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Bu c¢alismada Miscanthus giganteus kullanilarak lignoseliilozik biyohidrojen iiretimi
aragtirllmigtir. Biyokiitle hidrolizasyonunda kimyasal kullanmadan 120 ve 135°C sicakliklarda
otoklavda, kimyasal kullanarak yapilan 6n hidroliz ¢alismalarinda zayif asidik % 0,5 ve % 1
siilfiirik asit, zayif bazik % 0,5 ve % 1 NaOH kimyasal uygulamalar 121 ve 135°C’de
belirlenmistir. Kimyasal uygulama sonucunda olusan hidrolizat biyolojik 6n islem igin
Viscoamyl Flow seliilaz enzimi kullanilarak gergeklestirilmistir. On hidroliz ¢alismalarinda en
yiiksek seker hidrolizi % 1 H,SO4 ve 135°C sicaklikta 60 dakika 6n islemle elde edilmis olup
enzimatik hidroliz ile birlikte toplamda 27,43 g indirgen seker elde edilmistir. Bazik 6n iglemi
takip eden hidrolizasyonda ise 18,67 g indirgen seker elde edilmistir. Biyohidrojen {iretimine 6n
islem tekniklerinin etkisinin belirlendigi g¢alismada asidik 6n islem sonucu elde edilen
hidrolizattan 15,45 L, bazik 6n islemden elde edilen hidrolizattan 14,74 L biyohidrojen iiretimi
yapilmistir. Biyohidrojen iiretimine baslangi¢ pH etkisinin belirlendigi ¢alismada baglangi¢c pH’1
6.5’e¢ ayarlandiginda 15.45 L, pH 5,5’e ayarlandiginda ise 17,16 L biyohidrojen iiretimi
saglanmistir. Hidrolizat konsantrasyonun etkisinin arastirildign calismada 50g indirgen seker
hidrolizatindan pH 5.5’te 17,16L biyohidrojen firetilirken oran 100g indirgen seker’e
cikarldiginda 25,3 L’ye ¢ikmistir. Seker oranin artis1 biyohidrojen {iretiminde baskilayict etki
yaratmis ve verimde diisme gbzlenmistir.

Bu ¢alisma ile Miscanthus giganteus biyokiitlesinin kimyasal, fiziksel ve biyolojik 6n
islemler yapilarak biyohidrojen ve fermentatif enerji kaynaklarimin iiretiminde kullanilabilecek
6nemli bir materyal oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyohidrojen, Miscanthus giganteus, Dark Fermentasyon, Enzimatik
hidroliz
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In this study, biohydrogen production from biomass was investigated using Miscanthus
giganteus. The biomass were hydrolysed without using chemicals by autoclave at 121 and
135°C for 60 min. Chemical prehydrolysis were conducted by using weakly acidic 0.5 % and
1% sulfuric acid, weakly basic 0.5% and 1% NaOH chemical applications at 121 and 135°C for
60 min. The Viscoamyl Flow cellulose enzyme used for biological pretreatment after chemical
pretreatment of biomass. In the pre-hydrolysis studies shows that, acidic and enzymatic
hydrolysis combination was suitable for biomass hydrolysis. 27.43 g of reducing sugar was
obtained under acidic 1 % H,SOs, 135°C degrees for 60 minutes and enzymatic pretreatment
conditions. But 18.67 g of reducing sugar was obtained basic and enzymatic pretreatment
conditions. Effect of pretreatment techniques on biohydrogen production was determined and
15.45 L biohydrogen was obtained from acidic pretreatment and 14.74 L biohydrogen was
obtained from basic pretreatment of biomass. The effect of the initial pH on the biohydrogen
production were determined at pH 6.5 and 5.5 and maksimum biohydrogen production was
obtained at pH 5.5 as 17.16 L biohydrogen but biohydrogen production was decreased initial pH
increase 6.5 maksimum biohydrogen production was obtained as 17.16 L at pH 6.5. In this
study, 17.16 L biohydrogen was produced from 50 g reducing sugar hydrolysate at pH 5.5 and
the ratio increased to 25.3L when increasing to 100g reducing sugar. But biohydrogen
production yield was decreased increasing of the hydrolysate concentrations. The increasing in
the sugar ratio was a suppressing effect on biohydrogen production for this reason yield of the
biohydrogen was decreased.

Miscanthus giganteus biomass is an important energy plant. It may be use for the
production of biohydrogen and alternative renewable bioenergy products after the chemical,
physical and biological pretreatment.

Key words: Biohydrogen, Miscanthus giganteus, Dark fermentation, Enzymatic hydrolysis
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GENISLETISMIS OZET

Uzun yillardir kullanilan fosil yakitlarin neden oldugu kiiresel 1sinma ile
miicadele etmek icin yenilenebilir enerji kaynaklarina yonlenmek ve bu
kaynaklarin etkili bir sekilde kullanilmas1 6nemli ¢evresel konulardan birisidir.

Temiz enerji denildigi zaman enerji teknolojilerinde iki temel alan akla
gelmektedir. Bunlardan ilki enerji kaynagi olarak yenilenebilir enerji kaynaklaridir.
Digeri ise enerji verimliligi ve enerji verimliligi ile ilgili teknolojilerdir. Giines,
riizgar, barajlar, jeotermal ve biyokiitle enerjileri yenilenebilir enerji kaynaklari
olarak giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Enerji verimliligi ile ilgili
teknolojilerle alakali olarak elektrikli araglar, kojenerasyon sistemleri son
zamanlarda giindem konusu olan énemli bashklardir. Ozellikle kiiresel 1s1nma ve
karbon emisyonundan ileri gelen iklim degisikliginin 6niine gegilmesi i¢in fosil
yakitlarin yerine yenilenebilir orijinli yakitlar ile yer degistirmesi biiyiik
adimlardan birisidir. Ozellikle biyoteknolojik ydntemlerin sanayinin her alanina
girmesi ve igleri kolaylastirmasi bir¢ok probleme ¢6ziim iiretmek igin alternatif bir
yoldur.

Bu c¢aligmada biyoteknolojik uygulamalardan dark fermentasyon ile
lignoseliilozik  biyohidrojen iiretimi  gergeklestirilmistir.  Anaerobik  dark
fermentasyon ve fotofermentasyon mikroorganizmalar tarafindan
karbonhidratlardan biyohidrojen iiretiminin yapildigi proseslerdir. Bu amagla enerji
bitkilerinden Miscanthus giganteus kullanilmistir. Lignoseliilozik iiriinlerin
mikrobiyal fermentasyonda fizikokimyasal 6n islemlere maruz birakilmadan direk
kullanilmas1 diisiik verime neden olmaktadir. Zira seliilozun, hemiseliillozun ve
yapidaki ligninin parcalanmasi dogal mikrobiyal faaliyetler ile olduk¢a zor
olmaktadir.

Bu nedenle bu ¢alismada kimyasal olarak % 0,5 ve % 1 zayif siilfiiriik asit
ve zaylf sodyum hidroksit kullanilarak 121 ve 135°C sicakliklarda hidroliz

islemleri yapilmus, bu islemleri takip eden seliilaz enzim uygulamasi yapilmistir.
I



Anaerobik dark fermentasyonda yapilan hidroliz islemleri sonucunda asidik 6n
islemlerden % 1 zayif siilfurik asitin 135°C’deki uygulamasiyla enzimatik
hidrolizin verimi artmigtir. Zayif asidik 6n islem ve enzimatik hidroliz ile toplamda
27,43g indirgen seker elde edilmistir. Lignoseliilozik biyokiitleden biyohidrojen
iiretimi iizerine baslangic pH’1n etkili oldugu ve calisilan pH degerleri arasinda en
iyl verimin pH 5.5°de oldugu belirlenmistir. Biyokiitleden elde edilen indirgen
sekerlerin reaktore beslenmesi ve seker konsantrasyonunun biyohidrojen iiretimi
iizerine etkisine bakildiginda seker konsantrasyonun artisinin biyohidrojen
iiretiminde ¢ok etkili olmadigi hatta verimin diistiigli belirlenmistir. Seker oranin
artigt biyohidrojen iiretiminde baskilayic1 etki yaratarak, biyohidrojen iiretimi
iizerinde olumsuz etkiler meydana getirmistir.

Bu calismada kullanilan lignoseliilozik biyokiitle Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi tarimsal arastirma deneme sahalarinda iiretilmistir. Endiistriyel
bitkilerin iiretimi ve kullanimi olduk¢a 6nemli galismalar arasinda olup galigmada
kullanilan Miscanthus giganteus biyokiitlesi kimyasal, fiziksel ve biyolojik 6n
islemler yapilarak biyohidrojen ve fermentatif enerji kaynaklarinin iiretiminde

kullanilabilecek 6nemli bir materyal oldugu sdylenebilir.
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1. GIRIS Nazrin MURGUZOVA

1. GIRIS

Diinyada enerji tiiketimi hizla artarken, fosil yakit rezervleri de o kadar
hizli tikenmektedir. Bu sekilde giderek artan emisyonlarin sonucu olarak iklim
degisikligi ve kiiresel 1snma gibi durumlar1 da beraberinde getirmektedir. Iklim
degisikligi insanoglunun aktiviteleri sonucu olusan bir olaydir. iklim degisikliginin
Oniine gegilmesi igin yenilenebilir enerji kaynaklar1 kullanilarak karbon emisyonun
disiiriilmesi, siirdiiriilebilir ve ¢evreci enerji kaynaklarina yonelmek zorunlu hale
gelmektedir.

Temiz enerji denildigi zaman enerji teknolojilerinde iki temel alan akla
gelmektedir. Bunlardan ilki enerji kaynagi olarak yenilenebilir enerji kaynaklaridir.
Digeri ise enerji verimliligi ve enerji verimliligi ile ilgili teknolojilerdir. Giines,
rlizgar, barajlar, jeotermal ve biyokiitle enerjileri yenilenebilir enerji kaynaklari
olarak giiniimiizde yaygimn olarak kullanilmaktadir. Enerji verimliligi ile ilgili
teknolojilerle alakali olarak elektrikli araglar, kojenerasyon sistemleri son
zamanlarda giindem konusu olan énemli basliklardir. Ozellikle kiiresel 1sinma ve
karbon emisyonundan ileri gelen iklim degisikliginin oniine gecilmesi i¢in fosil
yakitlarin yerine yenilenebilir orijinli yakitlar ile yer degistirmesi biiyiik
adimlardan birisidir (Dow ve Downing, 2006).

Fosil yakitlarin kullanilmasi ve ¢evre kirliliginin bu sekilde devam etmesi
halinde 2100 yilinda ortalama sicakligin 5,8°C artacagi tahmin edilmektedir (Dow
ve Downing, 2006). Kiiresel iklim degisikligi ile ilgili yapilan bir¢ok arastirmada
sel baskinlarinin, firtinalarin, hortum ve kasirgalarin olusacagi soylenmektedir
(Mills, 2009).

Yenilenebilir enerji kaynaklari1 arasinda biyokiitle enerjisi oldukc¢a biiyiik
oneme sahiptir. Siirdiiriilebilir biyoenerji ¢alismalar1 son yillarda hiz kazanmustir.
Bu amagla enerji liretimi amagli, gida olarak kullanilmayan {iriinlerin ziraati

yapilmakta, tarima elverisli olmayan topraklar bu iriinlerin yetistirilmesinde



1. GIRIS Nazrin MURGUZOVA

kullanilmakta, biyoteknolojik iirlinlerin bu amagla gelistirilip yiiksek enerji icerikli,
yiiksek biyokiitle verimliligi olan iiriinler kullanilmaktadir.

Biyokiitle, hidroelektrik, riizgar, gilines, jeotermal, deniz ve hidrojen gibi
yenilenebilir enerji kaynaklari diinyanin gelecekte enerji ihtiyacin1 karsilayacak
yegane kaynaklardir. Kiiresel enerji ihtiyacinin yaklasik yarisi, 2040 yilinda
yenilenebilir kaynaklardan elde edilecektir. Hidrojen enerjisi gelecekte fosil
yakitlara gore daha ucuz, siirdiiriilebilir, daha az ¢evre kirliligi yaratacak 6nemli bir
yakit kaynagi olarak kullanilacaktir. Hidrojenin yanmasi sonucunda sadece su
aciga cikmasi, karbondioksit ve karbon monoksit gibi gazlarin olugsmamasi yakit
kaynakl: sera gazi etkisinin ortadan kaldirilmasinda etkili olacaktir (Turner ve ark.,
2007).

Hidrojenin en ucuz iiretimi fosil kaynaklar kullanilarak elde edilmektedir.
Ozellikle dogalgazin buhar reformasyonu ve komiiriin gazlastirilmasi en ¢ok
kullanilan yontemler arasindadir. Su anda hidrojen iiretiminin yaklasik %50 ‘si
dogalgazin buhar reformasyonu ile gercgeklestirilmektedir. En pahali hidrojen
iiretimi ise suyun elektrolizi yontemidir (Ramachveran ve Menon, 1998).

