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TUBITAK

ONSOz

Gunumuzde yenilenebilir kaynaklardan enerji Uretimi buyik énem kazanmistir. Zira hizla artan
enerji ihtiyaci fosil yakitlarin asiri tuketimine ve ciddi ¢cevresel problemlere neden olmaktadir. Bu
nedenle gelecegin enerji tasiyicisi olarak kabul edilen hidrojen gazinin, yenilebilir kaynaklardan
uretimi fosil kaynakl enerji tretimine dnemli bir alternatif sunmaktadir. Ozellikle karbonhidrat
iceren atiklarin hidrojen Uretimi icin degerlendiriimesi gelecek vaat eden bir yaklasim olarak
kabul edilmektedir. TUBITAK Cevre, Atmosfer, Yer ve Deniz Bilimleri Arastirma Grubu
tarafindan 113Y187 proje numarasi ile desteklenen bu projede kagit atigindan karanhk
fermentasyon ve elektrohidroliz prosesleriyle hidrojen gazi tretimi calisiimistir. Projede 6ncelikle
kagit atiginin asit hidrolizi ile elde edilen seker ¢ozeltisinden hidrojen gazi Uretilmistir. Daha
sonra karanlk fermentasyon cikis suyundan elektrohidroliz ile hidrojen Uretimi ve karanlik
fermentasyon ile es zamanli elektrohidroliz denemeleri ile hidrojen uretimleri arastirilmigtir.
Literatirde heniz karanlik fermentasyon ve elektrohidroliz prosesinin birlikte kullanimiyla kagit
atigindan hidrojen uretimi rapor eden bagka ¢alisma bulunmadidi icin bu ¢alismadan elde edilen
sonuglar 6zgun katkilar saglamis olup, ayni zamanda sellloz iceren atiklardan hidrojen Uretimi

icin de model teskil etmistir.
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OZET

Bu projenin amaci kagit havlu atigindan temiz ve yuksek enerji degeri olan hidrojen gazi
uretimi icin verimli bir proses gelistirmek ayni zamanda hidrojen Uretim hiz ve verimini
arttirmanin yollarini arastirmak olmustur. Bu amaca ulagabilmek i¢in U¢ basamakli bir proses
yaklasimi izlenmistir. ilk basamakta kagit atigi ¢ozeltisinden asit hidroliz 6n islemiyle karanlik
fermentasyon basamagi icin seker cozeltisi eldesi, ikinci basamakta seker ¢ozeltisinden
anaerobik camur kullanilarak karanlik fermentasyonla hidrojen gazi Gretimi, G¢linci basamakta
ise karanlik fermentasyon c¢ikis suyundan elektrohidroliz ile hidrojen Uretimi yapilmistir. Bunlara
ilaveten karanlik fermentasyon ortamina dogrudan elektrik akimi verilerek olusan organik
asitlerin uzaklastirimasiyla hidrojen Uretimi calismalari da gerceklestiriimistir. Deneylerin
hidrojen uretim performans kiyaslamasinda hidrojen Gretim verimi ve hizi kullaniimistir. Karanlik
fermentasyon ve elektrohidroliz basmaklarinin performansinin izlenebilmesi icin deney seyri
esnasinda sivi ve gaz numuneler alinarak cesitli parametrelerin olgimu yapimigtir. TUm
deneylerde seker konsantrasyonu fenol-asit metoduyla oOlcllirken, toplam organik asit
konsantrasyonu spektrofotometrik olarak tespit edilmistir. Toplam gaz, sivi yer degistirme
yontemine gére belirlenirken, hidrojen gazi konsantrasyonu GC’de tespit edilmistir. Diger tim
analizler standart metotlara gore yapilmistir.

Birinci basamak calismalar kapsaminda asit hidrolizi ile kagit atigindan seker Uretimini
maksimize eden kosullarin arastiriimasi yapilmistir. Buna gore 100 g/L kati/sivi orani, 121 °C ve
180 dakika islem slresinde en yiksek %29.24 verimde (32.17 g/L) seker elde edilmistir. Bu
seker surubunun karanlik fermentasyonda substrat olarak kullanildigi denemelerde hidrojen
Uretimi icin en ideal kosullarin 0.875 g biyokltle/L, 21.33 g glikoz/L ve C/N/P: 100/5/9°da oldugu
belirlenmigtir. Bu kosullarda gercgeklestirilen karanlk fermentasyon ¢ikis suyundan elektrohidroliz
islemi ile hidrojen Uretimi deneyleri sonucunda en ideal sartlarin 7.5 V gerilim, 6.0 g TVFA/L ve
pH: 2'de elde edildigi gorilmustir. Karanlk fermentasyon ortamina dogrudan elektrik akimi
verilerek yapilan birlesik KF-EH deneylerinde ise en yuksek hidrojen tretimi 1.0 V surekli gerilim
uygulamasi altinda 20 g/L baslangi¢ seker konsantrasyonu ve 0.5 cm elektrot uzakliginda

disaridan asit ilaveli pH kontrollyle elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kagit havlu atigi, hidrojen, atik bertarafi, karanhk fermentasyon,
elektrohidroliz, ardisik karanlk fermentasyon ve elektrohidroliz, birlesik karanlk fermentasyon ve

elektrohidroliz
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ABSTRACT

The aim of this project was to investigate the development of an efficient process able to
produce hydrogen, a clean and high energy fuel, and to explore conditions maximizing hydrogen
formation yield and rates. In this context a three step process approach was followed. The aim of
the first step was to produce sugar solution for dark fermentation by acid hydrolysis. The second
step covered hydrogen gas production from the sugar solution by dark fermentation and the third
step was on hydrogen gas production by electrohydrolysis of the dark fermentation effluent.
Additionally, electrohydrolysis was coupled to dark fermentation for simultaneous organic acids
removal during dark fermentation adverseley affecting hydrogen gas production. Hydrogen
production performance of experiments was evaluated by using the hydrogen formation yield
and rate as comparison criteria. Gas and liquid samples were drawn for the analysis of several
parameters to follow the performance of dark fermentation and electrohydrolysis. Sugar and total
organic acid concentrations were determined by the phenol-acid method and spectrophotometric
methods using analytical kits, respectively. Total gas was measured by water displacement
method and hydrogen gas concentration was determined by using a gas chromatograph (GC).
All other measurements were done according to the standard methods.

The first stage of the project covered investigations to determine conditions maximizing sugar
formation per waste paper. Highest sugar conversion of %29.24 (32.17 g/L) was obtained ad
100 g/L solid/liquid ratio, 121 °C and 180 min hydrolysis time. Most reasonable conditions
resulting highest hydrogen formation from this hydrolysate in dark fermentation were obtained at
0.875 g/L initial biomass concentration, 21.33 g/L initial sugar concentration and C/N/P ratio of
100/5/9, respectively. Most convenient hydrogen production conditions for the electrohydrolysis
of dark fermentation effluent were obtained at 7.5 V voltage, 6.0 g/L TVFA concentration and
pH: 2. Most efficient hydrogen production for simultaneous dark fermentation and
electrohydrolysis were obtained at 1.0 V voltage, 20 g/L initial sugar concentration and 0.5 cm

electrode distance with acid controlled pH.
Keywords: Waste hand paper towel, hydrogen, waste disposal, dark fermentation,

electrohydrolysis, sequential dark fermentation and electrohydrolysis, combined dark

fermentation and electrohydrolysis
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TUBITAK
1. GIRIS

Tarkiye’nin enerji ihtiyaci, hizla buylyen ekonomisi ve nufusu ile slrekli artmakta olup, bu
ihtiyacinin yaklasik %70’i dis Ulkelerin fosil yakitlarindan kargilanmaktadir. Bu nedenle
Tarkiye’nin 6z kaynaklarinin enerji Uretimi igin degerlendiriimesi blylik dnem arz etmektedir.
Ulkemiz yenilenebilir enerji kaynaklarindan hidrojen gazi Uretimi bu ihtiyacin bir kisminin
karsilanmasinda 6nemli bir potansiyel sunmaktadir.

Hidrojen, yuksek enerji igerigi, sera gazi salinimlarina sebep olmamasi ve oksidasyonu
sonucunda sadece su buhari olusturmasi nedeniyle gelecegin yakiti olarak gorulmektedir.
Gunumuzde hidrojen ¢ogunlukla, yuksek enerji ve karmasik isletme kosullari gerektiren fiziko-
kimyasal prosesler ile Uretilmektedir. Hidrojeni iliml kosullarda biyolojik prosesler ile de tGretmek
mumkundir ancak bu ydntem henuz fiziko kimyasal proseslerle ekonomik ve uygulanabilirlik
acisindan rekabet edebilecek duzeyde degildir. Projede selllozca zengin kagit atigindan
karanlik fermentasyon ve elektrohidroliz ile yuksek verim ve saflikta hidrojen gazi Gretimi
yapabilen bir prosesin gelistiriimesi hedeflenmistir.

Literatirde karanlik fermentasyon ile hidrojen Uretiminin gegcmisi 1990’li yillara dayansa da,
karanlik fermentasyon cikis suyunda bulunan organik asitlerden elektrohidroliz yontemiyle
hidrojen Uretimi son bes yildan beri calisiimaktadir. Elektrohidroliz yontemi, zahmetli isletme
kosullari gerektiren aydinhk fermentasyon basamagi i¢cin énemli bir alternatiftir. Literattrde
karanlik fermentasyon ve elektrohidroliz prosesinin birlikte kullanimiyla kagit atigindan hidrojen
uretimi rapor eden baska bir ¢calisma bulunmadigi i¢cin bu ¢alismanin sonuglari 6zgun katkilar
saglamig olup, ayni zamanda sellloz iceren atiklardan hidrojen uretimi icin de model teskil

etmistir.

2. LITERATUR OZETIi

Hizla artan eneriji ihtiyacl, fosil yakit kaynaklarinin azalmasi ve bu yakitlarin yakiimasi sonucu
olusan sera gazlarinin atmosferi olumsuz etkilemesi yenilenebilir ve temiz enerji kaynaklarinin
arastinimasini zorunlu kilmistir. Bu anlamda hidrojen gazi gelece@in enerji tasiyicisi olarak
ongorulmektedir (Das ve Veziroglu 2001). Zira hidrojen gazi diger fosil yakitlarla kiyaslandiginda
kitle basina yaklasik U¢ buguk kat daha fazla enerji icermekte (Seol vd. 2011), atik biyokutle gibi
yenilenebilir kaynaklardan elde edilebilmekte ve yakilmasi sonucunda sera gazi etkisi
bulunmayan su buhari olusturmaktadir. Hidrojenin tek dezavantaji dojada serbest halde
bulunmayisidir (Guo vd. 2010).



