 11,275 8,853635 7,8925 4,89328 | 11,8528 | 6,6 -237

136 70 1 3 3 11,85286 2,1 0 13,9828

157 74 0,5 4 4 13,98286 2,96 2,1 14,8628 | 6,0 -231 1000 256 0,588615 | 79,90782
Tablo E.2 2g/L baslangi¢ seker derigimi hidrojen iiretim verileri

Siire Vai Vw 'Chzin | *Crzjit VH2,i1 Vot C Vai Vhzi H | OrRP TSo TSson XS::(: V(emr}in
(sa) | (mL) | (mL) | (%) (%) (mL) v #Cgga | (mL) | P (mg/L) | (mg/L) | oo | Hyg)
0 60 0 0 0 0 0 6,7 -220

15 64 6 6,63 3,315 0 4,2432 0 4,641 6,7 -148

37 66 13,5 8,095 40475 4,641 5,3427 2,1216 8,95492 | 6,5 -254

61 68 2,5 5,638 5,638 8,954925 | 3,83384 | 2,67135 | 10,2583 | 6,4 -250

85 70 0 5,06801 | 5,06801 | 10,25837 | 3,547607 | 3,83384 | 9,97213 | 6,6 -218

136 70 0 0 0 9,972132 0 0 9,97213 2000 216 0,164701 | 22,35904




L8

Tablo E.3 3g/L baslangi¢ seker derisimi hidrojen iiretim verileri

Siire Vi Vw 1Chz,a 2Cz,ia V2,1 " Vai- ) TSo TSson Verim Verim
Ga) |mb) | @b | % | % | @b | O e | VU PR ORE L gy | gy | e
0 65 5 0 0 0 0 6,7 -390
18 65 2 7,34997 0 1,102496 0 5,879976 | 6,2 -206
40 67 7 4,78488 | 7,34997 | 5,879976 | 1,148371 0 10,23422 | 6,3 -190
64 74 5 3,9559 | 4,78488 | 10,23422 | 0,197795 0 10,43201 6,4 -228
89 79 4 5,57721 3,9559 10,43201 | 0,167316 0 10,59933 | 6,5 -245 2750 630 0,150321 | 19,99873
Tablo E.4 4g/L baslangi¢ seker derisimi hidrojen iiretim verileri
Siire Vi Vw 1Cha,ia 2Crz,ia VHz,i-1 " Vai- ) TSo TSson Verim Verim
Ga) | by | by | %) | ) | iy | VTOR ] e | VDRI ORE g gy | Ol
0 60 0 0 0 0 6,6 -408
15 64 0,5 8,63 4,315 0 0,04315 0 5,56635 6,8 91
37 66 19,5 6,917 3,4585 5,56635 1,348815 2,7616 8,718785 | 6,2 -235
61 68 7 4,726 4,726 8,718785 0,33082 2,28261 9,980675 | 6,2 -244
85 70 1,2 4,48344 | 4,48344 | 9,980675 | 0,053801 3,21368 9,959204 | 6,5 -231
136 70 0 0 0 9,959204 0 0 9,959204
157 74 7 3,88134 | 3,88134 | 9,959204 | 0,271694 0 13,10309 | 6,0 -242
181 78 1,5 3,68178 | 3,68178 | 13,10309 | 0,055227 | 2,872192 | 13,15791 | 6,5 -263 4000 271 0,103534 | 14,05534
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Tablo E.5 5g/L baslangi¢ seker derisimi hidrojen {iretim verileri