Hidrojen enerjisi, temiz ve titkenmez bir yenilenebilir enerji kaynagidir.
Gelecekteki enerji {iretim sistemleri hidrojen yakitini temel alarak dizayn
edilmektedir. Biyolojik olarak yenilenebilir kaynaklardan {iretilen biyohidrojen,
strdiiriilebilir bir enerji kaynagi olarak goriilmektedir. Hidrojen enerjisinin
avantajlar1 arasinda hidrojenin yanma sonucunda su buhari olusmakta, ¢evreye
zarar verecek sera gazlarindan karbondioksit ve tiirevleri olusmamaktadir (Armor,
2005). Otomobillerde hidrojen yakit pilleri kullanilarak daha giivenli araglar
iiretilebilecektir. Elektrik iiretiminde tiirbinlerin yerine yakit hiicreleri kullanilarak
elektrik tiretimi yapilirken olusacak 1sida kullanilabilecek 6nemli bir enerji
kaynagidir. Hidrojenin metal hidrit seklinde depolanmasi giivenli ve daha kolay

olacaktir (Dong ve ark., 2007).
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1.1. Hidrojen

Hidrojen gelecegin yakiti olarak kabul edilen yenilenebilir enerji
kaynaklarindan biridir. Hidrojen gilinlimiizde kimya sektdriinde ve birgok endiistri
alaninda kullanilan 6nemli bir hammaddedir. Hidrojen periyodik cetveldeki ilk
elementtir. Molekiiler agirligt 2.016 g/mol, normal atmosfer basincinda ve oda
sicakhgindaki yogunlugu 0.0838 kg/m3, kaynama sicakligi 252,74°C, donma
sicaklig1-259,18°C’dir.

Hidrojen (285.9 KJ.mol') enerji tagimaktadir, diger yakitlar ile
kiyaslandiginda petrol ve metandan 3 kat daha yiiksek enerjiye sahiptir. Tablo 1’de

hidrojen ile diger yakit tiirlerinin enerji degerleri karsilagtirmali olarak verilmistir.

Cizelge 1.1. Baz1 Yakitlarin Enerji Degerlerinin Karsilastirilmasi (Scragg, 2009)

Yakit Tipi Enerji Mj/kg)
Petrol 474
LPG (s1v1) 48,8
LNG (s1v1) 50
Hidrojen (s1v1) 141,9
Hidrojen (gaz) 141,9
Metan (gaz) 50,2

Hidrojen; sanayide doymus yag iiretiminde, doymus cift karbon baglarinda
oksijenin  uzaklastirilmasinda, hava tasimacilifinda gaz  balonlarinin
doldurulmasinda, enerji depolama sistemlerinde, elektronik endiistrisinde, silikon
iiretiminde, roket yakitlarinda, hidrojen yakit hiicrelerinde ve daha bir¢ok alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Hidrojen evrende en fazla, diinya iizerinde tiglincii
en fazla bulunan elemendir. Hidrojenin yliksek reaktivitesinden dolayr dogada
diger elementlere bagli olarak bulunmasina neden olur. Bu nedenle atmosferde ¢ok
diisiik konsantrasyonlarda (1 ppm) serbest halde bulunmaktadir (Armaroli ve

Balzani, 2011).
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1.2. Hidrojen Uretim Teknikleri

Hidrojen giiniimiizde yaygin olarak bircok farkli yontem kullanilarak
iiretilmekte ve kullanilmaktadir. Hidrojen sadece enerji iiretimi amacli olarak degil
endiistrinin bir¢cok alaninda kullanilmasi nedeniyle, uzun yillardan beridir iiretimi
iizerinde calismalar yapilmaktadir. Molekiiler formdaki hidrojen birgok farkli
kaynaktan farkli sekillerde iiretilebilir. Suyun elektrolizi, termokimyasal yontemler
ve biyolojik olmak iizere ii¢ sekilde hidrojen iiretimi yapilabilmektedir (Carmo ve

ark., 2013).

1.2.1. Elektroliz ile Sudan Hidrojen Uretimi

Elektroliz, su molekiillerinin elektrik ve bir elektroliz cihaz1 kullanarak
dogrudan hidrojen ve oksijen molekiillerine ayrilmasi iglemidir. Suyun elektrolizi
ile suyu meydana getiren iki molekiil hidrojen ve bir molekiil oksijen elektrik
akimi ile gaz formunda ayristirilabilmektedir. En yaygin kullanilan elektroliz
teknikleri alkali elektroliz, kat1 oksit elektrolizleri, tuzlu su elektroliz teknikleridir

(Carmo ve ark., 2013).

1.2.2. Termokimyasal Yéntemlerle Hidrojen Uretimi

Bu yontemler ile Hidrojen liretiminde biyokiitle ve dogal gaz gibi birgok
farkli tiriin kullanilmaktadir. Bilesiklerde bagli bulunan hidrojen termokimyasal
tepkimeler ile ayristirilip molekiiler hidrojen iiretimi gerceklestirilir.

Buhar reformasyonu; katalizor varliginda su buhar1 ve dogal gazdan alinan
metan’nin karbondioksit ve hidrojene doniistiiriilmesidir. Metan kaynagi olarak
dogal gaz, kaya gazi, biyogaz ve ¢Op gaz sistemlerinden elde edilen gazlar
kullanilabilmektedir. Dogal gaz kullanildiginda % 72 verimlilikte hidrojen tiretimi
saglanan bu yoOntemde, diger metan kaynaklari kullanildiginda metan gazinin
saflastirilmas1 gerekmektedir. Aksi takdirde olusacak hidrojen gaz karisiminin

safsizliklardan arindirilmasi gerekmektedir. Giliniimiizde hidrojenin % 96’s1 dogal
4
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gazdan su buhar kullanilarak yapilan reforming yontemi ile {iretilmektedir
(Ramachveran ve Menon, 1998).

Biyokiitleden termokimyasal yontemle hidrojen iiretimi; bu yontemde
yiiksek basing ve yiliksek sicakliklarda biyokiitle sivi veya gaz forma
doniistiiriilerek gazlagtirma ve piroliz islemleri yapilmaktadir (Demirbas, 2001).
Gazlastirma biyokiitlenin hidrojen, karbon dioksit, karbonmonoksit, metan, hafif
ve agir hidrokarbon molekiillere doniigsmesidir. Biyokiitlenin pirolizi ile oksijensiz
ortamda 500-800°C sicakliklarda sivi biyolojik petrol ve kdmiir olusumu
saglanmaktadir. Gaz fazinda tipki gazlastirma da oldugu gibi hidrojen, karbon
dioksit, karbon monoksit, metan, hafif ve agir hidrokarbonlar olugmaktadir. Cikan
iriinlerden  katalitik yontemler ile hidrojen iiretimi saglanabilmektedir

(Ramachveran ve Menon, 1998).

1.2.3. Biyolojik Yontemler

Biyolojik hidrojen {iiretiminin molekiiler temelinde bakteriyel hidrojenaz
enzimleri bulunmaktadir. Hidrojenazlar, mikrobiyal hiicrenin sitoplazmasinda veya
periplazmasinda bulunur. Hidrojenazlar Fe hidrojenazlar, Ni-Fe hidrojenazlar ve
Ni-Fe-Si hidrojenazlara olarak smiflandirilabilir. Clostridium’lar hidrojenaz
enzimleri ile hidrojen iiretimi gergeklestirebilmektedir. Biyolojik hidrojen tiretim
yontemleri diger fizikokimyasal yontemlere gore daha gevreci ve alternatif bir
yontem olup, organik atiklar biyohidrojen {iretiminde kullanilabilen yegane
biyokiitle kaynaklaridir (Macaskie ve ark., 2005).

Dogada biyohidrojen iireten siyanobakteriler, anaerobik bakteriler ve
fermentatif bakteriler olarak {i¢ grup mikroorganizma bulunur. Siyanobakteriler,
151k enerjisi varhiginda fotosentez yoluyla suyu dogrudan hidrojen ve oksijene
donustiiriirler.  Fotosentetik bakteriler organik asitler kullanarak, anaerobik
bakteriler organik maddeleri elektron ve enerji kaynagi olarak kullanip hidrojen
iretimi yapabilirler. Fotofermantasyon, organik materyallerin fotosentetik

bakteriler tarafindan giines 15181 varliginda hirojen ve karbondioksit iiretimi yapilan
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proseslerdir. Biyofotoliz, yenilenebilir kaynaklardan temiz enerji kaynakari
arasinda strdiiriilebilir, ¢cevre dostu proseslerdir. Siyanobakteriler ve yesil algler
suyu gilines 15181 varliginda molekiiler hidrojen ve oksijene kadar ayirmaktadir
(Rahman ve ark., 2016).

Anaerobik dark fermentasyon ve fotofermentasyon mikroorganizmalar
tarafindan karbonhidratlardan biyohidrojen iiretiminin yapildig1 proseslerdir.
Hidrojen tireten mikroorganizmalardan Clostridium tiirleri Clostridium butyricum,
Clostridium termolactium, Closrtidium pasteurianum ve Clostridium bifermentants
zorunlu anaerob, gram pozitif, cubuk seklinde ve spor olusturan organizmalardir

(Chenlin ve Fang 2007).

1.2.3.1. Mikrobiyal Biyohidrojen Uretimi ve Dark Fermentasyon

Dark fermenasyon ile biyohidrojen iiretim mekanizmasi genel olarak
oksijensiz kosullarda fermentatif bakteriler tarafindan organik maddenin
oksitlenmesi sonucunda hidrojenin elektron alicis1 olarak molekiiler hidrojene
indirgenmesidir (Das ve Veziroglu, 2008). Biyohidrojen {iretiminde dark
fermentasyon ile fermentatif bakteriler organik atiklari bertaraf ederken bunun
yaninda hidrojen iretimi de saglamaktadir. Fermentatif hidrojen iiretimi ya
hidrojenaz ya da nitrojenaz’a bagli metabolik yolla ger¢eklesmektedir (Sinha ve
Pandey, 2011). Dark fermentasyonda karbohidrat bakimindan zengin substratlar
kullanilarak anoksik sartlarda biyolojik hidrojen iiretiminin yapildigi dnemli bir
prosesdir. Protonlar anoksik sartlardan molekiiler hidrojenin {iretiminde elektron
akseptorii olarak gorev yaparlar. Karbohidratlardan fermentatif olarak biyohidrojen
iiretiminde nitrojenaz yolu yerine hidrojenaz yolu fermentatif karbohidratlardan
biyohidrojen iiretiminde yiiksek hidrojen iiretimi diisiik maliyet tercih edilmektedir
(Redwood ve ark., 2008). Dark fermentasyonda karbohidratlar karbon kaynagi
olarak kullanilmakta, fermentasyon sonucunda son fiiriin olarak asetat, biitirat,
propiyonat, laktik asit ve etanol gibi {irlinler olugsmaktadir (Guo ve ark., 2010).

Hidrojen {ireten bakterilerin ¢ogunlugu zorunlu anaerob bakteriler olup
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Clostridium’lar, rumen bakterileri, metanojenik bakteriler, arkealar bu grupta
siralanabilir. Bunun yan1 sira bazi fakiiltatif anaerob bakterilerden Escherichia coli,
Enterobacter, Citrobacter diginda bazi aerobik Dbakterilerde Alcaligenez,
Basillus’lar biyo hidrojen iiretimi yapabilmektedir (Guo ve ark., 2010).
Biyohidrojen iiretiminde iiretilen hidrojen miktar1 son {irline gore
degisiklik gostermektedir. Glikozdan hidrojen iiretiminde son iiriin asetat ise

maksimum 4 mol hidrojen/ mol glikoz iiretilmektedir (Hawkes ve ark., 2002).

Ce6H1206 +2H20 — 2CH3COO0OH +2C07 + 4H7 Asetat fermentasyonu
C6H1206 — 2CH3CH2CH2CO0H + 2C02 + 2H? Biitirat fermentasyonu

Bakterilerin  ¢ogu piirivat metabolizmas1 ile hidrojen iiretimi
gergeklestirmektedir. Piirivata bagli hidrojen iiretim prosesi oldukca kompleks bir
yol olup substrat, kiiltlir, reaktor tipi, sicaklik pH, niitrientlere baghdir. Piirivat
asetil CoA’ya okside edilir. Asetil CoA’da ATP’ye doniisiir, son iiriin olarak asetat,
biitirat etanol olusur (Wang ve Jin, 2009). Fakiiltatif anaerob bakteriler 1 mol
glikoz’dan 2 mol, zorunlu anaerob bakteriler 1 mol glikozdan 4 mol hidrojen
iretmektedir (Das ve Veziroglu, 2008). Biyohidrojen iiretimi sirasinda karisik
kiltirler  kullanildiginda, ortamda asetojenik  bakterilerden  Clostridium
thermoaceticum ve Clostridium aceticum bulunmasi olumsuz etkiler yaratmaktadir.
Uretilen hidrojen bu bakteriler tarafindan karbon dioksitle birlestirilerek asetat’a

dondstiiriir ve hidrojen ortamda tiiketilir (Guo ve ark., 2010).

2C07 + 4H7 — CH3COOH + 2H0

Son {iriin Propiyonat’ta hidrojen tiiketen bir tirlin olup eger son iiriin etanol

ve laktik asit ise sifir hidrojen tiiketimi olur (Guo ve ark., 2010).
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Ce6H1206 + 2H2 — 2CH3CH2COOH + 2H20
Ce6H1206 — 2CH3CH20H +2C07
Ce6H1206 — 2CH3CHOHCOOH + 2C02

Biyolojik olarak hidrojen {iretiminde sintropik bakteriler reaksiyon
ortamimnda  olusan son  iriinlerden imkansiz  fermentasyon olaylar
gerceklestirebilirler. Etanolden, propiyonattan ve biitirattan asetat olusumu
sirasinda molekiiler hidrojen iiretimi gerceklestirilebilmektedir (Azbar ve Levin,

2012).