TUBITAK

Geleneksel olarak hidrojen gazi metan gazinin buharla reformasyonu, biyokutlenin pirolizi
sonras| gazlastiriimasi ve suyun hidrolizi ile Uretilmektedir. Bu proseslerin ortak 6zeligi yuksek
enerji ve karmagik isletme gereksinimleridir (Manish ve Banerjee 2008). Biyolojik yontemlerle
hidrojen gazi Uretimi bu teknolojiler icin 6nemli bir alternatif sunmaktadir (Das ve Veziroglu
2001). Cunkid atik maddeler ham madde olarak kullanilabilmekte, hidrojen gazina déndstm thimh
kosullarda (oda sicakligl ve 1 atm basing) gerceklesebilmekte, sera gazlari (NO,, SOx, CO vb.)
salinmamaktadir (Kapdan ve Kargi 2006). Ancak bu yontemin dezavantaji hidrojen gazi dretim
hizi ve verimlerinin dislik olmasi bu nedenle blyutk reaktér hacimlerine ihtiya¢g duyulmasidir
(Levin ve Chahine 2010). Biyolojik olarak hidrojen gazi; suyun algler yardimiyla fotolizi,
karbonhidratlarin karanlik fermentasyonu ve organik asitlerin isikli/aydinlik fermentasyonu ile
uretilmektedir (Kotay ve Das 2008). Algler ile hidrojen Uretimi diger yontemlere kiyasla ¢cok yavas
olup, suyun fotolizi esnasinda acgija cikan oksijen gazi hidrojen Uretiminde gérev yapan
hidrogenaz enzimleri Gzerinde inhibisyon etkisi olusturmaktadir. Karanlk fermentasyon (KF)
alglerle hidrojen uretimine gore daha hizli olup, karbonhidrat iceren atik maddeler Clostridium,
Enterobacter ve anaerobik ¢amur gibi mikrobiyal kilttrler vasitasiyla hidrojen, CO, ve organik
asitlere donustirimektedir. Bu prosesin dezavantaji; sivi ortamda biriken organik asitlerin
onemli miktarda hidrojen icermesi ve mikroorganizmalar Uzerinde inhibisyon etkisi
olusturmasidir. Bu organik asitler ancak ¢ok siki isletme kosullari altinda Rhodobacteraceae
familyasindan bazi foto-heterotrofik bakterier yardimiyla H, ve CO,e doénUsturebilmektedir
(Kapdan ve Kargi 2006).

Karanlik fermentasyonda teorik olarak en yiiksek hidrojen Uretim verimine asetat ve CO,in
sentezlenmesi sonucunda ulasilabilmektedir. Halbuki pratikte proton ve organik ara Urdnlerin
elektron kazanmak icin rekabeti asetattan daha ¢ok indirgenmis (propiyonat, bitirat, uzun alifatik
asitler, laktat, format, alkoller ve ketonlar) karmasik bilesiklerin olusmasina ve dolayisiyla
hidrojen Uretim veriminin dusmesine neden olmaktadir (Hallenbeck 2005). Karanlik
fermentasyonda en yuksek teorik verim 4 mol H, /mol glikoz olmasina ragmen elde edilen
verimler 1 ila 3 mol H, /mol glikoz arasinda degismektedir. 3.5 mol H, /mol glikoz civarinda
verimler rapor edildiyse de bunlar istisnai durumlar olup geneli temsil etmemektedir. Hidrojen
uretim verimini 4 mol H, /mol glikoz Uzerine ¢ikartmanin iki yolu vardir. Bunlardan birincisi
karanlik fermentasyon c¢ikis suyunun ardisik 1sikl fermentasyona tabi tutulmasi ve mevcut
organik asitlerin bu esnada pargalanmasiyla elde edilebilir. ikinci yol ise karanlik fermentasyon
cikis suyundan dogrusal elektrik akimi yardimiyla Elektrohidroliz (EH) ile hidrojen Uretilmesidir.

Karanlik fermentasyonda sivi fazda asetik asit olusmasi durumunda glikozdan hidrojen Uretim
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basamag! esitlik 1'de gosterilmis olup (Valdez-Vazquez ve Poggi-Varaldo 2009), asetik asitten
elektrohidroliz ile H, Uretimi esitlik 2'de yer almaktadir (Hawkes vd. 2007).

CeH1206 + 2 H,O — 2 CH3COOH + 4 H, + 2 CO, AG°= -206 kJ (Est.1)
2 CH;COOH +4H,0 — 8H,+4CO, AG°=104.6 x 2 = 209.2 kJ (Est.2)

Karanlik fermentasyon c¢ikis suyu organik asit konsantrasyonun seyreltimesi ve amonyum
iyonlarinin uzaklastiriimasi geregi, santrifijleme ve sterilizasyon gibi 6n islem gerektirmesi, 1sikli
fermentasyon prosesini ekonomik ve uygulanabilirlik yénlerinden olumsuz etkilemektedir. Bu
nedenle 1sikl fermentasyonun vyerini alabilecek, organik asitlerden ylksek verim ve saflikta
hidrojen gazi Uretebilen ve uygulamasi avantajlar sunan elektohidroliz yonteminin karanlik
fermentasyon c¢ikis suyuna uygulanmasi veya dogrudan karanlk fermentasyona entegre
edilmesi buyuk 6nem kazanmistir. Literaturde hidrojen Uretimi igin incelenen diger elektroliz
prosesleri; alkali elektroliz, proton degisim mebran (PEM) kullanilan mikrobiyal elektroliz
hicreleri ve kati oksit elektroliz hiicreleridir (SOEC) (Kargi ve Uzuncgar 2012).

Teorik olarak 1 mol glikozun ardisik karanlik ve 1sikli fermentasyona tabi tutulmasiyla 12 mol
hidrojen molekull elde etmek mumkindir (Ni vd. 2006). Bugline kadar yapilan calismalarda
bahsedilen fermentasyon ile teorik verimin ancak % 60 na ulasiimistir (Yokoi vd. 2002).
Sellilozun ham madde olarak kullanildigi ardisik karanlik ve elektrohidrogenesis prosesinde bu
verim % 83’e cikariimigtir (Lalaurette vd. 2009). Hidrojen Uretiminin ekonomik sayilablmesi igin
uretim veriminin 8 mol H, /mol glikoz Gzerinde gikartiimasi gerekmektedir (Chen vd. 2010) ancak
bu degere sadece fermentasyon basamaklari ile henlz ulasilamamistir.

Yukarida adi gecen elektrohidrogenesis terimi, mikrobiyal elektroliz hiicresi (MEC) olarak
adlandirilan bir cihazda ¢6zinebilir organik molekillerden hidrojen (H,) gazi tretimini ifade eder
(Logan 2004). Mikrobiyal elektroliz hucresinde anotta bulunan organik maddelerin bakteriler
tarafindan okside edilmesiyle olusan elektronlar akim vasitasiyla katoda iletilir ve sividaki
protonlar yukseltgenerek H, gazi olugur. H, Uretim reaksiyonu endotermik oludugu igin sisteme
disaridan gu¢ kaynagi vasitasiyla elektron verilmesi gerekir. Ancak MEC’lerde PEM kullanimi,
indirgenme ve yukseltgenme basamaklarinin iki ayri bdlmede gergeklegsmesi bu prosesin baglica
dezavantajlarini olusturmaktadir.

Literatirde karanlk fermentasyon ¢ikis suyundan elektrohidroliz prosesi ile hidrojen Uretimi
son bes yilda caligilan bir konu olup, birka¢ patent disinda yayin sayisi olduk¢a azdir.
Elektrohidroliz prosesinde, ¢oOzeltiye dogrusal elektrik akimi veriimesiyle, anotta olusan

elektronlar sivi ortamda organik asitlerin parcalanmasi ile olusan protonlar ile katot Uzerinde
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birleserek hidrojen gazi Uretilmektedir (Kargi ve Arikan 2013a). Bu proseste ylksek saflikta
hidrojen Uretiminin tek bdlmeli reaktérde dusiuk elektrik akimlariyla, PEM (proton degisim
membrani) ve saf kiltir mikroorganizmaya ihtiya¢ duyulmadan gergeklesmesi MEC’lere kiyasla
onemli avantajlar sunmaktadir. Buglne kadar elektrohidroliz prosesi ile karanlik fermentasyon
¢ikis suyundan (Tuna vd. 2009), deponi alani sizinti suyundan (Kargi ve Catalkaya 2011a),
zeytinyad! karasuyundan (Kargi ve Catalkaya 2011b) ve peyniralti suyundan (Kargi ve Uzuncar
2012b) hidrojen dretimi ¢alisiimistir. Bunlar arasinda en yuksek hidrojen Uretim performansi
peynir alti suyundan simultane karanlik fermentasyon ve elektrohidroliz ile elde edilmistir. 5 Volt
dogrusal akim ve 158 saat isletme suresinde elde edilen hidrojen Uretim potansiyeli, hidrojen
Uretim verimi ve hizi sirayla 5551 mLH,, 1709 mLH, /gKOi ve 913 mLH, /giin olmustur. Elde
edilen hidrojen %99 saflikta dogrudan mikrobiyal yakit hiucresinde kullanima hazir formda
uretilmistir (Kargi ve Uzuncar 2012b).

Sellloz iceren atik maddelerin fermentasyonla hidrojen gazi Uretiminde ham madde olarak
kullanimi buylik 6énem tasimaktadir. Clnkl dinyada selliloz en bol bulunan biyopolimer olup
surdurdlebilir enerji Gretimi icin 6nemli bir potansiyel sunmaktadir (Levin vd. 2007). Bu anlamda
kagit atiklari lignoselllozik atiklar icerisinde seluloz ylzdesi en yuksek (%85-99) atik olmasi
nedeniyle hidrojen Uretimi icin potansiyel bir ham madde durumundadir (Howard vd. 2003).
Ulkemizde yaklasik atik kagit Gretimi 3 milyon ton olup (MARKA Dogu Marmara Kalkinma Ajansi
2014), bu atigin hidrojen Uretiminde yakit olarak kullanimi blyik énem kazanmaktadir. Ancak
seluloz yapisindaki kuvvetli B-(1-4) glikozidik baglar bu molekulin yapisindaki glikoz
molekullerinin dogrudan fermentasyonda kullanimi igin bir bariyer teskil etmektedir. Bu nedenle
sellilozun fermentasyon &ncesinde hidroliz edilerek glikoz, sellobiyoz gibi basit sekerlere
donusturuldukten sonra kullaniimasi gerekmektedir. SelUloz hidrolizi enzimatik, ya da kimyasal
hidroliz iglemleri ile yapilabilmektedir. Enzimatik hidrolizin yavas ve zahmetli olmasi nedeniyle
kimyasal hidroliz islemleri daha ¢ok tercih edilmektedir. Lignoselllozik atiklarin 6n isleminde
uygulanan proseslerin baslicalari; kuvvetli ve seyreltik asit hidrolizi, amonyum lif patlatma, buhar
patlama, sivi sicak su, ile muamele, kire¢ kullanimi, iyonik sivi kullanimi ve organosolv
prosesleridir (Agbor vd. 2011; Conde-Mejia vd. 2012).