Siire Vi Vw 1Chz,a 2Cz,ia V2,1 " Vai- ) TSo TSson Verim Verim
Ga) | L) | @b | % | %) | @b | | e | D) P ORE L gy | gy | e
0 65 0 0 0 0 6,5 -370
18 65 7 5,53117 | 5,53117 0 0,387182 0 3,982442 6,2 -151
40 67 40 4,10006 | 4,10006 | 3,982442 1,640024 0 8,369507 6,3 -194
64 74 15 3,73293 | 3,73293 8,369507 0,55994 0 11,69181 6,5 -216
89 79 9 5,16395 | 5,16395 11,69181 0,464756 0 12,15657 6,7 -248 4510 1270 0,112809 | 15,00811
Tablo E.6 6g/L baslangi¢ seker derisimi hidrojen {iretim verileri
Siire Vi Vw 1Cha,ia 2Crz,ia VHz,i-1 " Vai- ) TSo TSson Verim Verim
Ga) | by | ) | %) | (%) | by | O e | VDRI ORE g | gy | el et
0 60 0 0 0 0 6,4 -305
15 64 0 4,828 2,414 0 0 0 3,08992 6,7 -60
37 66 0,5 4,352 2,176 3,08992 0,02176 1,54496 4,43904 6,5 =221
61 68 0 4,006 4,006 4,43904 0 1,43616 5,72696 6,0 -238
85 70 1 3,9082 3,9082 5,72696 0,039082 | 2,72408 5,777702 6,3 -248
136 70 0 0 0 5,777702 0 0 5,777702
157 74 1 3,84533 | 3,84533 | 5,777702 | 0,038453 0 8,6617 6,0 216 6000 416 0,045705 | 6,204656
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Tablo E.7 7g/L baslangi¢ seker derisimi hidrojen iiretim verileri

Siire Vi Vw 1Chz,a 2Cz,ia VhH2,i1 b, Vai- ) TSo TSson Verim Verim
(a) | by | D) | (@) | (@ | @b | "] e | VO ORE gy | gy | el
0 65 0 0 0 0 6,9 -380
18 65 0 5,07974 | 5,07974 0 0 0 3,301831 6,5 -161
40 67 7 7,86169 | 7,86169 | 3,301831 0,550318 | 3,301831 5,817651 5,8 -175
64 74 13 3,76099 | 3,76099 | 5,817651 0,488929 0 6,306579 6,0 -205
89 79 12 3,98601 3,98601 6,306579 | 0,478321 0 6,784901 6,3 -233 5580 1300 0,047662 | 6,341029
Tablo E.8 9g/L baslangi¢ seker derisimi hidrojen iiretim verileri
Siire Vi Vw 1Ch2,ia 2Crz,ia VHz,i-1 " Vai- ) TSo TSson Verim Verim
Ga) | ) |y [0 | | iy | YO e | VDRI ORE gy gy | Ol
0 65 0 0 0 0 6,3 -320
18 65 0 4,25695 4,25695 0 0 0 2,767018 6,5 -178
40 67 0 5,39561 5,39561 2.767018 0 2,767018 | 3,615059 5,7 -158
64 74 16 3,83908 3,83908 | 3.615059 | 0,614253 0 4,229312 5,6 -198
89 79 6 3,72622 3,72622 | 4.229312 | 0,223573 0 4,452885 5,8 -202 6580 2430 0,03226 | 4,291937
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Tablo E.9 Kontrol grubu (5 g/L saf glukoz) hidrojen tiretim verileri

Siire Vi Vw 1Chz,1 2Cz,ia VhHz2,i1 3 Vai- ) TSo TSson Verim Verim
(a) | by | @b) | %) | (%) | by | | e | VRO ORE gy | gy | el
0 65 0 0 0 0 6,5 -225
18 65 45 5,36534 | 5,36534 0 2,414403 0 5,901874 | 5,8 -176
40 67 151 5,43644 | 5,43644 | 5,901874 | 8,209024 | 3,487471 | 14,26584 | 5,8 -182
64 74 12 3,98085 | 3,98085 | 14,26584 | 0,477702 0 14,74354 | 6,3 -226
89 79 4 5,11911 5,11911 14,74354 | 0,204764 0 14,94831 | 6,4 =217 7030 550 0,069357 |9,227351