Etanol + H)0 — Asetat” +2Ho + H™
Propiyonat” + 3H20 — Asetat” + 3Hp + HY + HCO3~

Biitirat” + 2H20 — 2Asetat” + 2Hy + H

Dark fermentasyonun smirliliklar1 arasinda diisik hidrojen verimi
bulunmaktadir, diisiik verimin nedeni dark fermentasyonda fakiiltatif aneroblarin
olmasindan ileri gelmektedir ancak fakiiltatif anaerob bakteriler zorunlu anerob
bakterilere gore oksijene karsi toleranslidir. Ancak burum dark fermentasyonun
avantajlar1 arasinda yer almaktadir. Dark fermentasyonda karisik kiiltiir kullananin
avantaji vardir bu durum substrat sterilizasyonu ortadan kaldirarak isletme
proseslerini kolaylastirmaktadir (Wang ve Jin, 2009). Karigik kiiltiirlere hidrojen
iireten bakterilerin zenginlestirilmesinde asit-baz gibi kimyasallar ile 0On
muameleler, havalandirma, 1sitma ve kimyasal 6n islemler gerektirmektedir.

Dark fermentasyonda 1s1l 6n islem en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir.
Dark fermentasyonda optimum sicaklik mezofilik 37°C ve termofilik olarak
55°C’dir. Yiiksek sicakliklarda proteinlerin denatiire olmasi mikrobiyal

aktiviteyide etkilemektedir. Mikrobiyal hidrojen {iiretiminde sicaklik ile alakali
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olarak iki grup organizma bulunmaktadir. Bunlardan ilk grup 30-40°C sicaklikta
yasayan mezofiller, 45-55°C ve daha {istli sicakliklarda aktif olan termofilik
bakterileridir. En yaygin biyohidrojen iiretim yontemleri arasinda sicakligin etkisi
on plana c¢ikmakta ve bu durumda daha ¢ok mezofilik ydntemler tercih
edilmektedir. Sicaklik bakterilerin metabolizmalarini etkiledigi i¢in olusan ara
iiriinleri etkilemektedir, sicaklik ayrica ¢oziinmiis hidrojenin oranmi etkiledigi i¢in

oldukea etkili bir parametredir (Leung ve ark., 2006).

1.2.3.2. Dark Fermentasyonda Hidrojen Uretimini Etkileyen Parametreler

Biyohidrojen {iretim proseslerinde dark fermentasyonu etkileyen prosesin
calismasi ile ilgili parametreler arasinda sistemin pH’1, sicakligi, kullanilan substrat
tiri ve konsantrasyonu, HRT (Hidrolik Alikonma Siiresi), proses i¢indeki
mikroorganizma tiirli, fermentasyon sinucunda olusan yan firiinler, hidrojenin
kismi basinci siralanabilir.

pH : biyolojik hidrojen iiretim prosesleri mikrobiyal fermentasyon sonucu
gerceklesmektedir. Fermentasyon sirasinda kullanilan substrat mikrobiyal faaliyet
sonucunda organik asitlere kadar pargalanirken sitemin pH degerinde diisiise neden
olmaktadir. Sistemde pH kontrol edilmesi gereken 6nemli bir parametredir. Zira
proses stiresince pH kontrol edilmez ise fermentasyon yolu degiserek biyohidrojen
iiretimi yerine ¢oziiciiler yoniine dogru kayar. Bu da hidrojen iiretimin gerilemesine
neden olmaktadir. Optimum biyohidrojen iiretimi i¢in, optimum pH degeri 5-6
arasinda olmaktadir (Vazquez ve Varaldo 2008).

Hidrojenin kismi Basinci: Hidrojen iiretiminin temeli hidrojen {iretiminden
sorumlu hidrojenazlardir. Ortmada hidrojen bulunmasi hidrojenazlar {iizerinde
inhibitor etki yaratmaktadir.

Alikonma siiresi: Siirekli sistemlerde substrat alikonma siiresi 6enmli bir

parametre olup, disiik alikonma siireleri karisik kiiltiirlerde hidrojen tiilketen
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bakterilerin eleminasyonuna neden olmakta, olusan inhibitér organik asitlerin
uzaklastirilmast saglanmaktadir (Leung ve ark.. 2006).

Sicaklik: dark fermentasyonda mezofilik sicakliklar tercih edilmekte,
termofilik sicakliklar hem uygulama giicliikleri olustirmakta, hemde substratin 1s1l-
timasi i¢in enerji gerektirmektedir (Geng, 2010).

Mikroorganizma: Hidrojen iireten bakteriler anaerob fakiiltatif anerob
bakterilerdir. Dark fermentasyonda saf kiiltiir yerine karisgtk kiiltiir
kullanilmaktadir. Saf kiiltiirlerin muhafaza edilmesi kontaminasyona karsi
korunmasi oldukga zordur (Phowan ve ark., 2010).

Hammadde: Dark fermentasyonda kullanilan karbon kaynalari basit
sekerler, nisastali tiriinler, lignoseliilozik biyokiitle, organik atiklar, endiistriyel
iiriinler vb. gibi bilesenlerden olusmaktadir (Geng 2010).

Son iiriinler: dark fermentasyonda mikrobiyal faaliyet sonucu olugsan son
iriinlerin bir avantaji degerli irilinler olmasi, dezavantaji ise olusan hidrojen
miktariin inhibe olmasidir. Dark fermentasyonda laktik asit, formik asit, asetik
asit, propiyonik asit, biitirik asit, etanol, propanol, butanol, 2,3-Butanediol, aseton
gibi birgok ara ve son {irlin olusmaktadir. Yiiksek biyohidrojen verimi biitirik asit
olusumu ile iligkilendirilmektedir. Diigsiik verim ise propiyonat, laktik asit ve
alkollerin olsumu ile meydana gelmektedir. Clostridia tiirleri 6zellikle Clostridium
butyricum, biitirik asit olusumunda dark fermentasyonda 6nemli rol oynamaktadir

(Leung ve ark., 2006).

1.3. Lignoseliilozik Biyokiitle Yapisi ve Enerji Uretimi

Biyokiitle enerjisi dogada en fazla bulunan yenilenebilir enerji
kaynaklarindan biridir. Zirai atiklar, ormanlar, enerji bitkileri, evsel ve kirsal
bolgelerde atilan gida atiklar1 yani sira bahge atiklar1 ve algler enerji tiretiminde
kullanilabilen ©6nemli biyokiitle kaynaklaridir. Biyokiitle kaynaklarinda
biyokiitlenin yapist nigasta, seliiloz, hemiseliiloz ve ligninden olusmaktadir.

Nisasta, seliiloz ve hemiseliiloz glikoz molekiilerinin polimerik olarak olusturdugu
10
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onemli bitkisel makromollekiillerdir. Bu molekiiller biyokiitlenin hidrolizi ile
kolaylikla fermente edilebilir ve fermentasyon sonucunda hidrojen, etanol, biitanol
gibi iirlinlere doniistiiriilebilmektedir. Lignoseliilozik biyokiitleler genel olarak %
25-50 seliiloz, %20-40 hemiseliiloz ve %15-35 oranlarinda ligninden olugmaktadir.
Zirai atiklar ve gida atiklar1 cogunlukla nisasta icerikli atiklardir (Sun ve Cheng,
2002).

Seliiloz; Dogada en fazla bulunan bitkisel kokenli dogal bir polimerdir.
Yaklasik olarak 7000-15000 D-glikoz birimlerinin § (1,4) glikozidik baglar1 ile
baglanmis homopolimerdir (Yu ve ark., 2007). iki glikoz molekiiliinden sellobiyoz,
sellobiyoz molekiillerinden de daha biiyliik yapi1 seliiloz olusturulur. Seliiloz
molekiilii kiristal yapida olup diisiik ylizey alanina sahiptir ve suda ¢oziinmez.

Enzimatik ve kimyasal etkilere kars1 oldukca direnclidir (Yu ve ark., 2007).

THQOH CH,OH CH,OH
|
H —O H <l:—o c—O
|/§H O AR NN il NING
NS NI NN
| I

H OH H OH H OH

Sekil 1.1. Seliiloz Molekiiliiniin Yapisi

Hemiseliiloz; selilloz gibi benzer yapist olan hemiseliiloz bir
heteropolimerdir. Yapisinda en fazla kslioz bulunur. Dallanmig yapis1 farkli seker
monomerlerinden pentozlardan ksiloz arabinoz, hegsozlardan galaktoz, mannoz,
glikoz ve seker asitlerinden D-glukuronik asit gibi monomerlerin B (1,4) glikozidik
baglari ile baglanmasi ile olugsmaktadir. Hemiseliiloz lignin ve seliiloza baglanarak

lignoseliilozik yapiy1 olusturmaktadir (Ren ve ark., 2009).
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Sekil 1.2. Hemiseliiloz Molekiiliiniin Yapisi

Nisasta, patates, misir, piring, bugday gibi zirai {iriinlerin en temel
bilesenidir. Nisastanin suda ¢dziinmeyen formu a-1,4- glikozit baglar ile baglh
linecer kisim amiloz olarak, suda c¢oziinen o-1,6 baglar1 ile dallanmis yapisi
amilopektin olarak adlandirilir. Nisasta molekiilleri yar1 kristal yapida olup
enzimatik ve kimyasal olarak hidrolize olduk¢a hassas molekiillerdir ve kolayca

pargalanabilmektedir (Mars, 2010; Toor ve ark., 2011).

CHzOH CHyOH

@@

CHzOH CHz CHoOH CHzOH

OH

Sekil 1.3. Nisasta Molekiiltiniin Yapist
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Lignin; lignoseliilozik biyokiitlenin yapisinda bulunan aromatik yapidaki
bir polimerdir. Olduk¢a dallanmis polifenolik bir makromolekiildiir. p-
hidroksifenilpropan iiniteleri birbirlerine baglanarak oldukga stabil amorf bir yap1
olusturmaktadir. Lignin protein ve diger organik bilesiklere karbon-karbon bag1 ve
eter baglar1 ile baglanarak kompleks yapiyr olustururlar. Lignin molekiiliiniin
yapisinda monomerik fenilpropan molekiilleri, p-koumaril, koniferil ve sinaptil
alkol yapilar goriilebilmektedir. Genel olarak lignin aga¢ ana yapisinda seliiloz ve

hemiseliiloz molekiilleri arasinda baglayici bir ¢gimento gorevi yapmaktadir.

CHO

OCHy

Sekil 1.4. Lignin Molekiiliiniin Yapisi

Lignin sert aga¢, yumusak aga¢ ve ¢imen lignini olarak siniflandirilabilir.
Yumusak agac¢ lignini koniferil alkollerden ve az miktarda p-Koumaril alkolden
olugmaktadir. Sert aga¢ lignini %8 p-Hidroksifenilpropan (koumaril alkolden
olusur), esit miktada koniferil ve sinaptil alkol molekiillerinden olusur. Cim lignini
sinaptil, koniferil ve p-hidroksifenilpropan molekiillerinden olusur. P-koumaril
alkol yan zincirleri esterlesip p-koumarik asit sekline doniisiir. Bu yap1 enzimatik

ve kimyasal etkilere kars1 oldukca direngli bir molekiildiir (Balat, 2010).
13



1. GIRIS Nazrin MURGUZOVA

1.3.1. Lignoseliilozik Biyokiitle ve Onislem Teknikleri

Lignoseliilozik biyokiitlenin 6énemli karbohidrat kaynaklari olup, biyolojik
olarak parcalanabilir olan bu iiriinlerden biyogaz, biyoetanol, biitanol gibi énemli
endiistriyel iiriinler iiretilmektedir. Ligno seliilozik biyokiitlenin yapisinda bulunan
seliloz ve hemiselilozun 6n islemler ile fermentasyonda kullanilabilir
monosakkaritlere kadar pargalanmasi i¢in buhar patlatma, sicak su ile 6n islem,
alkali ve asidik on islem ve biyolojik 6n islem uygulamalar1 veya bu uygulamalarin
kombinasyonlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir (Hosseini ve Shah, 2009;
Srinivasan ve Ju, 2010).

Buhar patlatma, bu teknik en yaygin kullanilan 6n islem metodlarindan
biridir. Kapali kaplarda yiiksek basing altinda 1 dakikadan 5 dakikaya kadar 1sil
isleme maruz birakilip daha sonra hizli sogutma ile lignoseliilozik biyokiitledeki
seliiloz-hemiseliiloz yapisinin ayrilmasim saglamaktadir. Buhar patlatmadaki amag
seliiloz ve hemiseliiozun daha sonraki enzimatik parcalanma igin biyokiitlenin
hazirlanmasidir (Hendriks ve Zeeman, 2008). Buhar patlatma islemleri sirasinda
suyun asidik davranisi ve islemler sirasinda olusan asidik bilesenler hemiseliilozun
hidrolizasyonu saglamaktadir (Balat ve ark., 2008).

Stvi sicak su, su yilksek basing altinda buharlasmadan 200-230°C
sicakliklara kadar isitilarak bu sicakliklarda biyokiitle 1s1l 6n isleme maruz
birakilmaktadir. Bu iglem birka¢ dakika siirmekte ve hemiseliilozun %90’dan
fazlasi hidrolize olmaktadir. Buhar patlatma iglemlerine gore daha etkili olan sivi
sicak su yonteminde c¢ok fazla su kullanilmasi bir dezavantajdir (Hendriks ve
Zeeman, 2008).