Literatirde selllozik atiklardan hidrojen Uretimi Uzerine yapilan ¢alismalar sinirli sayida olup,
kagit atiklarindan karanlik fermentasyon ve elektrohidroliz yontemleri kullanilarak rapor edilen
calisma bulunmamaktadir. Bu yonuyle ele alindidinda projenin yuksek saflikta, yUksek hiz ve
verimde atik kagittan hidrojen Uretimine ydnelik olmasi, zahmetli olan aydinlik fermentasyona

alternatif sunmasi nedeniyle literatiire 6zgun katkilar sunmaktadir.
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3. GEREG VE YONTEM
3.1 Mikroorganizma

Karanlik fermentasyon deneylerinde, kaynatma islemine tabi tutulmus anaerobik c¢amur
kullanilmistir. Bu ¢amur, izmir'in Tire ilgesinde bulunan MONDI Kagit fabrikasi anaerobik aritma
tesisinden temin edilmistir. Camurun kaynatiimasindaki amac¢ hidrojen tuketimine neden olan
metanojen ve homo-asetojen bakterilerin inaktive edilmesi ve hidrojen Uretme kabiliyetindeki
spor olusturan bakterilerin baskin hale getiriimesidir. Camur kaynatma islemi pH:5.9’da bir saat
sureyle c¢eker ocak altinda miknatishi karigtirici Uzerine yerlestirilen cam beher igerisinde
yapiimigtir. Kaynatma igleminin ardindan yeterli biyokutle konsantrasyonunun eldesi amaciyla
camur, iki giin sireyle 36 °C’de inkilibe edilmistir. Biyokiitle konsantrasyonu, elde edilen bakteri
cOzeltisinin standart metodlara gore askida kati madde konsantrasyonunun tayin edilmesiyle
belirlenmigtir. Besi ortaminda karbon kaynagi olarak 10 g/L seker iceren asit 6n islemine tabi
tutulmus hidrolizat kullanilmis olup, C/N/P/Fe orani 100/2/0.2/0.125 olacak sekilde NH,CI,
KH,PO, ve FeS0,.7H,0 ilavesiyle ayarlanmistir. Bunlarin disinda blyldtme ortamina 0.2 g/L
MgS0,.7H,0 ve 0.1 g/L L.cysteine.HCl ilave edilmistir. Besi sivisi Ustinde bulunan gaz faz argon
ile supurllerek ortamdaki oksijen uzaklastiriimistir. 10 g/L glikoz iceren seker ¢ozeltisi, 20 g/L

kagit pegetenin 135 °C, pH:1'de 15 dakika otoklavlanmasiyla elde edilmistir.

3.2 Kagit Atigi

Deneylerde kagit atik tlr(i olarak Pamukkale Universitesi Mihendislik Fakultesi (PAUMF)
tuvaletlerinde el kurulama amaciyla kullanilan atik kagit havlular segilmistir. %100 sellilozdan
olusan bu atik fermentatif H, Gretimi seker ihtiyacini karsilamak igin énemli bir ham madde
kayna@i olusturmaktadir. 2009 yilinda sadece Avrupa’da yaklasik 7 milyon ton (European
Comission 2011) havlu cinsinden kagitlarin tuketildigi dugunulurse bu atigin H, uretimi i¢in ne
kadar dnemli, potansiyel bir ham madde oldugu anlagiimaktadir. Dokuz Eylil Univesitesi
Muhendislik Fakultesi Akredite Atiksu Laboratuvarinda yaptirilan kompozisyon analizlerine gore
kullanilan atik kagit igerisindeki toplam azot (TN), toplam fosfor (TP) ve toplam karbon (TC)
icerikleri sirasiyla 470 mg/kg, < 1 mg/kg ve 574162 mg/kg olarak belirlenmigtir.
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3.3 Deneysel Caligmalar
3.3.1 Kagit Atiginin On islenmesi

Bu basamagin amaci kagit atigindan karanlik fermentasyonda kullanilacak olan substratin
hazirlanmasi olup, baslica basamaklar boyut kiigliltme, asit hidroliz 6n islemi, nétralizasyon ve
nutrient ilavesinden olusmaktadir. Bu kapsamda yapilan islemler asagida 6zetlenmistir:

a. Boyut kuclltme: Kagit atiginin yazey alanini arttirmak ve asit hidrolizinin daha etkili olmasini
saglamak amaciyla temin edilen atik, makas ve blender yardimiyla kigUk parcalara
ayrilimistir.  Boyutu kUgultilen atik kagit, derin dondurucuda saklanarak ihtiyag
duyuldugunda istenilen atik ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullaniimigtir.

b. Asit-hidroliz 6n islemi: Bu basamakta kagit atigi seliloz molekilleri arasindaki baglar
kirilarak glikoz molekillerinden olusan seker ¢ozeltisinin elde edilmesi saglanmistir. Bunun
icin atiktan belirli pH (H,SO,) ve kati/sivi oraninda ¢ozelti hazirlandiktan sonra, ¢ozelti
surede otoklavda asit hidroliz iglemine tabi tutulmustur. Deneyler 300 mL serum siselerinde
yapilmis olup, deney kosullari istatistiksel deney tasarimi kullanilarak belirlenmistir. Bu
amagcla Design Expert yazilimi kullaniimistir. Asit hidroliz deneylerinde kagit/sivi orani, islem
suresi ve pH'nin seker olusumu Uzerine olan etkileri arastiriimistir. Deneylerin amaci birim
atiktan seker olusumunu maksimize eden kosullarin tespit edilmesi olmustur. Glikoz
cinsinden toplam seker konsantrasyonu fenol asit yontemiyle tayin edilmistir. Deneylerde
kati (kagit)/sivi orani (X;), sure (X;) ve pH (X3) bagimsiz degdiskenler olarak segilirken,
hidrolizat igerisindeki seker konsantrasyonu (g/L) (Y) amag fonksiyon olarak esas alinmistir.
Optimizasyonda amag fonksiyonunun (Y) bagimsiz degiskenler (X,) ile olan korelasyonu
asagida verilen (Est.3) kuadratik esitlik ile yapiimistir. Burada Y: amag fonksiyonunu, X, X,,
X3 bagimsiz degiskenleri, by: esitlik sabitini; by, by, bs lineer; by, bis, bos interaksiyon ve by,

b,,, bss kuadratik sabitleri ifade etmektedir.

Y = Do + bXy + bXp + DXz + bioXoXo + bigXiXs + bpsXoXs + bllxl2 + bszZ2 + b33X32
(Est. 3)
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Otoklav islemi esnasinda gozlemlenen buharlagsma olayi nedeniyle hidrolizatta dlgulen glikoz ve
HMF konsantrasyonlari buharlasmadaki su kaybi dikkate alinarak esitlik 4’e gére duzeltiimistir
Breuer vd. (2014).

Cp = Cs x (Vs/Vp) (Est.4)

Burada; Cp: Buharlagsma dikkate alinarak duzeltilen glikoz veya 5-HMF konsantrasyonu (g/L), Cs:
Asit hidrolizi sonrasi hidrolizatta Olgulen glikoz veya 5-HMF konsantrasyonu (g/L), Vs: Asit
hidrolizi sonrasi hidrolizat toplam hacimi (L), Vp: Asit hidrolizi dncesi kagit ve asit ¢ozeltisi toplam
hacmi (L).

c. Noétralizasyon: Karanlik fermentasyon éncesi optimum asit hidroliz sartlarinda elde edilen
seker ¢ozeltisinin pH’s1 3M KOH ¢ozeltisi kullanilarak nétralize edilmistir.

d. Nutrient ilavesi: Notralize edilen seker c¢ozeltisinin C/N/P/Fe orani bu projede karanlik
fermentasyon ile hidrojen uretimi icin belirlenen en ideal deger olan 100/5/9/0.278 olacak

sekilde disaridan NH4CI, KH,PO,ve FeSO,.7H,0 ilavesiyle saglanmistir.

3.3.2 Karanlik Fermentasyon

Deneyler 300 mL serum siselerinde mezofilik sartlarda (T= 36 °C, pH = 5.5- 6.0) ve kesikli
isletme kosullarinda inklUbatérde yapilmistir. Seker ¢dzeltisinden hidrojen ve organik asit
olusumunun gercgeklestigi bu basamakta hidrojen olusum verimi ve hizini maksimize eden sartlar
belirlenmistir. Bu kapsamda baslangi¢ biyokutle ve substrat konsantrasyonlariyla ile C/N/P
oraninin hidrojen uretimi Uzerine olan etkileri arastiriimistir. C/N/P oraninin hidrojen uretim
verimi ve hizi Uzerine olan etkilerinin arastiriimasi esnasinda boélim 3.3.1.a’da sunulan Box-
Behnken tasarimi kullaniimigtir. Anaerobik sartlar ortama eklenen indrigeyici L-Cystein.HCI ile
sivi Ust fazindan argon gazi gegirilerek saglanmigtir. Deneyler esnasinda sivi va gaz numuneler
alinip olculerek fermentasyon performansi takip edilmistir. Sivi faz numuneler, kati maddeler
santrifijlenip uzaklastirildiktan sonra seker ve toplam ugucu organik asit 6lgimlerine tabi
tutulmustur. Seker konsantrasyonu olgimleri fenol asit yontemiyle, toplam ugucu organik asit
(TVFA) konsantrasyonuysa fotometrik olarak analitik kitler yardimiyla yapiimistir. Toplam gaz,
sivi yer degistirme metoduyla belirlenirken bu gaz icerisindeki hidrojen ylzdesi GC’de
analizlenmigtir. Sivi yer degistirme metodunda %2 H,SO,; ve %10 NaCl iceren c¢ozelti
kullanilmistir. Deney seyri esnasinda olusan hidrojen gazi kiUmdulatif olarak toplanarak

hesaplanmistir (Est.5) (Logan vd. 2002). Deney seyrine ait kimdalatif hidrojen olusumu verileri
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Gompertz esitligi (Lee vd. 2008) (Est. 6) ile korele edilerek maksimum hidrojen Uretimi
potansiyeli, lag faz slresi ve hidrojen Uretim hizi hesaplanmistir.

Vhz,i = Vhzsi1 + Vw Crzi + Ve Chzi — Vi Chaz i (Est.5)

burada V., , = Kimdlatif hidrojen hacmi (mL), Vi, = Olgllen toplam gaz (mL), Cy,; = GC'de

Olgulen hidrojen gazi konsantrasyonu, Vg = Fermentdr sivisi Ustl hava bosluk hacmi (mL).

H(t) =P exp{— exp{ R; ®(n- t)} +1 ]} (Est.6)

burada, P= hidrojen Uretim potansiyeli (mL), R,= Hidrojen Uretim hizi (mL Hy/saat), A=lag faz
periyodu (saat), t= fermentasyon suresi (saat).

Karanlik fermentasyon deneylerinin performansinin belirlenmesinde hidrojen uretim verimi
(Est.7) ve spesifik (6zgul) hidrojen uretim hizi (Est.8) esas alinmigtir.

Y =AA*;2 (Est.7)

burada, Y= mol H./mol substrat veya mLH,/g KOI, AH,: Deney siiresince Uretilen kiimiilatif H,
(mol veya mL cinsinden) ve AS= tiiketilen substrat (mol glikoz veya g KOI cinsinden) dir.
Ozgul Hidrojen Uretim Hizi (SHUH):

SHUH = "M (Est.8)
VoX,

burada, V, = Baslangi¢ sivi hacmi (L), X, = baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonu (g X/L),
Rm:Gompertz esitliginden elde edilen hidrojen tretim hizi (mL H,/saat).

Hidrojen gazi mol sayisi Est.9’e gére hesaplanmistir.

PV =nRT (Est.9)

burada, n= mmol H, gazi, P= 1 atm, V,;,= Uretilen hidrojen gazi hacmi (ml), R= 0.082 (L atm /
mol K) , T= sicaklik (K).

3.3.3 Elektrohidroliz

Elektrohidroliz deneyleri karanlik fermentasyon ile elektrohidroliz basamakalrinin ardisik ve
birlesik isletiimesi seklinde iki ayri basamakta incelenmistir. Ardisik KF-EH deneylerinde amag;
karanlik fermentasyon c¢ikis suyunda bulunan organik asitlerden elektrohidroliz yéntemiyle
hidrojen Uretim hizi ve verimini arttiran kosullarin arastirilmasi olurken, birlesik KF-EH
deneylerinde karanlik fermentasyon deney ortamina dogrudan elektrik akimi verilmesi suretiyle
organik asitlerin es zamanl olarak uzaklastiriimasi ve hidrojen Uretimini maksimize eden

sartlarin belirlenmesi olmustur.