Zayif asidik on islem, en yaygin kullanilan fizikokimyasal biyokiitle
hidroliz yontemlerinden biridir. Asit kullanimi lignoseliilozik biyokiitleden yiiksek
oranda seker elde etmeyi saglamaktadir. Bu amacla siilfiirik asit, hidroklorik asit,
nitrik asit ve fosforik asit yaygm olarak kullanilan asitlerdir. Ancak hem ucuz

hemde kullanim kolaylig1 nedeni ile siilfiirik asit en ¢ok tercih edilen asittir. Zayif
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asidik On islem g¢aligmalarinda sicaklik 160-220°C arasinda olup, islem siiresi
birka¢g dakikadir. Asit konsantrasyonu diisiikk veya yliksek olarak selilloz ve
hemiselliiozun pargalanma oranina gore belirlenmektedir. Cok yiliksek asit
konsantrasyonu kullanilmast bazi inhibitér yan iiriin olusturdugu icin tercih
edilmemektedir. Zayif asit kullanimi ise verimlilik acisindan avantajli olmasindan
dolay1 tericih edilmektedir (Mosier ve ark., 2005; Hendriks ve Zeeman 2008).

Zayif alkali on islemler, lignoseliilozik materyalin yapisinda bulunan
ligninin uzaklastirllmasinda etkili bir uygulamadir. Alkali 6n islemler diger
yontemlere gore diisiik basingta, diisiik sicakliklarda uygulanan ancak uzun zaman
alan proseslerdir (Mosier ve ark., 2005).

Biyolojik on islemler, mantar ve bakteriler diisiik sicakliklarda ve diigiik
basinglarda lignoseliilozik biyokiitleden lignin uzaklastirmak ic¢in kullanilan bir
yontemdir (Zhang ve ark., 2019). Birgok mantar 20-30°C sicaklikta iirer ve lignini
pargalamaktadir. Phanerochaete chrysosporium optimum treme sicakligi 40°C
olup 50°C’de yasar ve lignini ¢ok hizli parcalama yetenegi vardir. Giinde 1 gram
Phanerochaete chrysosporium 3g lignin pargalayabilmektedir. Biyolojik 6n
islemler lignin par¢alama ve uzaklastirma igin oldukca etkili bir yontem olup
toksik veya inhibitér bir yan {riin olusturmamaktadir (Balat ve ark., 2008).
Lignoseliilozik biyokiitlenin enzimatik 6n iglemler ile par¢alanmasi ¢evreci oldugu
kadar toksik yan {iriinlerde olusturmamaktadir. Bu amagla yaygin olarak termofil
bakterilerden ve Trichoderma reseii’den izole edilen seliilaz’lar ve ksilanazlar

kullanilmaktadir (Sun ve Cheng, 2002).

1.3.2. Seliilaz

Bitkiler tarafindan iiretilen seliiloz genellikle hemiseliiloz, lignin, pektin ve
diger maddelerden olusan bir matris ig¢inde bulunur, bu da lignoseliillozik
biyokiitleyi olusturur, ancak mikrobiyal seliiloz oldukg¢a saftir, daha yiiksek bir su

icerigine sahiptir ve uzun zincirlerden olusur. C4 karbonundaki -OH grubu ile C1
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karbonu arasindaki asetal fonksiyonlar aracilifiyla baglanmis birka¢ yiiz ila
binlerce B-1,4 D-glikoz biriminden olugsmaktadir (Jagtap ve Rao, 2005).

Seliiloz zincirleri iginde yiiksek derecede hidrojen baglari, 3-boyutlu kafes
benzeri bir yapt olusturabilirken, amorf seliiloz, yiiksek derecede hidrojen
baglarindan yoksundur ve yapi daha az olusturulmaktadir. Selillozun fiziksel ve
kimyasal Ozellikleri, molekiiller arasi etkilesimler, ¢apraz bag reaksiyonlari,
polimer uzunluklar1 ve fonksiyonel gruplarin tekrar eden birimleri ve polimer
zincirleri boyunca dagilimi ile tanimlanir.

Baslangicta, dogal seliilozun (seliiloz I) kristalin yapis1 X-1s1m1 kirinimu ile
incelenmistir ve hafif kristalin mikrofibriller olusturan paralel bir yonde iki katli bir
vida eksenine sahip iki seliiloz zincirine bagl iki monoklinik birim hiicre olarak
tanimlanmistir (Gardner ve Blackwell, 2004; Klemm ve ark., 2005). Dogal
seliilozun, selilloz I formundan seliiloz II, III ve IV kesfedilmistir (Gardner ve
Blackwell, 2004). Seliiloz I, termodinamik olarak daha az kararli bir yap1 iken,
seliiloz II en kararli yapidir (Klemm ve ark., 2005).

Selillozun biyolojik olarak parcalanmasinda farkli enzimler gorev
yapmaktadir. Bunlar endoglukanazlar (EC 3.2.1.4), ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.74),
sellobiohidrolazlar (EC 3.2.1.91) ve B-glukosidazlar (EC 3.2.1.21) dir (Li ve ark.,
2020).

Endoglukanazlar (EC 3.2.1.4) seliilozun ¢oziiniir ve amorf bolgelerindeki
rastgele bnulunan glikozidik baglar1 hidrolize eder ve uzun seliiloz seritlerine
keserek yeni uglar iiretir. Bu islem, polimer uzunlugunda hizli bir azalmaya ve
seker konsantrasyonunun azaltilmasinda kademeli bir artigsa neden olur.

Ekzoglukanazlar (EC 3.2.1.74) seliiloz zinciri ve oligosakkaritleri yiiksek
depolimerizasyon 6zelligi ile B-glikoz birimlerine parcalar.

Selobiohidrolazlar (EC 3.2.1.91) seliilloz zincirlerini indirgeyici ve
indirgeyici olmayan uglardan 2 birim (selobiyoz) c¢ikararak hidrolize eder. Bu

islemle indirgen sekerlerin hizli bir sekilde serbest kalmasi saglanir.
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B-Glukozidazlar (EC 3.2.1.21), selillozun pargalanmasi ile olusan
oligosakkarit {irinlerini glikoza kadar doniistiiriir (Bhat ve Bhat, 1997).

Bu enzimatik bilesenler, seliilozun par¢alanmasini ve daha sonra B-glukoza
biyolojik doniisiimii kolaylagtirmak i¢in sinerjistik bir sistemde sirayla etki ederler.
Sekil 1.5°de lignoselulozik bir yapinin enzimatik parcalanmasi verilmistir (Beguin

ve Aubert, 1994).

Sellobiyohidrolaz Endoglukonaz

Ekzoglukonaz
gy WLJ lmm,

-H0 -0 0--H0
O
Seliiloz l
OH

Ho” \ 0 HO 0
Fo- \ o ) 0, OH
Sellobiyoz Loy OH
Glikoz

p-glukosidaz

Sekil 1.5. Lignoselulozin Yapiin Enzimatik Parcalanmasi (Beguin ve Aubert,
1994).

1.3.3. Enerji Bitkilerinden Biyohidrojen Uretimi

Lignoseliilozik biyokiitle mikrobiyal olarak biyohidrojen {iretiminde
kullanilabilecek polimerik karbohidratlardan olusmaktadir (Zheng ve ark., 2014).
Zirai atiklar veya enerji bitkileri kullanilarak mikrobiyal biyohidrojen {iretimi
diisiik maliyetli bir yontemdir (Guo ve ark., 2010). pH fermentatif hidrojen
iiretiminde 6nemli bir faktdrdiir ve bakterilerin hidrojenaz aktvitesini etkilemekte
ve karisik kiiltiirlerde sadece hidrojen verimi degil, bakterilerin metabolik yollarini
da degistirmektedir. Diisiik pH degerlerinde ugucu organik asitlerin kiiltiir

ortaminda agir1 iretimi bakterilerin hidrojenaz enzimlerini inhibe etmektedir
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(Wang ve Jin, 2009; Ghimire ve ark., 2015). Yapilan birgok calismada gida
atiklarinda biyohidrojen tiretiminde pH 5-6, enerji bitkileri ve hayvansal atiklarin
kullanildig1 sistemlerde notral pH degerleri, nisastali iiriinlerin substrat olarak
kullanildig1 sistemlerde pH 4.7-5.7 optimum pH kosullar1 olarak belirtilmektedir
(Lay, 2000; Guo ve ark., 2010).

1.4. Miscanthus giganteus

Bugdaygiller (Gramineae) familyasindan olan Miscanthus giganteus 57
kromozomlu triploid kisir bir melezdir. 76 kromozomlu tetraploid Miscanthus
sacchariflorus ile 36 kromozomlu diploid Miscanthus sinensis’in ¢aprazlanmasi
ile ortaya ¢ikmistir (Greef ve Deuter, 1993). Ana vatani Japonya’nin giineyindeki
tropikal bolgelerdir. Filotu veya Fil c¢imeni diye bilinmektedir. 3.5-4 metreye
ulasan boyu, yiiksek biyokiitle verimi ile uzun yillar hayvan yemi ve altlik olarak
kullanilmistir. Son yillarda yiiksek biyokiitle verimi nedeniyle yenilenebilir enerji
bitkileri arasinda iizerinde birgok ¢alisma yapilmaktadir (Tumuluru ve ark., 2012).

Miscanthus ¢ok yillik bir C4 bitkisidir ve su gereksinimi ve azot
gereksinimi oldukga fazladir. Bir kere ekildikten sonra yumru seklindeki rizomlari
tarlada kalmakta, siirekli tohum ihtiyact olmadan liremeye devam etmektedir.
Filotunun kardeglenme yetenegi yiiksek olup 20-30 tane koke kadar gelisim
saglayabilmektedir. Biyokiitle verimi Avrupada en yiiksek olarak Yunanistan’da
4400 kg/da, Ispanya’da 3400 kg/da oldugu belirtilmektedir (Jones ve Walsh, 2007).
Biyokiitle verimi yiiksek olmasi, tariminin kolay ve ucuz olmasi nedeniyle
Miscanthus fizikokimyasal yontemler ile sekerlestirme, piroliz ile komiirlestirme,
stvilastirma ve gazlastirma gibi enerji liretim sistemlerinde ucuz ve siirdiiriilebilir

bir hammadde olma niteligi tasimaktadir (Tumuluru ve ark., 2012).

1.5. Calismanin Amaci
Bu calismada kiiresel i1sinmanin en 6nemli sebeplerinden olan karbon

emisyonunun oniine ge¢mek icin daha gevreci ve yanma sonucunda karbondioksit
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yerine su agiga c¢ikaran, karbon emisyonunu sifirlayan yenilenebilir, yliksek enerji
icerikli bir yakit potansiyeli olan biyohidrojen iiretiminde enerji bitkilerinden
Miscanthus giganteus kullanilanarak, kimyasal ve enzimatik hidrolizasyon
iiriinlerinden dark fermentasyon ile biyohidrojen iiretimi ve dark fermentasyona 6n

islem {riinlerinin, pH’m, hidrolizat konsantrasyonun etkisinin belirlenmesi

amagclanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Li ve ark. (2020), seker kamisi melasindan endiistriyel biyohidrojen
iretiminde Ginkgo biloba yapraklarimin kullanarak verim artis1 saglamislardir.
Seker kamisi melasina Ginkgo biloba yapraklarmin eklenmesi ile iiretilen
biyohidrojen verimi % 28,03 oraninda artmistir. Maksimum verim 1.58 mol-
H,/mol-hegsoz seker kamis1 melasi olarak belirlenmistir.

Kim ve ark. (1999), Clostridium butyricum ile glikoz, laktoz, nisasta ve
gliserin kullanilarak biyohidrojen iiretimi gerceklestirilmistir. Baslangic pH’s1
6.8’de 12-16 saatlik fermentasyon siiresi boyunca pH’nin 4.2°ye distiigii, bu
durumda kullanilan substratin tam olarak tiiketilmedigi, pH 5.5’e ayarlanip burada
sabit tutuldugunda hem hidrojen fiiretiminde artis oldugu hemde kullanilan
substratlarin tamaminin tiiketildigi goriilmiistiir.

Plangklang ve ark. (2012) Clostridium butyricum ile seker kamisi
suyundan biyohidrojen fliretiminde immobilize olmus bakterilerin immobilize
olmamig bakterilere gore hidrojen tiretim hizlarinin 1,2 kat daha fazla oldugunu
belirtmektedirler. Immobilize olmus kiiltiiriin optimum biyohidrojen {iretim
kosullar1 olarak baglangi¢ pH’s1 6.5, baslangis seker konsantrasyonu ise 25 g
KOI/L sukroz olarak belirlenmistir. Hidrojen verimi 3.11 L hidrojen/L substrat giin
ve 1,34 mol hidrojen/mol hegzoz olarak tespit edilmistir. Batch fermentasyonda
hidrojen verimi 3,5 L hidrojen/L substrat giin ve 1.52 mol hidrojen/mol hegzoz
olarak belirtilmektedir. Siirekli beslemede batch kiiltiire gére daha fazla hidrojen
iiretimi saglandig1r bunun nedeninin batch kiiltiirde olugsan metabolik ara iiriinlerin
hidrojen iiretimini inhibe ettiginden dolay1 oldugunu belirtmislerdir.