TUBITAK

Elektrohidroliz deneylerinde gaz ve sivi faz élgimlerinde yukarida verilen yéontemlerin aynisi
takip edilmistir. Ardisik KF-EH deneylerinde farkli olarak esitlik 10’da verilen enerji dénlsim
verimi (n) hesaplanmigtir (Kargi ve Arikan 2013b). Elektrot olarak Aluminyum c¢ubuklar
kullaniimig olup, gerilim ve akim degerleri MY64 Multimetre ile okunarak kayit edilmistir.
Kimyasal Oksiyen ihtiyaci (KOI) deneyleri Standart Metotlara (Eugene vd. 2012) goére
yapilmigtir.

n = EH,/ Ee (Est.10)

burada; EH, olusan hidrojen gazinin toplam enerjisi (Est. 11) iken E. ortama verilen toplam
elektrik enerjisidir (Est. 12).

EH, = mH, .( 122 kJ/g Hy) (Est.11)

burada; mH,: Kimdiilatif Hidrojen gazinin gram cinsinden kutlesi, 122 kj ise 1 gr hidrojen gazinin
enerji iceririgidir.

E.=V f dt=V YA (Est.12)

burada, V= voltaj, | = akim siddeti, t (saat) de zamani temsil etmektedir. Bu esitlikte dogrusal
akim degeri zamanla degdisim gdsterdigi icin denklemin | x t kismi, akim zaman grafiginin alani
hesaplanarak belirlenmistir (Kargi ve Arikan 2013a).

Tdm deneyler 300 mL serum siselerinde kesikli isletme modunda gergeklestirilirken ardisik KF-
EH deneyleri oda sicakliginda, birlesik KF-EH deneyleriyse 36 °C sicaklikta isletilen inkiibatérde
yapilmigtir.

Ardisik KF-EH deneylerinde; voltajin, baslangi¢c TVFA konsantrasyonunun ve pH’nin hidrojen
uretimine olan etkileri arastirilirken, birlesik KF-EH deneylerinde uygulanan voltajin, substrat
konsantrasyonunun ve elektrot araliginin hidrojen Uretim verimi ve hizi Uzerine olan etkileri
incelenmistir. Birlesik KF-EH deneyleri iki set olarak yapiimigtir. Bunlardan bir tanesinde pH
kontrolu digaridan kimyasal (asit) ilavesi ile saglanirken diger sette pH kontroll ortama dogrudan
elektrik akimi verilmesiyle saglanmaya cahlgiimigtir.

Ardisik ve birlesik KF-EH deneylerinin performansi hidrojen tGretim verimi ve hizi ile élgtlmuagtir.
Ardisik KF-EH deneyleri icin, hidrojen Uretim verimleri her bir basamak icin ayri ayri
hesaplandiktan sonra toplanmistir. Ardigik KF-EH deneylerinde toplam verimin molH,/mol glikoz
olarak hesaplanmasi durumunda su yontem esas alinmistir:

Deney olcumlerine gore dncelikle KF igin verim: molH,/mol glikoz, EH igin verim ise: molH,/mol
asetik asit olarak hesaplanmigtir. Toplam verim, EH veriminin molH,/mol glikoz'a
donudstiruldikten sonra KF verimi (molH,/molglikoz) ile toplanmasiyla bulunmustur. EH

veriminin molH,/mol glikoz’a doénustirilmesinde organik asit dlcimleri asetik asit cinsinden

9
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belirlendigi igin, asetik asitin ne kadar glikozdan Uretildigi yukarida belirtilen Egt.1 ve Est.2
reaksiyonlari geregi hesap edilebilmektedir. Bu sayede EH basamaginda belirlenen molH,/mol
asetik asit verimi molH./mol glikoz verimine dénustiiriilebilmistir. Bunlarin disinda mLH,/gKOi
cinsinden ifade edilen verim degerleri KF ve EH basamaklari icin ayri ayri hesaplanip
toplandiktan sonra bulunmustur.

Birlesik KF-EH deneylerindeyse toplam verim olusan kimdalatif hidrojen gazi mol sayisinin,
tuketilen toplam glikoz mol sayisina dogrudan boélinmesiyle veya kimdulatif hidrojen hacminin
tiketilen KOI miktarina bélinmesiyle elde edilmistir. Birlesik KF-EH deneylerinde verimin
molH,/mol glikoz’a doénustiriimesine gerek yoktur cinkii Est.1 ve Est.2 reaksiyonlari ayni

ortamda gergeklesmistir.

3.4 Analitik Yontemler

Hidrojen Gazi Analizi: Hidrojen gazi derisimi Agilent 7820A Gaz Kromotografinda (GC)
dlglilmiistiir. Kolon olarak; Supelco, Carboxen™ 1010 PLOT Fused Silica Capillary Column, 30m
x 0.53 mm, U.S. Patents 5-549-445 ve 5-607-580 ve taslyici gaz olarak N, (8 mL/dak)
kullaniimistir. Firin sicakhigi 110°C, giris sicakligi 230°C, dedektor sicakhgr 250°C galistiriimistir.
Standart kalibrasyon gazlari ile olusturulan kalibrasyon egrisi kullanilarak H, gaz derigimi
belirlenmistir. Olgimlerden dnce kalibrasyon egrisi, kalibrasyon gazi ile kontrol edilmistir. Ayni

yontem ile gaz numunelerde hidrojen ile birlikte metan ve CO, gazlari da takip edilmigtir.

Toplam seker analizi: Toplam seker analizi glikoz cinsinden fenol-asit yéntemi kullanilarak
belirlenmistir (DuBois vd. 1956). Bunun icin glikoz sekerine ait 0-100 mgL™ konsantrasyon
araliginda standartlar hazirlanarak, fenol-asit yontemi bu ¢dzeltilere uygulanmistir. Glikoz igin
spektrum taramasi yapilarak fenol-asit yonteminde spektrofotometre ile en ylksek dalga boyu
(487 nm) belirlenmistir. Standart ¢ozeltilere fenol-asit uygulamasi sonrasi 487 nm absorbans
degerinde spektrofotometrede yapilan élcimler sonucunda elde edilen kalibrasyon denklemi:

y = 95,341x + 2,7923, R* = 0,99 olarak bulunmustur. Bu denklem bilinmeyen glikoz

konsantrasyonlarinin tayininde kullanilarak seker élgtimleri yapiimistir.

Seliiloz Analizi: Kagit atigi icerisindeki sellloz miktari fenol-asit yontemi (DuBois vd. 1956)
kullanilarak tayin edilmistir. Bunun igin atik kagit, fenol-asit yontemi éncesinde hidroliz edilerek

icerisindeki tim seltloz molekdillerinin glikoza dénastirilmesi saglanmistir (Ferrer vd. 2013). Bu
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islem icin kagit atig1 once bir saat sureyle %72’lik konsantre sulfirik asit ¢Ozeltisi icerisinde
bekletildikten sonra elde edilen ¢ozelti ¥ oraninda seyreltilerek 121 °C’de bir saat sireyle
otoklavlanmistir. Elde edilen ¢dzeltiye fenol-asit yontemi uygulanarak glikoz konsantrasyonu
bulunmustur. Bu miktar selulozdan glikoza donusum orani olan 1.1 ile bdlunerek sellloz
konsantrasyonu hesaplanmistir. Bu igsleme gore hidroliz edilen 10.00 g/L’lik kagit atiginin
belirlenen sellloz konsantrasyonu 10.00+0.2 g/L olarak dlgtulmastir. Bu sayede kagit atiginin

%100 selulozdan olustugu teyit edilmistir.

5-HMF Analizi: Hidrolizat igerisindeki 5-HMF 6l¢ctimleri 280 nm dalgaboyunda Hach Lange (DR
5000) UV-visible spektrofotometre kullanilarak yapilmistir. Bunun igin 5-HMF standardi
kullanilarak (Sigma-Aldrich W501808 Aldrich, 5-HMF, = %99 purity) farkli konsantrasyonlarda 5-
HMF iceren ¢ozeltiler hazirlanmis ve her bir konsantrasyon igin 280 nm’de karsilik gelen
absorbans degeri okutularak kalibrasyon denklemi elde edilmistir (Zhang vd. 2013). Bu denklem

bilinmeyen 5-HMF konsantrasyonun belirlenmesinde kullaniimistir.
Toplam ugucu yag asiti analizi: Sivi numunelerde toplam ugucu yag asiti fotometre (PhotoLab
S12) kullanilarak Merck firmasindan temin edilen kitler yardimiyla yapilmistir (Spectroquant,

1.01763. 0001).

Biyokiitle konsantrsayonu tayini: Standart metodlara gére yapiimistir (Eugene vd. 2012).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 Kagit Atiginin On iglenmesi

Kagit atigi ¢ozeltisinden asit hidrolizi ile karanlik fermentasyon igin seker eldesi deneyleri
bdlim 3.3.1’de anlatildigi gibi Design-Expert yazilimi kullanilarak tasarlanmistir. Deney noktalari
Design-Expert igerisinde bulunan Box-Behnken istatistiksel deney tasarim (BBIDT) yéntemine
gore belirlenmigtir. Buna goére kati/sivi orani (g/mL) (X;), sure (X;) ve pH (X3) bagimsiz
degdigskenler olarak secilirken, hidrolizattaki seker konsantrasyonu (g/L) (Y) amacg fonksiyon
olarak secilmistir. Bu kurguya goére bagimsiz dedisken araliklari kati/sivi orani igin X;: 20-100
g/L, siire igin X,: 30-180 dakika ve pH igin X3: 0-2 secilerek BBIDT yéntemine gére iki tekrarli 15
deneyden olusan bir set deney tasarlanmis ve her bir deney icin hidrolizattaki seker ve HMF

konsantrasyonlari dlgtulmuastur.

Degiskenlere ait araliklarin Design-Expert programina girilmesiyle olusturulan deney tasarim
noktalari ile elde edilen deneysel ve tahmini sonuglar Tablo 1'de 6zetlenmistir. Deneylerin
tekrarlanabilirliginin test edilmesi amaciyla orta nokta U¢ defa tekrar edilmigtir. Tim deneyler 300
mL serum siselerinde, 121 °C’de otoklavda iki tekrarli olarak gergeklestiriimistir.

Tablo 1’de géruldugu gibi asit hidroliz iglemi sonunda elde edilen hidrolizattaki seker
konsantrasyonu 0.88-24.17 g/L arasinda degismistir. Dikkat edilirse kagit/sivi orani ile sirenin
arttinlmasi seker olusumuna pozitif katki yaparken pH’nin arttinimasi seker olusumunu
azaltmigtir. Herbir degiskenin seker olusumu Uzerine olan katkisi Design-Expert yaziliminin
onerdigi model esitliginde (Est. 13) daha net gorilmektedir. Yazilimin énerdigi kodlanmis
formdaki model bagintisi esitlik 14’te verilmigtir. Buna gore her bir degiskenin lineer katsayilarina
(b1, by ve bs) bakildiginda, seker olusumu Uzerine en ylksek etki pH ile olurken (bs: 6.81) bunu
kati/sivi orani (b;: 3.87) ve hidroliz suresi (b,: 3.57) izlemistir.

Y = - 1.63259 + 0.147990 X, + 0.037137 X, + 3.01829 X; + 6.236E-004 X;X, - 0.11654 X;X -
0.026974 X,X3 (Est.13)

Y =8.26 +3.87 Xy + 3.57 X; - 6.81 X5+ 1.87 X;X;- 4.66 X1 X3-2.02 X;X; (Est.14)
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Tablo 1. Box-Behnken istatistiksel deney tasarim degerleri ve sonuglari tablosu.