Pattra ve ark. (2008), seker kamist posasimninin farkli konsantrasyonlarda
siilfiirik asit (% 0,25-7) ile 15-240 dakika otoklavda 1sil 6n islemle hidrolizini
gerceklestirmislerdir. Calismada optimum hidrolizasyon sartlari, %0,5 siilfiirik asit,
60 dakika otoklav siiresi olarak belirlenmistir. Bu sartlarda 24,5 KOI/L toplam

seker iiretimi ger¢eklesmistir. Hidrolizat icerigi 11 g glikoz/L, 11.29 g arabinoz/L,
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2,48 g asetik asit/L. ve 0,12 g/L furfural olarak belirlenmistir. Seker kamisi posasi
kullanilarak Clostridium butyricum ile biyohidrojen iiretimi tlizerine hidrolizat
konsantrasyonlar1 ve pH’in etkisi arastirilmigtir. En iyi hidrojen iiretimi pH 5,5’de
20 g KOI/L hidrolizat besleme konsantrasyonunda 1.73 mol Hidrojen/mol toplam
seker olarak belirlenmistir. Caligmada reaktdriin biyohidrojen tiretim hiz1 1611 mL
hidrojen/L giin olarak belirlenmistir.

Khullar ve ark. (2013) Miscanthus giganteus’un kimyasal ve enzimatik
hidrolizinde biyokiitle partikiil capinin hidrolizasyona etkisini arastirmislardir.
0.08, 2 ve 6 mm farkli partikiil ¢aplarindaki 6rnekler sicak su, zayif asit ve
amonyum hidroksit ile tiibiiler reaktdrde 160-240 derece sicakliklarda farkli zaman
aralilarinda 6n igleme maruz birakilmistir. Enzimatik hidroliz islemleri kimyasal 6n
islemden c¢ikan kati iriinlerin yikandiktan sonra, %10 kati oraninda sitrat
tamponunda 50°C sicaklikta Accellerase karisimi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Enzimatik iglem sonunda kati-sivi kismi ayrilip hidroliz seker {irlinleri
belirlenmistir. Hidroliz iirlinlerinde en yiiksek enzimatik hidrolizasyon 0.08 mm
partikiil ¢apindaki Miscanthus 6rneklerinde gergeklesmis ve glukoz verimi % 19-
23 olarak belirlenmistir. Seyreltik amonyumbhidroksit ile muamelede kisloz
oraninda %25 oraninda bir artig gosterdigi belirlenmistir.

Sagnak ve ark. (2011) atik bugday tanelerinin pH 3’te ve 90°C sicaklikta
otoklavda 15 dakikalik asidik on hidrolizasyonu ile elde edilen ¢ozinmiis
sekerleden, dark fermentasyon ile biyohidrojen {iretimi ger¢eklestirmislerdir.
Aragtirmacilar en yilksek hidrojen {iretimi degerlerini 10g/L  seker
konsantrasyonunda 1.46 mol Hidrojen/mol glikoz olarak belirlemis ve asidik 6n
hidroliz isleminin atik bugdaylardan biyohidrojen iiretiminde etkili bir 6n islem
oldugunu tespit etmislerdir.

Mirza ve ark. (2019) mor kiikiirt bakterileri kullanilarak 6n isleme maruz
birakilmadan seker kamisi posasindan fotofermentatif biyohidrojen {iretimini
gerceklestirmislerdir. Calismada, ham posadan 148-513 mM hidrojen /L olarak

iiretim saglanmgstir. Maksimum hidrojen tiretimi 1.96 mol Hidrojen/mol seker
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olarak 30 °C sicaklikta, pH 7 ve 1s1k yogunlugu 120-150 W/m? olarak elde
edilmistir. Glikoz karbon kaynagi olarak kullanildiginda 5.94 mol Hidrojen/mol
seker liretim belirlenmistir.

Wong ve ark. (2019) siit atiksuyu kullanilarak ¢op sizint1 suyundan alian
as1 camurundan dark fermentasyon ile biyohidrojen iiretimi gergeklestirmislerdir.
Baslangic pH degerinin biyohidrojen iiretimi iizerine etkisini belirlemislerdir.
Optmimum baglangi¢ pH degeri 6 olarak 37°C sicaklikta maksimum 113,2 mmol
hidrojen/g KOI elde edilmistir.

Khanna ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismada, glikoz kullanarak
Enterobacter cloacae ile biyohidrojen iiretiminde pH’in kontrol altina alinmadigi
baslangic pH’min 6.5’e ayarlandig1 durumda en yiiksek biyohidrojen iiretim verimi
2.2 mol H»/mol glikoz iken pH 6.5’te kontrol altinda tutuldugu durumda hidrojen
iiretim verimi artmig ve lretilen biyohidrojen orani 3.1 mol Hx/mol glikoz olarak
belirlenmistir.

Becerra ve ark. (2019) tarafindan tekilla vinasi kullanilarak yapilan dark
fermentasyon ile biyohidrojen ¢aligmasinda, yiiksek seker oranlarinda biyohidrojen
iretiminin baskilandig1 ve vinas ekstresinin igerigindeki fenolik bilesenlerin aktif
komiir kullanarak uzaklastirilmasi ile biyohidrojen iiretiminin arttig1 belirtilmistir.
Optimum hidrojen iiretimi, siirekli beslemeli reaktoérde 1.39L hidrojen/L giin olarak
aktif komiirle detoksifiye edilmis tekilla vinasinin 5 g KOI seker konsantrasyonu
kullanilarak elde edilmistir.

Zhang ve ark. (2019) fotofermentatif ve dark fermentasyonla misir
saplarindan biyohidrojen iiretiminde maksimum kiimiilatif hidrojen {iretimini
fotofermentatif yontemle 141.42 mL/g TS olarak elde etmislerdir. Dark
fermentasyonda ise fotofermentatif yonteme gore ¢ok diisiik biyohidrojen iiretimi
36.08 mL/g TS belirlenmistir. Bunun nedeninin seliillozik yapinin dark
fermentasyonda yeterince pargalanamamasi oldugu belirtilmistir. Fotofermentatif
hidrojen iiretiminde organik asit iiretimi az olurken dark fermentasyonda fazla

olmakta ve fazla olan bu asit oraninin hidrojen tiretimini baskiladigi belirtilmistir.
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Turhal ve ark. (2019) kavun ve aga¢ kavunu meyve atiklarindan dark
fermentasyonla hidrojen {iretimi gergeklestirmilerdir. Batch kiiltiirde 0,74 ve 37 g
TS/L arasinda kati madde ile besleme yapilmisg, en yiliksek biyohidrojen verimi
yiiksek kat1 ve seker oranlarinda elde edilmistir. Hidrojen tiretimi 37g kat1 oraninda
80,62 ml hidrojen/L saat olarak belirlenmistir. Bu oran dogal mikroflora ile elde
edilirken, 1styla 6n isleme maruz birakilan aktif ¢amur ilavesiyle hidrojen
iiretiminin 351,12 hidrojen /L saat olarak yaklasik 4 kat arttig1 belirtilmistir.

Kim ve ark. (2013) biyokiitleden hidrojen iiretimine, odun kullanmiglar ve
odundan  akiskan  yatakli  gazlastirma  {initesinde  hidrojen  iiretimi
gerceklestirmislerdir. Gazlastirma i¢in hava kullanilmig, gazlastirma {initesinin
icindeki parametrelere bagli olarak odun beslemesi yapilmis ve beslemeye bagh
olarakta gaz bilesimi degisiklik gostermistir. Uretilen hidrojen daha o6nceki
aragtirmalardan oldukga yiiksek olup, gazin kalorifik degeri 4,7 MJ/Nm?, hidrojen

konsantrasyonu % 16,1, metan oran1 % 5,3 olarak belirtilmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Cahsmada Kullanilan Bitki ve As1 Kiiltiirleri
3.1.1.1. Miscanthus giganteus

Caligmada bitkisel materyal olarak kullanilan Miscanthus giganteus
(filotu), Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Arastirma ve
Uygulama alanindan 08.02.2017 yilinda temin edilmistir (Sekil 3.1.). Toplanan
numuneler 105°C sicaklikta, etiivde 24 saat siire ile kurutulmustur. Kurutulan
ornekler laboratuvar tipi degirmen ile ogiitiildiikten sonra agzi kapali plastik
bidonlarda nem almayacak sekilde karanlikta ve oda sicakliginda calismalarda

kullanmak iizere saklanmaistir.

Seki 3.1 Cahmada Kullanilan Mz:sccintus giganteus, Cukurova Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Deneme Alani.

A S ‘ \ 5 & (e TN
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3.1.1.2. Mikrobiyal As1 Kiiltiirii

Dark fermetasyon c¢alismalarinda kullanilacak karigik mikrobiyal ag1
kiiltiirii i¢in Osmaniye kati atik diizenli depolama sahasindan sizinti suyu
alimmigtir.  Alman Orek Sekil 3.2°deki gibi zenginlestirilip cogaltilmigtir.
Calismalarda Sekil 3.3teki karigtirmali reaktor diizenegi kullanilmugtir.

Sekil 3.2. Biyohidrojen Uretiminde Kullamlan As1 Kiiltiirii
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T

e

Sekil 3.3. Biyohidrojen Uretiminde kullanilan Reaktér Sistemi

3.2. Metot
3.2.1. Mikrobiyal As1 Kiiltiirii Hazirlanmasi

Osmaniye diizenli kat1 atik depolama sahasindan alinan ¢op sizint1 suyu
laboratuvara 5L agzi kapali siselerde getirilmistir. Anaerobik kabin iginde sizinti
suyu Orneklerinden 2L alinarak 6nce pH’s1 6’ya ayarlanmis ve kaynar su
banyosunda ii¢ saat siire agz1 kapali cam sisede 1s1l 6n igleme tabi tutulmustur. Isil
on islemeden sonra 37°C sicakliga kadar sogumaya birakilan 6rnek igerisine 60
g/L glikoz, 10 g/L pepton, 0.6 g/L maya oziitii, 0.25 g/L MgSO4-7H20 1 g/L
Ko2HPO4 , 1 g/LL KH2PO4 ve 0.1 g/L 1-sistein HC1.H2O seklinde hazilanan sentetik

besin ¢dzeltisinden 250 mL eklenmistir (Sagnak ve ark., 2011). Ornek inkiibasyona
birakilmadan Once anaerobik kabin iginde %20 karbondioksit, %80 azot gazi

karisimindan gecirilip 37°C ve 55°C sicakliklarda ayri ayri inkiibasyona
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birakilmistir. Inkiibatordeki drnekler hergiin sabah, dglen ve aksam olmak iizere
giinde 3 kez karigtirlmistir. Mikrobiyal aktivite sonucu olusan gaz karisimi
dereceli silindir ile Ol¢iilmils ve olusan gaz numunesinde hidrojen iiretimi olup
olmadig1 kontrol edilmistir. inkiibatérde 37 derece sicaklikta 3. giinde gaz olusumu
gdzlenmis ve analizde % 45 hidrojen Ol¢iilmiistiir. Termofilik inkiibasyonda 55°C
sicaklikta tireme ve gaz olusumu 6 giin boyunca belirlenmemistir.

Calismalarda kullanmak iizere 37°C’deki kiiltiir sentetik besiyeri ile
calisma siiresi boyunca beslenerek muhafaza edilmis ve c¢alismalarda 20L’lik
karistirmalr reaktdre 1L as1 kiiltiiri ve 1L sentetik besi ortami ilave edilerek

kiiltiiriin gelismesi saglandiktan sonra deneylerde kullanilmistir.

3.2.2. Miscanthus giganteus Kimyasal ve Enzimatik Hidrolizi

Asidik 6n iglem ¢aligmalari otoklav kullanilarak 121°C ve 135°C sicaklikta
biyokiitle yogunlugu %10 kuru agirlik olacak sekilde otoklavda 60 dakika siireyle
%0,5 ve %1 siilfiirik asit konsantrasyonlarinda calisilmistir. Otoklavdan gikarilip
sogumaya birakilan ornekler Sekil 3.4’de gorilmektedir. Enzimatik hidroliz
caligsmalarinda Sekil 3.5’deki asit, alkali ve 1s1 ile 6n isleme tabi tutulan ve yikanip
kurutulan 6rneklerden 50g Miscanthus 6rnegi kullanmilmistir. Hidrolizatlarin pH’lar

6’ya ayarlanarak enzimatik 6n hidrolize alinmustir.
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Edilen

Isil 6niglem Asit hidroliz Alkali hidroliz
Sekil 3.5. Hidrolize Edilen Miscanthus giganteus Orneklerinin Kimyasal Hidrolizi

Alkali 6n islem calismalar1 otoklav kullanilarak 121°C ve 135°C sicaklikta
biyokiitle yogunlugu % 10 kuru agirlik olacak sekilde otoklavda 60 dakika siire ile
NaOH konsanrasyonu % 0,5 ve % 1 olarak calisilmistir. Hidrolizatlarin pH’lart

6’ya ayarlanarak enzimatik 6n hidrolize alinmigtir.
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Kimyasal 6n hidroliz ¢aligmalarinda kontrol olarak asit ve alkali ¢ozelti
kullanmadan 121°C ve 135°C sicaklikta biyokiitle yogunlugu % 10 kuru agirlik
olacak sekilde otoklavda 60 dakika siire ile sulu fazda 1sil 6n islemler
gerceklestirilmistir. Hidrolizatlarin pH’lar1 6’ya ayarlanarak enzimatik 6n hidrolize
alinmustir.