Degiskenlerin gergek ve kodlanmig

degerleri Sonuglar
X1 Xa X3 Y
Kagit/sivi orani Zaman pH Glikoz Konsantrasyonu
@) (dak) (g/L)
Deneysel MOdFT‘I , HMF
Deney Sonug Tahmini Konsantrasyonu
No (9/L)

1 60 (0) 105 (0) 1.00 (0) 4.28 8.26 0.039
2 100 (+1) 30 (-1) 1.00 (0) 5.89 6.70 0.058
3 20 (-1) 105 (0) 2.00 (+1) 337 2.24 0.004
4 60 (0) 180 (+1) 2.00 (+1) 237 3.00 0.004
5 60 (0) 30 (-1) 2.00 (+1) 0.88 0.00 0.004
6 60 (0) 180 (+1) 0.00 (-1) 20.72 20.66 0.523
7 60 (0) 105 (0) 1.00 (0) 783 8.26 0.067
8 60 (0) 105 (0) 1.00 (0) 6.99 8.26 0.060
9 20 (-1) 180 (+1) 1.00 (0) 7.02 6.09 0.034
10 20 (-1) 105 (0) 0.00 (-1) 6.96 6.53 0.034
11 100 (+1) 180 (+1) 1.00 (0) 18.37 17.58 0.578
12 100 (+1) 105 (0) 2.00 (+1) 1.93 0.67 0.003
13 60 (0) 30 (-1) 0.00 (-1) 11.14 9.48 0.030
14 100 (+1) 105 (0) 0.00 (-1) 2417 23.90 0.685
15 20 (-1) 30 (-1) 1.00 (0) 202 2.69 0.004

Design-Expert ile adimsal model uyumlulugu testi yapildiginda atik kagittan seker eldesi igin
en uygun modelin 2FI (Two factor interaction) model tiri oldugu bulunmustur. Buna gore
modelin diizeltiimis R* degeri (0.98) ile model tahmini R? (0.91) degerlerinin birbirine yakin ve

yuksek degerde ¢gikmasi (>0.90) modelin uygulanabilirliginin gdstergesi olmustur.

Model uyumlulugunun yeterliliginin test edilmesi amaciyla Design-Expert yaziliminda yapilan
varyans analizi (ANOVA) Tablo 2’'te 6zetlenmistir. Tablo 2’'te géruldugu gibi model igin dnerilen p
olasilik degerinin 0.05’ten duslk ¢ikmasi ve F dederinin 34.11 bulunmasi 6nerilen modelin
onemli olduguna isaret etmektedir. Bu durum diger parametreler ve etkilesimleri igin de analiz

edildiginde p degerleri 0.05'ten kiigUk ¢ikan X;, X,, Xs, XXz terimlerinin kagit atigindan asit
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hidrolizi ile seker olusumu Uzerine 6nemli etkisi oldugu anlagiimaktadir. Lack-of-Fit p-degerinin

0.05'ten ylksek ¢ikmasi model uyumlulugunun dnemli olduguna isaret etmektedir.

Tablo 2. Box-Behnken istatistiksel deney tasarimina ait varyans analiz (ANOVA) tablosu.

Kareler Serbestlik

Kaynak toplami derecesi Ortalama kare F-degeri P-degeri

Model 709.82 6 118.30 34.11 < 0.0001
Xq-Kati/sivi orani 120.03 1 120.03 34.61 0.0004
X,-Siire 101.88 1 101.88 29.38 0.0006
X3-pH 370.62 1 370.62 106.87 < 0.0001
XX 14.00 1 14.00 4.04 0.0794
X1 X3 86.92 1 86.92 25.07 0.0010
XoX3 16.37 1 16.37 4.72 0.0616

Kalan 27.74 8 3.47

Lack of Fit 20.83 6 3.47 1.00 0.5766

Pure error 6.91 2 3.46

Cor Toplam 737.56 14

Elde edilen 2FI modele gére kagit atigindan asit hidrolizi ile en ylksek seker eldesi sadlayan
optimum kosullarin; kagit/sivi orani (g/L): 100, pH: 0, iglem suresi: 180 dakika oldugu ve bu
kosullar altinda 31.17 g/L seker elde edilebilecegi tahmin edilmistir. Bu durumun teyit edilmesi
amaciyla ayni kosullarda G¢ adet serum sisesinde asit hidrolizi gergeklestiriimis ve deney
sonucunda elde edilen ¢ozeltideki seker konsantrasyonunun ortalama 32.17+0.37 g/L oldugu
deneysel olarak bulunmustur. Bdylece modelin dogru sonug¢ verdigi deneysel olarak ta teyit

edilmigtir.

Bu calismada secilen bagimsiz degiskenlerin, asit hidrolizi ile seker olusumu Uzerine olan
etkilerini daha rahat anlayabilmek igin Est. 13 kullanilarak farkh durumlar igin seker
konsantrasyonlari tahmin edilmistir. Ornegin hidrolizattaki seker konsantrasyonunun farkli pH
degerleri icin kagit/sivi oranlarina gére degisimi Sekil 1’de gdsterilmistir. Buna goére farkh pH
degerleri, icin sabit hidroliz suresinde (180 dakika), kagit/sivi orani 0.02’den 0.1’e yikseldiginde
hidrolizattaki seker konsantrasyonu artis gostermistir. Bu artis distik pH (pH<1) degerlerinde
daha etkiliyken yiksek pH (pH>1) seviyelerinde daha az olmustur. Asit hidrolizi esnasinda

sicaklik ve basing etkisiyle sellloz molekilleri arasina su katilimi olup, B-glikozidik baglar
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kirilarak glikoz monomerleri olusur. Bu durum Est. 15’de gOyle Ozetlenebilir. Buna gore teorik
olarak 1 gr selulozdan 1.1 glikoz elde edilebilir (Jeihanipour vd. 2010).

CeH1005 + H,O — C4H1,06 (Est.15)

B-glikozidik baglarin kirilabilmesi igin selliloz molekult arasinda bulunan dorduncu karbona
bagl oksijen atomuna hidronyum iyonunun katilmasi gerekir (Guo vd. 2012). Bdylece buradaki
bag kirilarak sellloz zincirinde kopmalar meydana gelir. Dolayisiyla ortamdaki hidronyum
iyonlarinin varligi ile sicaklik, sure, basing gibi diger cevresel etkiler bu baglarin kiriimasi
Uzerinde etkili mekanizmalari olusturur. Sekil 1'de goéruldigu gibi sabit pH degerlerinde kagit/sivi
oraninin arttirimasi ile ortamdaki seker konsantrasyonu artmistir. Kagit miktarinin artmasi
koparilan [B-glikozidik baglarin da sayisinda artisa dolayisiyla seker konsantrasyonunun
yukselmesine neden olmustur. Yiksek pH degerinde (pH: 2) ise kagit/sivi oraninin arttiriimasi

baglarin kirilmasi icin yeterli gelmemistir.

35
L) e . - O
5 30 Sure: 180 dakika
>
% 25 - 0.5
S 20 -
= 1.0
& 15 - pH
9 15
o
<
O 5 - 20

0 T T T T T

0 20 40 60 80 100 120

Kati/sivi orani (g/L)

Sekil 1. Seker konsantrasyonunun farkl pH degerlerinde kagit/sivi oranlarina gére degisimi.

Seker konsantrasyonunun farkli hidroliz sureleri igin kagit/sivi oranina gére degisimi Sekil 2’de
gosterilmistir. Yukarida aciklandigi Uzere sabit deney suresinde kagit/sivi orani arttirildiginda
seker konsantrasyonu artmigtir. Daha ylksek allkonma streleri seker konsantrasyonunun da
artisini saglamistir. Burada en ylksek seker olusumu (31.06 g/L) 180 dakikalik deney siiresinde

elde edilmistir. Literatirde sicaklik, deney siresi ve pHnin asit hidroliz verimi Uzerine olan
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hidroliz giddeti (severity factor, R,) parametresi ile agiklanmaktadir
(Panagiotopoulos vd. 2011).

Log(R,) = Log [t. exp [(T- 100)/14.75]] (Est. 16) burada;
R,: Severity faktori

t : Hidroliz suresi (dakika)
T : Sicaklik (°C)

pH degeri de hidroliz tGzerinde etkili olup bu esitlige uyarlandiinda toplam severity (CS) veya
toplam hidroliz siddeti su esitlik ile ifade edilir:

CS=Log R, -

pH (Est. 17)

Buna gore sicaklik ve deney siresinin artmasi ile pH’nin azalmasi daha siddetli asit

hidrolizinin elde edilecedine isaret etmekte olup bu durum bu calismada elde edilen deney
sonuglari ile uyumlu ¢ikmistir.
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120

Sekil 2. Seker konsantrasyonunun farkl surelerde kagit/sivi oranlarina gére degisimi.

Seker konsantrasyonunun farkh pH degerleri igin stireye gore degisimi Sekil 3'te gosterilmistir.
Sekil 3’'te tim kosullar igin kagit/sivi orani 100 g/L’de sabit tutulmustur. Goérilecegi gibi sabit pH

degerleri icin deney suresi arttirildik¢ga hidroliz siddetindeki artis ile orantili olarak ¢o6zeltiye
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gecen seker konsantrasyonu da artmistir. En ylksek seker olusumu pH:0 degerinde elde
edilmistir. pH'nin 2’de tutulmasi etkili seker olusumuna katki saglayamamistir. pH: 0 ve pH: 2
icin ayni1 deney siresi (180 dakika ) ve sicaklikta (121 °C) Est. 17’e gore toplam hidroliz siddeti
hesaplandiginda sirayla 2.87 ve 0.87 dederleri elde edilmekte olup, tim parametreler sabit
tutuldugunda bile sadece pH degisimi ile hidroliz verimliliginin ne kadar etkili olabilecegdi
anlasiimaktadir.

35
~ 30 | Kat/sivi orani: 100 g/L 0.0
D
s ® 05
C
S 20 -
@ 1.0
*g 15 -
» pH
s 107 15
2 5] 2.0
O o . . |
0 50 100 150 200
Sure (dakika)

Sekil 3. Seker konsantrasyonunun farkli pH degerlerinde surelere gore degisimi.

Seker konsantrasyonunun farkli kagit/sivi oranlarinda sureye goére degisimi Sekil 4te
verilmigtir. Goruldugu gibi pH ve kagit/sivi orani sabit tutuldugunda hidroliz stresinin arttiriimasi
seker konsantrasyonunun da artmasini saglamistir. Kagit/sivi orani 20’de tutuldugunda
hidrolizattaki seker konsantrasyonu en fazla 10.25 g/L civarina ¢ikarken bu oran 100’e

yukseltildiginde seker konsantrasyonu 31.06 g/L civarina yiukselmistir.
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Sekil 4. Seker konsantrasyonunun farklh kagit/sivi oranlarinda sirelere gére degisimi.

Kati/sivi orani 100 g/L’de sabit tutulup seker konsantrasyonunun farkl sirelerde pH’ya gére
degisimi Sekil 5’te gdsterilmistir. Burada da sire ve pH’nin asit hidrolizi Uzerindeki etkisi agik¢a
gorilmektedir. Ayni hidroliz siresi igin pH degeri ylkseldikge elde edilen seker konsantrasyonu
dismustir. En yuksek seker olusumu pH:0 ve 180 dakika hidroliz slresinde elde edilmistir.
Hidroliz sresi 180 dakikada sabit tutulup farkl kagit/sivi oranlarinin pH’a gére degisimi ise Sekil
6’da sunulmustur. Buna goére kati/sivi orani sabit tutulsa dahi pH degeri ylkseltilecek olursa
seker konsantrasyonunun distiga goérilmektedir. Sonug olarak yapilan galismada kagit/sivi
oraninin, pH ve surenin kagit atigindan asit hidrolizi ile seker eldesinde dnemli etkileri oldugu

goérulmustur. Elde edilen sonuglar literatirdeki teorik bilgiler ile de uyum gostermigtir.
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Sekil 5. Seker konsantrasyonunun farkl strelerde pH degerlerine gore degisimi.
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Sekil 6. Seker konsantrasyonunun farkl kagit/sivi oranlarinda pH degerlerine gére degisimi.