Enzimatik hidroliz Viscamyl flow enzimi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Viscamyl Flow 132 FPU/g filtre kagidi selulaz aktivitesine sahiptir (Genencore,
USA). Hidrolizasyondan c¢ikan numuneler filtreden geg¢irilip kati-sivi faz
ayrildiktan sonra kati faz 2 kez cesme suyu ile yikanmis ve 105°C 24 saat
kurumaya birakilmistir. Sabit agirliga kadar kuruyan orneklerden enzimatik
hidroliz i¢in 50g alinarak sitrik asit ile pH’s1 6 ayarlanan ¢ozeltiye (%10 kuru
madde) substrat enzim karigimi 30 FPU/g olacak sekilde enzim eklenmistir.
Hazilanan karisim agzi kapali siselerde 55°C sicaklikta su banyosunda 3 giin
inkiibasyona birakilmistir. Her giin 1 ml numune alinarak DNS ile indirgen seker
tayini yapilmistir. 3 giin sonunda 6rnekler vakum filtrasyonu ile whatman GF/C
cam filtre kullanilarak filtre edilmistir. Stvi kisim +4°C’de biyohidrojen tiretiminde

reaktore besleme yapmak ve analizlerde kullanmak tizere saklanmusgtir.

3.2.3. Gaz Analizi
Caligmalarda firetilen gaz igeriginin analizi i¢in MRU vario plus gaz
analizorlii kullamilmgtir. Hidrojen Olgiimleri termal iletkenlik dedektorii (TCD),

karbondioksit dl¢iimleri infrared dedektdrle yapilmistir.

3.2.4. Miscanthus giganteus’un Seliiloz, Hemiseliiloz ve Lignin Analizi
Orneklerin seliiloz, hemiseliiloz ve lignin analizi Vansoset ve ark. (1991)
yontemine gore yapilmistir. 0,5mm’ye kadar ogiitiilmiis 6rneklerin analizleri
yontemde belirtilen asamalar takip edilerek Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Boliimiinde bulunan Ankom Fiber Analiz Cihaz1 (A 220-A 2000)

kullanilarak yapilmstir.
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3.2.5. DNS Yéntemi ile indirgen Seker Tayini

Hidrolize {irlinlerin toplam indirgen seker analizi Miller’in DNS yontemine
gore gergeklestirilmigtir (Miller, 1959).

DNS c¢ozeltisinin hazirlanisi;; 1g DNS, 50 mL 2M NaOH c¢ozeltisinde
¢oziiliip, tizerine 30 g sodyum potasyum eklenmistir. Cozeltinin hacmi 100 mL’ye
tamamlanarak hazirlanmistir.

Sitrat tamponu; 0.05M sitrat tamponu hazirlamak i¢in 210g sitrik asit 750
mL saf su i¢inde ¢oziiliir, ¢ozeltinin pH’s1 NaOH ile 4.3’e ayarlandiktan sonra

¢Ozelti hacmi son hacmi 1L tamamlanarak hazirlanmustir.

3.2.6. Hidroliz Uriinlerde Seker Tayini

Temiz bir tipe alinan ImL hidrolizat {izerine 3mL DNS c¢ozeltisi
eklendikten sonra kaynayan sicak su banyosunda 5 dakika bekletilmis ve oda
sicakliginda sogutulmustur. Daha sonra saf su ile seyreltme yapilarak
spaktrofotometrede 540 nm dalga boyunda kore karsi okumalar yapilmistir. Kor
olarak saf su ve DNS ¢ozeltisi kullanilmistir.

Indirgen seker tayini i¢in glikoz kullanilarak satandart egri olusturulmustur
(Sekil 3.6). Egrinin regresyon analizinde y=2.7569+0.0048 denklemi, R? sonucu
0.9995 olarak belirlenmistir. Calismalarda hidroliz sonucu agiga ¢ikan indirgen

seker oranlar1 bu denklemden hesaplanarak belirlenmistir.
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Absorbans (540 nm)

0,6
Glikoz (mg/L)

Sekil 3.6. DNS Glikoz Standart Egrisi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Anaerobik Reaktor ve As1 Kiiltiirii

Mikrobiyal hidrojen {iretiminde karisik kiltiir kullanimi saf kiiltiir
kullanilarak yapilan ¢aligmalara gére daha uygulanabilir ve daha stabildir. Karisik
kiiltiir ortamlarinin avantajlari, calistirma ve kontrol kolaylig1 ve ¢ok farkli substrat
madde kullanim olanagmin olmasidir. Saf kiiltiir kullanimi ile daha yiiksek
verimde biyohidrojen iiretimi yapilabilmesine ragmen, saf kiiltiiriin endiistriyel
olarak uygulanmasi, kontamine olmadan korunmasi olduk¢a zordur (Wang ve Jin,
2009).

Karigik kiiltiir kullaniminda metanojen, asetojen ve siilfat indirgeyen
bakterin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in hazirlanan as1 kiiltiirlerine 1s1l sok, asidik
veya alkali 6n islem, havalandirma, kloroform, sodyum 2-bromoethanesulfonate
gibi ¢esitli kimyasal maddeler kullanmak gerekmektedir (Sinha ve Pandey, 2011).

Bu ¢aligmada, Osmaniye diizenli kat1 atik depolama sahasindan alina ¢6p
sizint1 suyu kaynar su banyosu igerisinde 6n isleme alinarak ortamdaki hidrojeni
kullarak metan lireten metanojen bakterilerin 6lmesi saglanmistir. Hazirlanan asi
kiltiriinde 37°C  sicaklikta {ireme gozlenitken, 55°C sicaklikta iireme
gozlenmemistir. 37°C sicaklikta {ireyen bakteriler iiglincii giinde toplamda 280 mL
gaz olusturmustur. Yapilan analizde olusan gaz igerigi % 45 hidrojen % 53
karbondioksitten olugsmaktadir. Olusan biyohidrojen miktar1 sentetik besi ortamu ile
yapilan besleme ile besinci giinde % 55 hidrojen, % 44 karbondioksit’e kadar
yiikselmistir.

Biyohidrojen iretiminde as1 olarak karigik kiiltir kullamildiginda,
biyoreaktor icindeki baskin tiirler sicaklik, pH, substrat, asi tipi, asi on islem
uygulamalarina ve ¢alisma kosullarina bagli olarak degismektedir (Geng, 2010).

As1 kiiltirii 1s11 6n islemler ile degisebilecegi gibi fermentasyonun g¢alismasina
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bagli olarakta mikrobiyal popiilasyonda degisimler olmaktadir. Iyer ve ark. (2004)
hidrojen {tiretiminde biyolojik hidrojen iiretiminde 30 saatlik alikonma siiresinde
mikrobiyal popiilasyonun Bacillaceae ve Enterobacteriaceae igerdigini, bu siirenin
10 saate diismesi ile Clostridium’larin ortamda baskin tiir oldugunu belirlenmistir.
10 saatlik alikonma zamaninda sicakligin 30°C’den 37°C’ye yiikseltilmesi ile

ortamda C. acetobutylicum’a dogru degistigi belirtilmistir.

4.1. Biyokiitle Hidrolizinde Fiziko Kimyasal On Islemler

Seliiloz ve hemiselulozun hidroliz iiriinleri polimerik yapiy1 olusturan bes
karbonlu ve alti karbonlu sekerlerdir. Lignoseliillozik biyokiitleden sekerler ve
tiirevlerinin farkli fiziksel, kimyasal ve biyolojik islemler ile iiretilmesi, sanayide
biyolojik temelli metan, biyohidrojen, etanol ve biitanol gibi enerji {irlinlerinin
iiretiminde kullanilabilecek 6nemli karbon kaynaklaridir.

Kimyasal hidoroliz iriinlerinin tiretilmesinde kullanilan 1s1l islem, asitler,
bazlar ve alkoller olusan iiriinde birgok ara iirlin meydana getirmektedir. Bu ara
iriinler biyolojik fermentasyonda fermentasyonun verimini diisiirebilecek ve
bazende fermentasyonun yolunu degistirerek farkli triinlerin olugsmasina neden
olacak inhibitorlerdir. Bu nedenle hidrolizasyon ¢aligmalarinda inhibitor
maddelerin olusamamasi veya olusan inhibitorlerin ortamdan uzaklastirilmasi
oldukca onemlidir. Lignoseliilozik {iriinlerden seker ve tlirevlerinin iiretilmesinde
kimyasal 6n islemlerden sonra enzimatik hidrolizin yapilmasi, hammaddelerin
uzun siire kimyasal ve 1s1l igleme maruz kalmamasi olduk¢a 6nemli bir konudur
(Gandla ve ark., 2018).

Bu calismada higbir isleme maruz birakilmadan tarladan toplanarak
laboratuvara getirilen Miscanthus Orneklerinin selilloz oran1 %43,7, hemiseliiloz
orani %22, lignin oran1 %9,7, kiil oran1 ise %16,44 olarak belirlenmistir.
Miscanthus giganteus un hidrolizasyonu {izerine farkl sicaklik, siire, siilfiirik asit

ve sodyum hidroksit konsantrasyonlarinin (%0,5 ve %1) etkisi belirlenmistir. On
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hidroliz islemlerine tabi tutulan Ornekler daha sonra enzimatik hidrolizasyona
almarak lignoseliilozik indirgen seker liretimi gergeklestirilmistir. Cizelge 4.1°de
asidik on hidroliz sonuglar1 verilmistir. Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi 6n islem
sirasinda kimyasal kullanilmayan 6rneklerde sadece sulu ¢ozeltinin sicaklik ile
muamelesi sonucunda seliilloz oram1 %43,7°den %49,8’e yiikselmis ancak
hemiseliilloz ve lignin oraninda biiylik farklar olmamistir. Asidik ve alkali 6n
islemlerde selilloz oraninda artis gozlenirken hemiselilloz oranlar1 diisiis
gbzlenmistir. Lignin orani ise asidik uygulamada artarken alkali uygulamada

diigmiistiir.

Cizelge 4.1. Miscanthus Giganteus On Islem Oncesi ve Sonrasi Seliiloz,
Hemiseliiloz ve Lignin Oranlari

Islemler Seliiloz Hemiseliiloz Lignin
On islem yapilmamis 6rnek 43,7 22 9,7
% 0.1 HoSO4 (135°C, 60 dakika) | 54,5 7.8 13,5
%1 NaOH (135°C, 60 dakika) 53,7 4,3 6,7
Su (135°C 60 dakika) 49,8 23,5 11,4

On hidroliz ¢alismalar1 iizerine sicakligin etkisi 121 ve 135°C sicakliklarda
otoklavda, asit konsantrasyonun etkisi %0,5 ve %1 H>SO4 kullanilarak, %10 kati
biyokiitle oraninda gergeklestirilmistir. 50 gr numune kullanilarak yapilan
calismalarda, 121°C sicaklikta 60 dakika siire ile sivi faza gecen seker oranlar
%0,5 H,SOs konsantrasyonunda 6,27 g, %1 H,SOs konsantrasyonunda 7,16 g
olarak, 135°C sicaklikta 60 dakika siire ile sivi faza gegen seker oranlari %0,5
H,SO4 konsantrasyonunda 6,88 g, %1 H,SO4 konsantrasyonunda 8,03 g olarak
DNS yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Numuneler filtreden gecirilip kati-sivi faz ayrildiktan sonra kati1 fazdan
enzimatik hidroliz gerceklestirilmistir. Enzimatik hidroliz ¢aligsmalarinda 135°C

sicaklikta hidroliz edilen iiriinler kullanmilmigtir.  135°C sicaklikta asidik on
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islemden sonra enzimatik hidroliz ile elde edilen toplam indirgen seker oranlar1 %
0,5 H>SO4 konsantrasyonunda enzimatik hidroliz sonucunda 22,43 g indirgen
seker, % 1 H»SO,; konsantrasyonunda 6n hidrolize olan Ornek igin enzimatik
hidroliz sonucunda 27,43 g olarak belirlenmistir.

Alkali 6n hidroliz calismalar1 {izerine sicakligin etkisi 121 ve 135°C
sicaklikta otoklavda %0,5 ve % 1 NaOH konsantrasyonlarinda, % 10 kat1 biyokiitle
(50 g) oraninda gerceklestirilmistir. 121°C sicaklikta 60 dakika siire ile siv1 faza
gecen seker oranlart % 0,5 NaOH konsantrasyonunda 2,55 g, % 1 NaOH
konsantrasyonunda 5,90 g olarak, 135°C sicaklikta 60 dakika siire ile sivi faza
gecen seker oranlart % 0,5 NaOH konsantrasyonunda 4,01g ve % 1 NaOH
konsantrasyonunda 6,23 g olarak belirlenmistir.

Numuneler filtreden gegirilip enzimatik 6n isleme alindiginda 135°C
sicaklikta alkali 6n islemden sonra enzimatik hidroliz ile elde edilen toplam
indirgen seker oranlart % 0,5 NaOH konsantrasyonunda 6n hidrolize olan 6rnek
icin 16,44 g ve % 1 NaOH konsantrasyonunda 6n hidrolize olan 6rnek igin 18,67 g
olarak belirlenmistir.