Yukarida sunulan galismaya gore asit hidroliz sartlari; 121°C sicaklik, pH:0, 180 dakika slre
ve 100 g/L kagit/sivi oranina ayarlandiginda 31.06 g/L seker elde edilebilecedi bulunmustur. Bu

miktar, karanlik fermentasyon ile hidrojen uretimi igin gerekli olan asgari 20 g/L seker
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konsantrasyonundan daha fazla oldugu igin hidrolizat rahatlikla H, uretimi deneylerinde
kullanilabilecek potansiyeldedir. Literatlrde, selllozdan asit hidrolizi ile en fazla %70 civarinda
seker dénusimdndn gercgeklestirilebilecedi rapor edilmistir (Jeihanipour et al.,, 2011). Bu
calismanin sonuglarina goére 100 g/L kagit/sivi oraninda optimum gartlar altindaki seker

doénusim veriminin %29.24t0r.

Selllozun asit hidrolizinde, hidrolizatta olusan 6nemli Urtnlerden biriside 5-(hydroxymethyl)-
furfural (5-HMF) bilesigidir. Bu calismada, hidroliz sonrasi seker ile birlikte olusan HMF
konsantrasyonlari Tablo 1'de en sad sutunda gosterilmistir. 5-HMF endustride birgok Grindn
ham maddesi olarak kullanilabildigi gibi yakit olarak ta dederlendirilebilmektedir. Ancak
fermentasyon ortaminda belirli bir miktarin Uzerinde bulunmasi halinde mikroorganizmalar
Uzerinde toksik etkiye neden olur. Bu calismada elde edilen seker surubundan karanlik
fermentasyon ile hidrojen uretimi hedeflendigi icin hidrolizatta bulunan 5-HMF miktarinin énemi
artmaktadir. Bu nedenle seker ile birlikte 5-HMF olusumlari da incelenmis ve toksik seviyenin
altina dusurulmesi icin uygulanabilecek tedbirler Gzerinde ¢alisiimistir. 5-HMF, yUksek sicaklikta
glikoz molekuliinden su kopmasiyla olusan organik bir bilesiktir. Tablo 1’de dikkat edilirse, seker
konsantrasyonun artmasiyla HMF konsantrasyonu da artis gOstermistir.  Seker
konsantrasyonunun < 3g/L oldugu kosullarda 5-HMF 10 mg/L’nin altindayken, 20 g/L’nin
Uzerindeki seker konsantrasyonlarinda 685 mg/L HMF seviyelerine ulasiimistir. Literatlirde
HMF’nin Crustacea ve Daphnia magna Uzerindeki akut toksisitenin sirayla 54 ve 78 mg/L 5-HMF
oldugu rapor edilmistir (AVA Biochem 2012). Bu calismada gergek hidrolizat kullanilarak
Bacillus cereus bakterisi Uzerinde resazurin toksisite deneyi yapilarak dehidrogenaz toksisitesi
belirlenmigtir. Sekil 7’da goérllecedi gibi 5-HMF konsantrasyonu arttikga dehidrogenaz enzimi
uzerindeki inhibisyon ylzdesi de artig gostermistir. Buna gére %50 dehidrogenaz inhibisyonuna
neden olan 5-HMF konsantrasyonuna ait ECsy degeri 197.24 mg/L olarak belirlenmistir. Bu
durum karanlik fermentasyon 6ncesinde 5-HMF konsantrasyonunun 197.24 mg/L seviyesinin

altina ¢ekilmesi gerekliligini dogurmustur.
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Sekil 7. HMF konsantrasyonunun Bacillus cereus Uzerindeki inhibisyonu.

Literatirde 5-HMF giderimi ile ilgili bircok c¢alisma bulunmakta olup bunlardan en yaygin
olarak kullanilani aktif karbon uygulamasidir. Bu bilgiye dayanarak Konfrut meyve suyu
fabrikasindan 5-HMF giderimi amaciyla kullanilan aktif karbon temin edilerek HMF giderimi
saglanmigtir. Buna gére 800 mg/L HMF igeren hidrolizattaki HMF konsantrasyonu ard arda 20
saatlik aktif karbon iglemine tabi tutularak 10 mg/L’nin altina dusurtlmektedir. Buna gore ilk 20
saatte, hidrolizat 5 g/L aktif karbon igceren 1 L’lik erlenlerde 40 °C’'da 150 rpm de galkalanmakta
ve deney sonunda hidrolizat aktif karbondan slzilerek ayrilmaktadir. ikinci 20 saatte ise aktif

karbonu uzaklastirilan hidrolizata yine ayni sartlarda 3 g/L taze aktif karbon ilave edilmektedir.

Hidrolizattaki 5-HMF toksisitesi resazurin indrigenme ydntemine goére belirlenmistir (Liu
1983). Bu test, bakteri blnyesindeki dehidrogenaz enzimi etkisiyle resazurin kimyasalinin
rezorufine indirgenmesi sonucunda ortam renginin maviden pembeye donlsimunun dlgulmesi
prensibine dayanir (Liu 1983). Bunun ic¢in Bacillus cereus (ATCC 11778) adh bakteri
kullaniimistir. S6z konusu bakteri 15 saat slreyle 500 mL’lik erlende, pH: 6.8'de ve 36 + 1 °C
sicaklikta bayutlilmustir. Bakterinin biyGtiimesi igin kullanilan besi ortami bilesimi: glikoz (60 g
L"), peptone (10g L™), yeast extract (0.6 g L™), MgS0,.7H,0 (0.25 g L ™), K,HPO, (1 g L™) ve
KH,PO, (1 g L") den olusturulmustur. Toksisite testi basamaklari farkli zamanlarda iki tekrarli

olarak uygulanmistir (Brouwer 1991). Test i¢in olusturulan ¢dzeltiler sunlardir:
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Kontrol ¢ozelti (A): 3.75 mL blyutme ortami + 0.25 mL distile su + 1 mL resazurin

Hucre control ¢ozeltisi (B): 2.75 mL blyutme ortami + 0.25 mL distile su + 1 mL hicre + 1 mL
resazurin

Test ¢ozeltisi (C): 2.75 mL blylutme ortami + 0.25 mL test ¢dzeltisi + 1 mL hicre + 1 mL
resazurin

Test esnasinda Resazurin kimyasali her seferinde en son bilesik olarak ortama eklenmistir. 20
dakikalik inkiibasyon sonunda mikrobiyal aktivite 50 pL HgCl, (10 mg mL™%) ilavesiyle
sonlandirilarak ¢ozeltiler 5000 rpm’de 5 dakika sureyle santriflij edilmistir. Elde edilen berrak
cozeltilerin 610 nm’deki absobans degerleri Hach Lange (DR 5000) UV-visible
spectrofotometresi kullanilarak kaydedilmis ve herbir ¢ozelti icin bulunan degerler asagidaki
denkleme konularak inhibisyon ylzdesi hesap edilmigtir.

Toksisite Inhibisyon yiizdesi = % x 100 (Est. 18)
Literatiirde farkli kagit atiklarindan asit hidrolizi ile ilgili sonuglar rapor edilmistir. Ornegin Dubey
vd. (2012) 100 g/L atik kagidi 0.5 N H,SO, ile 120 °C'ta 2 saat otoklavlayarak %18.36’lik
doénlsum verimiyle 12.42 g/L glikoz surubu elde etmiglerdir (R,: 2.67) . Bagka bir calismada atik
gazete kagitlari Parr otoklavinda 200 °C, %2.5 H;PO, ile 30 dakika asit hidrolizine tabi tutularak
(Ro: 4.42) 52.63 g/L atiktan %26 glikoz donusum verimi elde edilmistir (Orozco vd. 2013). Salam
vd. (2013) 15 g/L atik kagittan 20% H,SO, ile pH:5 ve 25 °C'te 1.5 saatte %28 doénlsim
verimiyle 4 g/L glikoz elde etmislerdir. Fagan vd. (1971) 230 °C’ta 20 saniye igerisinde 25 g/L
atik kagittan %1 H,SO, ile %52 dénusum verimiyle 25 g/L glikoz Uretimine ulasmistir. Bir bagka
calismada 100 g/L oluklu kartonun otoklavda 3% H,SO, ile 130 °C, R,: 3.14 ile 180 dakika
hidrolizinden 9.2 g/L glikoz elde edilmistir (Yanez vd. 2004). Bu g¢alismada elde edilen en
yuksek glikoz donisim verimi (%29.10) 100 g/L kati/sivi oranindaki kagidin pH:0’da ve 121
oC’de 180 dakikada elde edilmistir. Gorlldugu gibi literatirde glikoz verimleri ve severity
faktorleri sirasiyla %14-52 ve 2.67-4.42 arasinda degismistir. Hemen hemen tim c¢aligmalar
otoklavda H,SO, kullanilarak yapilmistir. Bu c¢alismada elde edilen glikoz verimi (%29.10)
Fagan vd. (1971)'nin rapor ettigi %52’lik glikoz veriminden sonra ikinci sirada yer almaktadir.
Fakat bu karsilastirmada kullanilan kagit cinsinin, hidroliz sartlarinin, severity faktérinin ve
reaktoriin farkl oldugu g6z o6ninde bulundurulmalidir. Bu nedenle hidroliz verimlerindeki

farkliliklarin hidroliz kogullarina goére degistigi sGylenebilir.
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4.2 Karanlik Fermentasyon

4.2.1 Baslangi¢ Biyokutle Konsantrasyonunun Etkisi

Karanlk fermentasyon ile hidrojen Uretimi deneyleri 300 mL’lik serum siselerinde 45 mL
calisma hacminde, mezofilik sartlarda (T= 36 °C, pH: 5.5- 6.0), kesikli isletme kosullarinda

inkibatérde yapilmistir.

Deney ortaminda biyokutle konsantrasyonu disindaki tim sartlar ayni tutulmustur. Deney
baslangicinda seker konsantrasyonu hidrolizat ile tim siselerde 7 g/L glikoz’a ayarlanmistir.
Bunlarin diginda ortama 2.8 g/L K;HPO,, 3.9 g/L KH,PO,, 15 mg/L FeS0O,.7H,0O, 0.2 g/L
MgS0,.7H,0 ve 0.2 g/L L.cysteine.HCl ilave edilmigtir.