Kimyasal kullanilmadan yapilan 6n hidroliz ¢alismalarinda 121°C
sicaklikta 60 dakika siire ile sivi faza gegen seker oranlari 1,34g ve 135°C
sicaklikta 60 dakika siire ile sivi faza gegen seker oranlari 2,06g olarak
belirlenmistir. Numuneler enzimatik 6n isleme alindiginda elde edilen indirgen
seker oranlar1 121°C sicaklikta 60 dakika siire ile 6n hidrolize olan 6rnek igin 6.41
g ve 135°C sicaklikta 60 dakika stire ile s1v1 faza gegen seker oranlar1 9,36 g olarak
belirlenmistir.

Kimyasal kullanmadan yapilan hidroliz islemlerine gore asidik 6n islemde
121°C sicaklikta %1 asit konsantrasyonunda %12, 135°C sicaklikta ise %14 daha
fazla indirgen seker sivi faza gecmistir. % 1 asit konsantrasyonunda 121°C
sicaklikta aciga cikan seker oraninda sicaklik 135°C’ye ¢iktiginda sivi faza gegen
indirgen seker oraninda %10,8 artis oldugu belirlenmistir. On hidroliz

calismalarinda en yiiksek seker verimi % 1 H>SO4 ve 135°C sicaklikta 60 dakika
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on iglem ve bunu takip eden enzimatik hidroliz ile elde edilmistir. 135°C sicaklikta
asidik on iglemi takip eden enzimatik iglem sonucunda agiga ¢ikan toplam indirgen
seker oranm1 27,43 g olarak belirlenmistir. Alkali 6n islem caligmalarinda % 1
NaOH ile 135°C sicaklikta 60 dakika 6n islem ile 18,67 g indirgen elde edilmistir.
Bu oran asidik 6n islem ile karsilastirildiginda % 32 daha diisiik bir oran oldugu
goriilmektedir. Asidik veya alkali 6n islemlerde kimyasal konsantrasyonu,
biyokiitle ile sicaklik etki siiresi onemli bir parametre oldugu bu calismada
optimum hidroliz sartlar1 %1 H2SO4, % 10 biyokiitle konsamtrasyonu ve 60 dakika
etki siiresi olarak belirlenmistir.

De Vrije ve ark. (2009) Miscanthus bazik 6n islemlerile 70°C sicaklikta
hidrolizini gergeklestirmisler ve % 12 sodyum hidroksit uygulamasinin % 77 lignin
uzaklastirdigi, enzimatik hidroliz ile birlikte biyokiitlenin = %33’{iniin
monosakkaritlere doniistliriildiigii belirtilmektedir.

Lignoseliilozik biyokiitlenin asitle 6n iglemi sonrasinda mikroorganizmalar
tarafindan sekere doniistiirme islemleri daha kolay olmaktadir. Asit hidrolizi, lignin
yapisina zarar vermeden, hemiselillozun ¢6ziinmesinden ve seliilozun basit
sekerlere ayrismasina yardimci olmaktadir. Ancak asit hidrolizde verim yiiksek
sicakliklarda olmaktadir. Yiiksek sicakligin bir de dezavantaji olup 110°C'nin
iizerindeki sicakliklar, furfural ve 5-hidroksimetil furfural gibi toksik bilesiklerin
olusmasina neden olmaktadir (Talebnia ve ark., 2010).

Hernandez ve ark. (2013) %] seyreltik stilfiirik asit kullanarak Moringa
oleifera meyvelerini 6n islemlerden gecirmisler ve en yliksek seker verimini 160°C
sicaklikta 20 dakika siireyle 6n isleme maruz tutulan 6rnekten elde etmislerdir. Bu
yiiksek sicaklikta 4,04 g/L. hidroksimetilfurfural olusumunun yan sira formik ve
levulinik asitlerde olusmustur. Miscanthus alkali (NaOH) ve asidik (H2SO.)
Onhidrolizi ve sonrasinda yapidan ligninin uzaklastirilmasi igin enzimatik

islemlerde Cellic CTec2 enzimi kullanilmigtir. NaOH ve H,SO4 6n islemlerden
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sonra sirast ile % 46,0 ve 32,2 lignin uzaklagtirilmis, enzimatik hidroliz ile % 29,3
ve 47,7 glikoz doniisiimii saglanmigtir.
4.2. Biyohidrojen Uretiminde On islem Tekniklerinin Etkisi

Dark fermentasyonla biyohidrojen iiretiminde lignoselulozik biyokiitlenin
hidrolizi 6nemli bir parametredir. On isleme tabi tutulmamis biyokiitlenin
mikrobiyal hidrolizi dark fermentasyonda sinirlayici etkiye sahiptir (Monlau ve
ark., 2013). Bu nedenle lignoseliilozik biyokiitle gibi kompleks yapilar fiziksel,
kimyasal biyolojik veya bu 6n islemlerin kombinasyonlarindan gegirilmelidir
(Hendriks ve Zeeman, 2009; Mussoline ve ark., 2012).

Biyohidrojen iiretim deneyleri laboratuvar 6lcekli siirekli karistirmali 20L
reaktorde karigtirma hizi 10 devir/dakika olacak sekilde, 37°C sicaklikta, batch
kiiltiir olarak gerceklestirilmistir. Asidik 6n hidroliz ve bazik 6n hidroliz
calismalarinda elde edilen indirgen seker oranlar karsilagtirildiginda 50 g
numuneden asidik 6n hidroliz ile ¢ozeltiye 8,3 g indirgen seker gectigi, bazik 6n
hidrolizde 6,23 g indirgen seker gectigi belirlenmistir. Her iki numune daha sonra
enzimatik on hidrolize alindiginda asidik 6n hidrolizden sonra 50 g Ornek
kullanilarak yapilan enzimatik hidrolizle 27,43g indirgen seker, bazik
hidrolizasyon sonucunda yapilan enzimatik hidrolizle 18,67g indirgen seker elde
edilmistir. Toplam olarak asidik iglemleri takip eden enzimatik hidrolizle 35,73 g
indirgen seker, alkali islemleri takip eden enzimatik hidrolizle 24,9¢g indirgen seker
elde edilmistir.

Lignoseliilozik {iriinlerin icerigindeki bazi1 bilesenler asitte ve baz
bilesenlerde alkali ortamda ¢6ziinen maddelerdir. Her bilesenin farkli olmasi
nedeniyle biyohidrojen iiretiminde bu yapilarin {iretime etkisinin olup olmadiginin
belirlenmesi icin kimyasal 6n hidroliz ¢caligmalarinda elde edilen seker ¢ozeltileri
ile enzimatik hidroliz seker ¢ozeltileri karistirilmis ve biyohidrojen iiretimi igin
reaktore besleme yapilmistir. Calismada glikoz standart olarak kullanilmis ve
reaktore toplam 50 g/20L olacak sekilde indirgen seker beslemesi yapilmistir.

Calismada 12. saat, 24, 48, 72, 96, 120 ve 148. saatlerde olusan gaz miktarlar1 ve
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gaz igerigi analiz edilerek kiimiilatif olarak {iretilen toplam gaz miktarlar1 Sekil

4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. Batch Kiiltiirde Asidik Bazik On Islemlerden Uretilen Biyohidrojen
(Baslangi¢ pH 6.5, Sicaklik 37°C, Indirgen Seker Oran1 50 g/Reaktdr).

148 saat sonunda asidik ©6n islemle elde edilen biyohidrojen ve
karbondioksit karisimi % 56 Hidrojen ve % 43,6 karbondioksit olarak
belirlenmistir. Uretilen toplam gaz miktarlar1 27,6L dir. Alkali 6n islem sonucunda
iretilen toplam gazin biyohidrojen ve karbondioksit karisimi %55 Hidrojen ve
%44 karbondioksit olarak belirlenmis ve toplam 26,81 gaz elde edilmistir. Kontrol
amacl kullanilan glikoz’dan elde edilen biyohidrojen ve karbondioksit karigimida
% 55 Hidrojen ve % 44,2 karbondioksit olup toplam gaz miktar1 30,8L"dir.

Caligmada standart olarak kullanilan glikozun 50g’dan toplamda 16,94L
hidrojen iiretilmistir. Asidik hidroliz tiriinleri ile olusan hidrojen miktar1 kullanilan
50g indirgen seker hidrolizatindan 15,451 ve alkali hidroliz iirlinleri ile olusan
hidrojen miktar1 kullamilan 50g indirgen seker hidrolizatindan 14,74L olarak
belirlenmistir.

Yapilan caligmada asidik ve alkali 6n hidrolizi takip eden enzimatik

hidroliz tirlinlerinin toplamindan alinan biyohidrojen oranlan karsilastirildiginda
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asidik on hidroliz ile % 4,5 daha fazla biyohidrojen {iretimi saglandigi
goriilmektedir. Her iki islemin satandart glikozla karsilastirilmasi yapildiginda
asidik on islemlem hidrolizatindan {iretilen hidrojen miktar1 % 8.8, bazik on
islemleden alman hidrolizatta % 13 oraminda daha diisiik biyohidrojen tretimi
gerceklesmistir. Standart olarak glikoz ile asidik veya alkali hidrolizatlarin
arasindaki farkin hidrolizatlarin kimyasal islemleri sirasinda agi§a ¢ikan
hidroksimetil furfural, asetik asit gibi yan iriinlerden kaynaklanabilecegi
diisiiniilebilir. Bu nedenle ayn1 ¢alisma asidik ve alkali 6n islem sonrasinda ¢ikan
kat1 fazin bol su ile yikanip daha sonra sadece enzimatik hidrolizi ile yapilarak elde
edilmis seker ¢ozeltisi kullanilarak yapilmistir. Sonuglar Sekil 4.2°de verilmistir.
148 saat sonunda asidik 6n islemle elde edilen biyohidrojen karisimi % 55
Hidrojen, % 44 karbondioksit ve toplam gaz miktar1 28,4L’dir. Alkali 6n islem
sonucunda alinan indirgen sekerlerden {iretilen biyohidrojen karistmi % 55
Hidrojen, % 44 karbondioksit ve toplam gaz 27,3L’dir. Asidik ve enzimatik
hidrolizattan elde edilen hidrojen miktar1 15,90L ve alkali ve enzimatik
hidrolizattan elde edilen hidrojen miktar1 15,28L olarak belirlenmistir. Sadece
asidik ve alkali 6n islemi takip eden enzimatik hidrolizat kullanildiginda hidrojen
verimi toplam asidik indirgen seker iiriinlerine gore %3 ve bazik indirgen seker
iriinlerine gore %3.5 artis oldugu belirlenmistir. Hidrolizasyonun biyohidrojen
iiretiminde etkili oldugu, asidik ve bazik hidrolizatlarin biyohidrojen iiretiminde

baskilayici ara tiriinler igerdigi soylenebilir.
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Sekil 4.2. Enzimatik Hidrolizattan Uretilen Kiimiilatif Biyohidrojen (Baslangic pH
6.5, Sicaklik 37°C, Indirgen Seker Oran1 50 g/Reaktor).

On islemler seliilozun pargalanarak yiizey alaninm genislemesi ve lignin
hemiseliiloz bilesiminden ayrilmasina neden olmaktadir (Saratale ve ark., 2008).
Bu yontemler dark fermentasyonla biyohidrojen iretimini olumlu yonde
etkilemektedir. Kongjan ve Angelidaki (2010) 180 °C sicaklikta 15 dakika on
isleme alinmig lignoseliilozik yapidan hemiselillozun azalmis, selilloz ve lignin
miktart artmis ancak bunun yaninda hidroksimetil furfural olusumu gézlenmistir.
Lignoseliilozik iirtinlerde farkli 6n islem uygulamalar1 ¢6ziinmiis sekerler yani sira
inhibitor etkili bir¢ok yan {iriinler meydana getirebilmektedir. Bu nedenle en uygun

hidroliz yonteminin seg¢ilmesi olduk¢a dnemlidir (Jonsson ve ark., 2013).

4.3. Biyohidrojen Uretimine Sicakh@in Etkisi

Sicaklik fermentatif hidrojen iiretiminde Onemli bir parametre olup,
mikrorganizmlarin metabolik olaylarinda, biiyiimelerinde ve substrat hidroliz
asamalarinda etkilidir. Fermentatif hidrojen iretiminde mezofilik, 25-40°C,
termofilik 40-60°C ve hipertermofilik sicakliklarda calismalar yapilmistir (Sinha
ve Pandey, 2011). Teorik olarak glikozdan hidrojen iiretimine (4.0 mol-Hx/mol

glikoz) en yakin verim ekstrem termofil bakteriler ile elde edilmistir (Munro ve
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ark., 2009). Termofil bekterilerin enzimleri daha stabil oldugu icin ve substrat
par¢alanmasinda ve hidrojen iiretiminde termofilik kosullar mezofilik kosullara
gore daha etkili oldugu belirtilmektedir (Hafez ve ark., 2012).

Fermentatif biyohidrojen iiretiminde mezofilik ortam kosullarinda
bakteriler seliiloz gibi kompleks molekiilleri etkili bir sekilde parcalayamamakta
(Ngo ve ark., 2012), bu nedenle disardan selillozu parcalayabilecek bir enzim
gerekmektedir. Bununla birlikte Clostridium’lar selillozu parcalayabildigi gibi
hidrojen {iretimi i¢in gerekli hidrojenaz enzimlerini de icermektedirler (Lin ve ark.,
2007; Liu ve ark., 2008). Bu calismada as1 kiiltiirii olusturulurken mezofilik
sartlarda biyohidrojen iireten karigik kiiltiir olusturulmus ancak 55°C’de 6 giin
boyunca gaz olusumu saglanamamistir. Bu nedenle ¢alismada mezofilik kiiltiir ve
sartlar kullanilmis olup tiim biyohidrojen iiretim caligsmalart 37°C sicaklikta
gergeklestirilmistir.