Kumulatif hidrojen gazi hacminin farkl biyokutle konsantrasyonlari i¢cin zamana gore degigimi
Sekil 8'de gosterilmistir. Dikkat edilirse 6 g/L haricindeki tim kosullarda hidrojen gazi Uretimi
yaklasik 20 saatlik bir adaptasyon suresinden sonra Uretiimeye baslanmistir. Tim kosullar igin
deney seyirleri esnasinda Uretilen en yuksek kimulatif hidrojen gazi hacimleri 15 ila 45 mL
arasinda degisim gostermistir. Kimulatif hidrojen gazi Uretimi biyokutle konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte 0.5 g/L ile en ylksek deger olan 41.69 mL’ye ulastiktan sonra azalmistir. Bu
durum Sekil 9'da daha net bir sekilde gorilmektedir. Hi¢ organizma ilavesi yapiilmamis kontrol
sisesinde herhangi bir gaz ¢ikisi olmayip, 0.1 g/L ¢amur ilavesiyle hidrojen UGretimi keskin bir
sekilde artis gostermis olup, organizma ilavesinin hidrojen Uretimi Gzerindeki etkisi gorulmustar.
Biyokutle konsantrasyonunun 0.1°den 1 g/L’ye kadar arttirlmasi toplam hidrojen Uretiminde ¢ok
yuksek salinimlar goéstermemistir. Ancak 1 g/L’'nin Gzerindeki biyokutle konsantrasyonlarinda
kimulatif hidrojen Uretimi bariz bir sekilde azalarak en dusik (15.98 mL) 6 g/L biyokutle

konsantrasyonunda elde edilmistir.

23



@

TUBITAK

Kamodalatif Hidrojen
P R DN N W
o o1 o o1 O

o O
1z \? L

20 40 60 80 100 120
Zaman (saat)

Sekil 8. Kumulatif hidrojen gazinin farkh biyokitle konsantrasyonlari (g/L) icin zamana gore
degisimi. m 0.1, ¢ 0.5, 0 0.875, 0 1.0, A 1.5, A3.0, x 6.0.
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Sekil 9. Maksimum kimulatif hidrojen hacminin biyokutle konsantrasyonuna gore degismi.
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Herbir biyokutle konsantrasyonuna ait hidrojen Uretim verileri Gompertz esitligi ile Statistica
bilgisayar programinda regresyon analizi ile korele edildikten sonra elde edilen katsayilar Tablo
3'te Ozetlenmistir. Dikkat edilirse Tablo 3’'te gosterilen sonuclar Sekil 8 ve 9'daki hidrojen
uretimleriyle uyumlu gikmistir. Maksimum hidrojen Gretim potansiyelleri (P) 6nce 0.1 g/L’den 0.5
g/L'ye kadar artis gdOsterdikten sonra daha yUksek biyokltle konsantrasyonlarinda azalmistir.
Hidrojen uretim hizi degerleri 0.1 g/L’den 0.875 g/L’'ye kadar artig gosterdikten sonra daha
yuksek biyokitle konsantrasyonlarinda azalmistir. Sekil 8'e bakilacak olursa, adaptasyon
sureleri yaklasik 20 saate kadar slrerken, Gompertz esitligine goére 30-37 saat mertebelerinde
cikmistir. Bunun nedeni regresyon analizi esnasinda programin (Statistica) hiz icin egim
hesabini 30-37. saatlerde baslatmasi olmustur. Tum regresyon analizleri icin elde edilen
korelasyon katsayilari 0.98’in Uzerinde cikarak bulunan Gompertz katsayilarinin uygun oldugu

anlasiimistir.

Tablo 3. Farkl biyokutle konsantrasyonlari icin Gompertz esitligi katsayilari.

Baslangic P (mL R A R?

biyokltle Hy) (mLHy/saat) (saat)
konsantrasyonu
(/L)

0.1 38.45 1.02 29.13 0.99

0.5 42.04 1.39 28.69 0.99

0.875 41.45 1.54 26.21 0.99

1 37.89 1.36 28.16 0.98

15 33.84 1.18 36.72 0.99

30.01 1.26 35.83 0.98

15.88 0.26 5.93 0.98

Spesifik hidrojen Gretim hizilariyla (SHUH) Hidrojen Gretim  verimlerinin  biyoktle
konsantrasyonuna goére degisimi Sekil 10’da gdsterilmistir. Buna gore hidrojen Uretim verimi
biyokutle konsantrasyonunun 0.1 g/L’'ye ¢ikmasiyla yukselmis ve 0.875 g/L’de 0.927 molH,/mol
glikoz ile maksimum degere ulasmistir. Daha ylksek biyokitle konsantrasyonlarinda hidrojen
uretim verimi azalarak en dusuk verim 0.322 molH,/mol glikoz ile 6 g/L biyokutle

konsantrasyonunda elde edilmistir. En yiksek SHUH degeri 188.81 mLH,/gbiyokiitle.saat ile 0.1
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g/L biyokitle konsantrasyonunda elde edilmis olup, SHUH degeri biyokitle konsantrasyonun

artisiyla surekli azalmistir.
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Sekil 10. (O) Spesifik hidrojen (retim hizi (SHUH) ile (m) Hidrojen Uretim veriminin biyokitle

konsantrasyonuna gore degisimi.

Karanlik fermentasyon ile hidrojen Uretimi esnasinda sivi fazda olusan Urtinlerden bir taneside
ugucu yag asitleridir (TVFA). Toplam ugucu yag asidi olusum veriminin biyokltle
konsantrasyonuna goére degisimi Sekil 11’de gosterilmistir. Biyokltle konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte TVFA konsantrasyonuda artmisti. Bu durum Tablo 4’te daha net
gorulmektedir. TVFA konsantrasyonlari deney baslangicinda 300 mg/L seviyelerindeyken,
hemen hemen tim deney kosullari sonunda yaklasik 2500 mg/L mertebelerine ¢ikmigtir. Birim
glikoz tuketimi basina olusan TVFA miktarlariysa Sekil 11’den anlasilacagi Gzere tim biyokutle

konsantrasyonlari igin yaklasik olarak 250-350 mgTVFA/g glikoz seviyelerinde seyretmistir.
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Tablo 4. Biyokutle deneyi baslangi¢ ve sondaki glikoz ve TVFA konsantrasyonlari.

Baslangi¢ Glikozpss. Glikozson TVFApas. TVFAgn
Biyokutle (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
Konsantrasyonu
(9/L)
0.1 7.393 0.367 0.328 2.044
0.5 7.474 0.229 0.324 2.092
0.875 7.271 0.238 0.328 2.508
1.0 7.544 0.243 0.304 2.300
15 7.589 0.249 0.292 2.116
3.0 7.799 0.271 0.260 2.064
6.0 8.073 0.259 0.348 2.796
350
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N 250
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(@]
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Sekil 11. Toplam ugucu yag asidi olusum veriminin biyokutle konsantrasyonuna goére degisimi.

0.5 g/L baglangi¢ biyokutle konsantrasyonunun kullanildigi hidrojen Uretim deneyine ait trin
ve substratlarin zamana gore degisim profili Sekil 12’de goésterilmistir. Degiskenlerin zamana
gore degisimi kesikli igletim ile uyumludur. Buna gore substrat olan glikoz tiketilirken, Hidrojen

ve TVFA'nIn uretildigi gorulmektedir. 110 saatten sonra tUm bilegenlere ait degerler yatigkin hale
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gelmistir. Deney sonunda kumdlatif hidrojen hacmi 41.69 mlL’de, TVFA 2092 mg/L'de

sabitlenirken glikoz konsantrasyonuda 230 mg/L seviyesinde kalmistir.
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Sekil 12. 0.5 g/L baslangi¢ biyokltle konsantrasyonu deneyi igin TVFA (mg/L) (m), glikoz (mg/L)

(A )ve kimulatif Hidrojen (mL) (#) Uretiminin zamana goére degisimi.

Yukarida hidrojen uretimiyle ilgili sunulan sonuglar incelendiginde <1.0 g/L’nin altindaki
baslangi¢ biyokutle konsantrasyonlari igin kimdalatif hidrojen ve hidrojen Uretim verimlerinin
hemen hemen ayni seviyelerde oldugu gérilmektedir. En yiksek SHUH'I degeri ise 0.1 g/L
biyokitle konsantrasyonlu deney sisesinde 188.81 mLH,/g.saat olarak bulunmustur. <1.0 g/L
altindaki biyokutle konsantrasyonlarinin hidrojen Uretim performanslari kendi aralarinda
kiyaslandiginda 0.1 g/L’nin daha avantajli oldugu sdylenebilir. Zira, bir reaktorin daha az
biyokutle ile beslenmesi daha ylksek organizma beslemesine gére hem daha ekonomik hemde
daha az emek gerektirmektedir. Ozellikle pilot tesis asamasina gegis icin 0.1 g/L biyokitle
konsantrasyonunun kullanimi isletme agisindan daha uygun olacaktir.

Bu calismada ulasilan en ylksek hidrojen tretim verimi 0.927 mol H,/mol glikoz ile 0.875 g/L
baslangi¢ biyokitle konsantrasyonuna sahip olan siseden elde edilmistir. Bu deger teorik 4 mol
H,/mol glikoz degerinin yaklasik dortte birine denk gelmekte olup, henliz ulasiimak istenilen
seviyede dedgildir. Dislk hidrojen Gretim veriminin elde edilmesinin nedenleri arasinda, hidrolizat
icerisinde noétralizasyon islemi sonrasinda olusan asiri tuz miktarinin varligi veya asi ¢camuru

icerisinde hidrojen tuketimine neden olan homo-asetojen tiru mikroorganizmalarin varhgi
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olabilir. Hidrolizat i¢erisindeki 5-HMF miktari 0 mg/L civarinda oldugu i¢in 5-HMF’nin toksik etki
yapma ihtimali bulunmamaktadir. Verim de@erinin dusik ¢ikmasinin bir diger nedeni, asir
organik asit birikimi ile drin inhibisyon etkisini 6nlemek amaciyla baslangic seker
konsantrasyonunun 7 g/L’de tutulmasi olabilir. Seker konsantrasyonunun dusik tutulmasindaki
amag¢ mikroorganizmalarin asiri TVFA olusumu ve pH duisist nedeniyle negatif etkilenmesini
minimize ederek baslangi¢ biyokltle konsantrasyonunun saglikli bir sekilde hidrojen Gretimine
olan etkisini test etmek olmustur. Zira literatiirde karanlk fermentasyon igin optimum hidrojen
uretiminin 20 g seker/L civarinda gergeklestigi rapor edilmektedir. Ayrica asiri VFA birikimyle
olusacak keskin pH dususlerinin 6niine gecilmesi amaciyla ortama eklenen fosfat tamponlarinin
noétralizasyon esnasinda olusan tuzlar ile birlikte mikroorganizma hicre zari tUzerindeki ozmotik
basinci arttirmasi mikrobiyal performansi negatif etkilemis olabilir. Elde edilen sonug literatiirde
rapor edilen calismalar ile uyum goéstermistir. Atik bugday tozundan karanlk fermentasyon ile
hidrojen Uretiminde en uygun biyokutle konsantrasyonun belirlenmesi Uzerine yapilan bir
calismada 20 g/L baslangic substrat konsantrasyonu icin optimum baslangi¢c biyokutle
konsantrasyonunun 2.5 g/L oldugu ve bu durum igin substrat/biyokitle oraninin 0.125 oldugu
rapor edilmigtir (Argun et al., 2008a). Bu calismada da 0.875 g/L baslangi¢c biyokiitle
konsantrasyonunun 7 g/L olan seker konsantrasyonuna oraninin 0.125 c¢ikmasi elde edilen
sonucun literatur ile olan uyumunu gdstermektedir. En ylksek hidrojen verimi 0.875 g/L biyokutle
konsantrasyonu igin 0.927 mol H./mol glikoz olarak ¢ikmasina ragmen, karanlik fermentasyonda
0.1 g/L’nin biyokutle konsantrasyonu dnerilmesinin nedenleri; 0.1 g/L biyokutle konsantrasyonu
icin elde edilen 0.905 mol H,/mol glikoz olan verim degerinin en yiksek 0.927 mol H,/mol glikoz
verim degerine ¢ok yakin olmasi, SHUH degerinin 0.1 g/L igin en yiksek dederde olmasi
(188.81 mLH./g. saat) ve diustk seviyedeki biyokitle kullaniminin islem agisindan daha pratik

olmasidir.