4.4. Biyohidrojen Uretimine pH’1n Etkisi

pH mikroorganizmalarin iiremesi, metabolik aktiviteleri {izerine etkili
onemli ¢evresel parametlerden biridir. Enzimler belirli pH araliklarinda optimum
aktivite gostermektedir. Hiicre i¢i ve dist hidrojen iyon konsantrasyonu
mikrorganizmalarin metabolik aktivitlerini etkileyerek substrat son iiriin doniistimii
ve metabolik yolda degismektedir. Ozellikle fermentasyon ortamimin pH degeri
hidrojen iiretiminde onemli bir parametredir (Craven 1988). Fermentatif biyo
hidrojen iiretiminde optimum pH degerinin altinda veya iizerinde mikrobiyal
hidrojen {iretiminde metabolik yol hidrojenik fazdan solventojenik faza dogru
degismektedir. pH fermentasyon ortamindaki mikrobiyal c¢esitliligi ve hiicre
membran yiik dengesini etkileyerek fermentasyon yolunu ve son {irlin olusumunu
etkilemektedir (Temudo ve ark., 2007).

Bu c¢alismada mezofilik dark fermentasyon ile biyohidrojen iiretiminde
pH’m etkisinin arastirildig1 denemede, reaktore bagli olan pH metre ile siirekli pH

Ol¢iimii yapilmis ve mikrobiyal faaliyet sonucunda meydana gelen pH degisimi
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kaydedilmistir. Biyohidrojen iiretimi iizerine pH etkisinin belirlendigi bu ¢aligma
baslangic pH’1 5.5 ve 6.5 olarak iki farkli pH degeri ¢alisilarak karsilastirilmigtir.
Calismalar 20L reaktorde, 37°C sicaklikta, 50 g indirgen seker/reaktor olacak
sekilde 6n hidroliz iiriinleri ve kontrol olarak glikoz kullanilmistir. Caligmada elde
edilen kiimiilatif gaz miktarlar1 Sekil 4.3’de verilmistir.

Baslangic pH’smin 6.5 oldugu denemede 148 saat sonunda asidik 6n
islemle elde edilen biyohidrojen karisimi %56 Hidrojen, %43,6 karbondioksit ve
toplam gaz miktar1 27.6L olarak belirlenmistir. Kontrol amagla kullanilan
glikoz’dan iiretilen biyohidrojen karisimi %55 Hidrojen, %44,2 karbondioksit ve
toplam gaz miktar1 30,8L olarak belirlenmistir.

Baslangic pH’smin 5.5 oldugu denemede 148 saat sonunda asidik 6n
islemle elde edilen biyohidrojen karisiminin %55 Hidrojen, %44 karbondioksit
oldugu ve toplam gaz miktarmin 31,2l olarak belirlenmistir. Kontrol amagla
kullanilan glikoz’dan edle edilen biyohidrojen karisimi %55 Hidrojen, %44
karbondioksit ve toplam gaz miktar1 32L"dir.
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Sekil 4.3. Asidik Hidrolizattan Uretilen Kiimiilatif Biyohidrojen Kontrol Glikoz
(Baslangig pH 5.5 ve 6.5, Sicaklik 37°C, Indirgen Seker Orami 50
g/Reaktor).
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Biyohidrojen iiretimi iizerine baslangi¢ pH’smin etkisi
degerlendirildiginde, pH’nin 5.5 oldugu calismada pH 6.5’e¢ gore hem standart
glikozun kullanildigr kontrol deneyinde hemde Miscanthus hidrolizlarinin
kullanildigr calismalarda {iretilen biyohidrojen miktarlarinda artis oldugu
belirlenmistir. Yapilan calismada baslangi¢c pH’1nin 5.5°e ayarlandiginda pH 6.5’
gore standart glikozda %3,75, Miscanthus hidrolizatinin kullanildiginda %11,5’lik
bir artis oldugu belirlenmistir. Yapilan benzer ¢aligmalarda dark fermentasyonda
optimum pH degerinin 5.5 oldugunu (Liu ve ark., 2008), batch calismalarda
biyohidrojen iiretiminde optmimum pH’mn sukroz kullanilirken 5.5-5.7 oldugu
belirtilmektedir (Wang ve ark., 2005). pH bakterilerdeki hidrojenaz enzimlerindeki
Fe hidrojenazin aktivitesini diisiirmekte bundan dolay1 diisiik pH degerleri hidrojen
{iretimini engellemektedir (Kargi ve Ozmhci, 2011). Atik sular kullanilarak
yapilan bir diger ¢aligmada karigtirmali reaktdrde bira sanayi atiklarindan da
hidrojen iiretiminde optimum pH’sinin 5.8 oldugu belirtilmektedir (Lay ve ark.,
2005).

Yapilan galismalarda maksimum hidrojen verimi i¢in pH 5-6 bulunmustur.
Bir¢ok anaerobik ¢aligmada baslangi¢ pH’s1 ile yapilan arastirmada biyohidrojen
iretim sonunda fermentasyon ortaminin pH degeri 4-4.8’lere kadar diistigi
goriilmiigtiir (Kim ve ark., 1999). pHnin diismesinin sebebi substrata bagli olarak
olusan organik asitlerdir. Yapilan c¢alismalarda pH 5.8’deki hidrojenaz aktivitesi

pH 4.5 degerine gore 2,2 kat daha fazladir (Vazquez ve Varaldo, 2008).

4.5. Biyohidrojen Uretimine Hidrolizat Konsantrasyonun Etkisi

Dark fermentasyonda bugiline kadar bir¢ok arastirmada protein agirlikh
atiklar, seker agirlikli atiklar, yag kaynakl atiklar, basit sekerler gibi birgok farkli
substrat ¢aligmalar1 yapilmistir. Lignoseliilozik iiriinlerden yapilan biyo hidrojen
caligmalarinda  lignoseliillozik  {irinlerin ~ kompleks  yapilarindan  dolay1

hidrolizasyonla aciga ¢ikan glikoz, ksiloz, fruktoz, arabinoz, mannozlar, sukroz,
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maltoz vs. irilinler kullanilmaktadir. Fermentatif biyohidrojen {iretiminde sadece
kullanilan substratin degil substratin konsantrasyonunda etkisi vardir.

Biyohidrojen {iiretimi {izerine hidrolizat konsantrasyonunun etkisi 37°C
sicaklikta, batch kiiltiir olarak gerceklestirilmistir. Hidrolizat konsantrasyonunun
etkisi 50 ve 100 g indirgen seker/reaktor olarak, baslangic pH degeri 5.5 olarak
calisilmistir. Kontrol olarak glikoz kullanilmistir. Calismada 12. saat, 24, 48, 72,
96, 120 ve 148. saatlerde olusan gaz miktarlar1 ve gaz icerigi analiz edilerek,
kiimiilatif tiretilen toplam gaz miktarlar1 Sekil 4.4’de verilmistir.

Hidrolizat konsantrasyonun 50 g oldugu denemede 148 saat sonunda asidik
on islemle elde edilen biyohidrojen ve karbondioksit karisimi %55 Hidrojen ve
%44 karbondioksit’ten ve liretilen toplam gaz miktar1 31,2L olarak belirlenmistir.
Kontrol amagla kullanilan glikoz’dan elde edilen biyohidrojen ve karbondioksit
karigiminin igerigi %55 Hidrojen ve %44 karbondioksitten, iiretilen toplam gaz
miktart 321 dir.

Hidrolizat konsantrasyonun 100 g oldugu calismada 148 saat sonunda
asidik 6n islemle elde edilen biyohidrojen ve karbondioksit karisiminin icerigi %55
Hidrojen ve %44 karbondioksit olup, iiretilen toplam gaz miktar1 46L’dir. Kontrol
amagcla kullanilan glikoz’dan edle edilen biyohidrojen ve karbondioksit karigiminin
igerigi % 55 Hidrojen ve % 44 karbondioksit olup, liretilen toplam gaz miktar1 49
L’dir. Substrat konsantrasyonun artisi iiretilen gaz miktarini arttirmis ancak birim
substrat bagina diisen gaz miktarinda azalma oldugu goriilmektedir. 50g substrattan
100 g substrata cikildiginda diretilen gaz miktarlart yiizdesel olarak
degerlendirildignde Miscanthus hidrolizat1 kullanildiginda %16.4, kontrol amagcla
glikoz kullanildiginda %15 azalma oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.4. Hidrolizat Konsantrasyonunun Etkisi ve Kiimiilatif Hidrojen Uretimi
Kontrol Glikoz (Baslangi¢ pH 5.5, Sicaklik 37 °C, indirgen Seker Orani
50-100 g/Reaktor).

Yiiksek substrat konsatrasyonlarinda mikrobiyal faaliyetle yiiksek asit
iiretimi olmakta ve bu durum hiicrelerin lizi olup 6lmesine neden olabilecegi gibi
biyohidrojen iretimi yerine metabolik aktiviteyi solventojenik  faza
yonlendirmektedir. Fermentasyon sirasinda olusan asetat, biitirat gibi yan {irlinler
mikrobiyal aktiviteyi inhibe etmektedir. Biitirik asidin fermentasyon ortaminda
miktariin artmasi saf kiiltiicr Clostridium butyricum’un ve karisik kiiltiirde diger
bakteriyel aktiviteyi inhibe ettigi belirtilmektedir (Heyndrickx ve ark., 1987; Van
den Heuvel ve ark., 1988).

De Vrije ve ark. (2009) enzimatik Miscanthus hidrolizat1 ile yaptiklar
calismada C. saccharolyticus ve T. neapolitana kullarak termofilik hidrojen tiretimi
gerceklestirmislerdir.  Optimum  seker  kosantrasyonun 17g/LL oldugunu

belirtmislerdir.
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5. SONUC VE ONERILER

»  Yenilenebilir enerji kaynaklarinin kullanilmasi hem ¢evreci bir uygulama
olup hemde kisa bir zaman sonra tiikenecek fosil yakitlarin yerini alabilecek
ekonomik bir uygulamadir. Ancak yenilenebilir enerji kaynaklarinin
kullanilmasi sadece yeterli olmayip bu kaynaklarin siirtidiiriilebilir olmasida
iizerinde durulmasi gerek onemli konulardandir. Bu nedenle gida amacgh
olarak kullanilmayan enerji bitkilerinin tarima uygun olmayan alanlarda
yetistirilmesi uygun olacaktir.

> Bu ¢aligmada lignoseliilozik biyokiitleden dark fermentasyonla biyohidrojen
iretiminde Miscanthus giganteus kullanmmistir. Calismada lignoseliilozik
biyokiitle, fizikokimyasal ve enzimatik 6n islemlerden sonra biyohidrojen
iretiminde kullanilmustir.

> Biyokiitlenin hidroliz ¢alismalarinda asidik ve alkali on islemlerden %1
slfiriik asit konsantrasyonunda, otoklavda yapilan 1s1l 6n islem
denemelerinde 135°C sicaklikta daha iyi sonug alinmustir. Fizikokimyasal 6n
islemlerden sonra yapilan enzimatik hidroliz ¢aligsmalarinda %] siilfiiriik asit
ve 135°C sicaklikta 60 dakika on isleme tabi tutulmus Orneklerde yiiksek
verim elde edilmistir.

> Dark fermentasyonla biyohidrojen iiretimine optimum pH 5.5, substart
konsantrasyonu 50 g/20 L reaktdr olarak belirlenmis, bu sartlarda iiretilen
gazin igerigi %55 hidrojen ve %44 karbondioksit ve kiimiilatif gaz
miktarinin 31,2 L oldugu belirlenmistir.

> Mevcut ¢aligma sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde, lignoseliilozik
iiriinlerden fizikokimyasal ve biyolojik 6n islemlerden sonra yenilenebilir
enerji kaynaklarindan biri olan biyohidrojen {iretiminin yapilabilecegi

goriilmektedir.
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>

Hidrojen tiretim yontemlerinden olan biyolojik hidrojen iiretimi ve bunun bir
alt uygulamas1 olan karanlik fermantasyonla hidrojen {iretimi, enerji
verimliligi ve temiz enerji liretimi agisindan avantajli gériinmektedir.
Sonug olarak;

e Fizikokimyasal yontemlerle biyokiitle hidrolizasyonuna enzimatik

biyolojik yontemlerin eklenmesi,

e Biyohidrojen iiretiminde mezofilik yontemlerin kullanilmasi,

e Lignoseliilozik atik tiriinlerinde bu amagla kullanilmast,

e Hidrojenin yaygin bir yakit olarak kullanilmasi i¢in g¢aligmalar

yapilmasi gelecek ve gevre igin biiyilk 6nem arz etmektedir.

Dark fermentasyonla biyohidrojen iiretimini etkileyen bir¢cok parametre
olmasindan dolay1 yapilacak calismalarda bu parametrelerin goéz Oniinde
bulundurulmasi gerekmektedir.

Yakin gelecekte dark fermentasyon ile biyohidrojen iiretimi yapabilen
endsiitriyel sistemlerin kurulmasi ve optimizasyon c¢alismalarinin bu

sistemlerde gerceklestirilmesi gerekmektedir.
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