4.2.2 Baslangi¢ Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Baslangi¢ substrat konsantrasyonunun karanlik fermentasyonda hidrojen Gretimi Gzerine olan
etkilerinin arastirildigi deneyler 300 mL’lik serum siselerinde 45 mL ¢alisma hacminde, mezofilik
sartlarda (T= 36 °C, pH: 5.5- 6.0), kesikli isletme kosullarinda inkibatorde yapilmistir. Burada
substrat konsantrasyonu disindaki tim parametreler ayni sartlarda tutulmustur. Buna goére
ortama ilave edilen mikroorganizma konsantrasyonu: 0.15 g/L, MgSO,.7H,0: 0.1 g/L,
FeS04.7H20 (EDTA’I): 10 mg/L ve L.cysteine.HCI: 0.1 g/L olmustur.
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Farkh baglangic substrat (glikoz) konsantrasyonlari (g/L) igin kumdlatif hidrojen (mL)
uretimlerinin zamana gore degisimi Sekil 13’te gosterilmigtir. Buna gore 260 saatlik deney
suresince toplam hidrojen Uretim degerleri 10 ile 65 mL arasinda degismistir. Nihai kiimulatif
hidrojen Uretimi seker konsantrasyonunun 6.6 g/L’den 21.33 g/L’ye yukseltiimesiyle artmis olup,
daha ylUksek seker konsantrasyonlarinda ise dusmastur. Sekil 13’'te goéruldugu gibi 6.6, 30.25 ve
40.22 g/L seker konsantrasyonlarinda kimudlatif hidrojen Uretimi yaklasik ayni seviyelerde
seyretmigtir. Burada dikkati geken husus 6.6 g/L seker konsantrasyonunda hidrojen Uretimi daha
erken safhalarda baslarken 30.25 ve 40.22 g/L seker konsantrasyonlarinda daha ge¢ olmustur.
Bunun nedeni muhtemelen yiksek seker konsantrasyonlarinda meydana gelen substrat
inhibisyonudur. 14.82 ve 21.33 g/L seker konsantrasyonlarinda gozlemlenen hidrojen Uretimi

bariz bir sekilde digerlerinden daha verimli gergeklesmistir.

Baslangic substrat konsantrasyonlarina ait zaman ve kimulatif hidrojen Uretim verileri
Statistica programi yardimiyla regresyon analizine tabi tutularak Gompertz esitligi katsayilari
belirlenmis ve Tablo 5'te goOsterilmistir. Tablo 5’te gorilecegi gibi maksimum hidrojen Uretim
degerleri (P) ile adaptasyon sureleri (A) Sekil 13'te elde edilen grafikler ile uyumlu ¢ikmistir.
Buna goére adaptasyon sureleri seker konsantrasyonu ile birlikte artmis ve 41.22 g/L igin 102.67
saate ulasmistir. 21.33 g/L seker derisiminden daha duslk seker derisimlerinde daha disik
adaptasyon silrelerine ihtiyag duyulmasi substrat inhibisyonunun olmamasi nedeniyle
gerceklesmis olabilir. Zira 21.33 g/L Uzerindeki seker derisimlerinde daha ylksek adaptasyon
surelerine ihtiyac duyulmustur. Benzer bir durum hidrojen Uretim hizinda (R., mLH,/saat) da
go6rilmustir. Ry, degerleri seker konsantrasyonunun 6.6 g/L’den 21.33 g/L’ye artmasiyla 0.25’ten
1.53 mLH,/saat de@erine yukseldikten sonra, daha yuksek seker konsantrasyonlarinda duserek

0.1 mLH,/saat degerine dismustulr.
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Sekil 13. Farkli baslangi¢ substrat (glikoz) konsantrasyonlari (g/L) icin kiimulatif hidrojen (mL)
Uretiminin zamana goére degisimi. (0) 6.60, (A) 14.82, (m) 21.33, (o) 30.25, (o) 41.22.

Tablo 5. Farkli baslangi¢ substrat (glikoz) konsantrasyonlari (g/L) igin Gompertz katsayilari (X,:
0.15 g/L, V,: 45 mL).

Glikoz, (g/L) P (mL) Rm (MLH,/saat) A (saat) r’
6600 11.40 0.25 11.93 1.00
14819 35.95 0.59 37.07 0.99
21330 65.26 1.53 27.05 0.99
30256 16.04 0.08 52.00 0.95
41220 10.23 0.10 102.67 0.98

Deney baglangici ve sonundaki glikoz ile TVFA degerleri Tablo 6'da gosterilmigtir. Tablo 6’da
gorildugu gibi 21.33 g/L substrat konsantrasyonuna kadar glikozun yaklasik tamami kullaniimig
ve 1 g/L'nin altina dismustur. Ancak baslangi¢c glikoz konsantrasyonu 21.33 g/L’den daha
yuksek olan deneylerin sonundaki glikoz konsantrasyonlari 1 g/L’'nin Uzerinde kalarak ortamda
birikmigtir. Tum deney kosullarinda TVFA konsantrasyonu artis gdstermistir. Substrat
konsantrasyonunun artmasiyla birlikte TVFA konsantrasyonu da artis goéstermistir. Deney
baslangicinda 1 g/L’nin Uzerinde TVFA olmasi, hidrolizattan kaynaklanmaktadir. Zira asit
hidrolizi esnasinda organik asit olusumlarinin mimkun olabildigi literatirde rapor edilmigtir (Yin
ve Tan 2012).
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Tablo 6. Deney baglangici ve sonundaki substrat (glikoz) ve toplam ugucu yag asiti (TVFA)

konsantrasyonlari.

Glikoz, (mg/L) Glikozs (mg/L) TVFA, (mg/L) TVFAs (mg/L)
6600 90.43 560 2460
14819 909.40 920 2775
21330 670.87 2945 4755
30256 3411.38 1895 3755
41220 5468.24 2885 4310

Hidrojen ve TVFA olusum verimlerinin baslangi¢c substrat konsantrasyonuna goére degisimi
Sekil 14’te verilmistir. Buna gore hidrojen Uretim verimi glikoz konsantrasyonunun 6.6 g/L'den
21.33 g/L’ye artmasiyla birlikte artis gosterdikten sonra daha yiksek konsantrasyonlarda disis
go6stermistir. En ylksek hidrojen dretim verimi 21.33 g/L baslangi¢c seker derisiminin oldugu
deneyde 0.498 molH,/mol glikoz olarak bulunmustur. Proje énerisinde 4 molH,/mol glikoz’a
yakin hidrojen verimlerine ulasiimasi hedeflenmis olmasina ragmen dusik verimlerin elde
edilmesi birgok faktérden ileri gelmis olabilir. Bunlarin baginda asit hidrolizi esnasinda 5-HMF
disinda bilinmeyen toksik maddelerin olusumu, nétralizasyon sonucu ortamda asirn tuz
birikiminin bakteriler Gzerinde inhibisyonu, iz element ve vitamin eksikligi nedeniyle enzimatik
faaliyetlerin verimsiz kaligi sayilabilir. Karanhk fermentasyonda hidrojen Uretim verimlerinin
istenilen seviyede olmamasi nedeniyle ortamda biriken veya var olan organik asitlerin es
zamanli olarak ortamdan uzaklastiriimasi igin ¢galismalar yapilmistir. Bu ¢alisma ile ilgili sonuglar
raporun ileriki béliumlerinde verilmigtir. Sekil 14 incelendiginde birim glikoz tuketimi basina TVFA
uretim verimleri ise baslangic substrat konsantrasyonunun artmasiyla azalmistir. En yuksek
TVFA olusum verimi 291.88 mgTVFA/g glikoz ile 6.6 g/L baslangi¢c seker konsantrasyonunda,
en dislk TVFA olugsum verimi ise 39.85 mgTVFA/g glikoz ile 41.22 g/L seker derisiminde elde
edilmigtir. En ylksek hidrojen dretim veriminin elde edildidi 21.33 g/L baslangic seker
konsantrasyonunda dusuk TVFA UGretim veriminin olmasi, muhtemelen mikroorganizmalar
uzerindeki TVFA inhibisyonunun daha az olmasini saglamigtir.

Spesifik hidrojen Uretim hizinin (SHUH) baslangic glikoz konsantrasyonuna gore degisimi
Sekil 15'te gosterilmisti. SHUH, glikoz konsantrasyonunun 6.6 g/L’den 21.33 g/L’ye
yukselmesiyle 36.88 dederinden 226.66 mLH,/g biyokitle.saat degerine ¢ikmis daha yuksek

glikoz konsantrasyonlarindaysa diserek 13 mLH,/g biyokitle.saat mertebelerinde seyretmistir.
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Sekil 15'te agikga gordldigu gibi 21.33 g/L Uzerindeki glikoz konsantrasyonlarinda substrat
inhibisyonu nedeniyle SHUH dismistiir.
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Sekil 14. Hidrojen (o) ve toplam ugucu yag asidi-TVFA (o) uretim verimlerinin farkl baslangic

substrat (glikoz) konsantrasyonlari igin degisimi.
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Sekil 15. Spesifik hidrojen dretim hizinin  (SHUH) farkli baglangic substrat (glikoz)

konsantrasyonlarina gore degisimi.
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Yukarida aciklanan bilgiler dogrultusunda en uygun baglangic substrat (glikoz)
konsantrasyonun 21.33 g/L oldugu belirlenmistir. Bundan onceki ara raporda is en uygun
baslangi¢ biyokltle konsantrasyonunun 0.1 g/L oldugu bulunmustu. Bu bilgiler géz 6ninde
bulundurularak baslangi¢ substrat ve biyokutle konsantrasyonu sirayla 21.34 g/L ve 0.1 g/L olan
bir dogrulama deneyi yapilmis ve sonuglari kaydedilmistir. Deney baslangi¢ sivi hacmi (300 mL)
disindaki tim parametreler substrat ve biyokitle deneylerindeki kosullar ile ayni tutulmustur. Bu
deney esnasinda olgllen parametrelerin zamana gére degisimi Sekil 16'da gdsterilmistir.
Gorluldugu gibi substrat konsantrasyonu azalirken, kimdlatif hidrojen hacmi ile TVFA ve
biyokutle konsantrasyonlari artmistir. Parametrelerin dedisimi kesikli buylime kinetigi ile uyumlu
olup, dlgulen parametrelerin tumu yaklagik 150 saat sonra yatigkin hale gelmistir. Bu dogrulama
deneyinin sonucunda hesaplanan verim ve hiz degerleri ile Gompertz esitligi katsayilari (R
0.97) Tablo 7°da sunulmustur.
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Sekil 16. 21.34 g/L baslangic seker konsantrasyonu kullanilarak gergeklestirilen karanhk
fermentasyon deneyinde kumdalatif hidrojen dretiminin (A), glikoz (¢), TVFA (o), biyokutle (o)
konsantrasyonlarinin zamana gore degisimi.

Tablo 7'da goéruldigu gibi deneyin daha yiksek hacimde gerceklestirimesi bazi

parametrelerin farkli sonu¢ vermesine neden olmustur. Sonuglarin farkli ¢ikmasinin bir diger
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nedeniyse deneylerde, farkll hidrolizatlarin  kullanilmis olmasidir. Baglangic substrat
konsantrasyonunun optimize edildigi deneylerde kullanilan hidrolizat igin 50 g/L kagit atigr 135
°C’da %5 H,S0, ile 0.05 kati/sivi (w/w) oraninda 2 saat sire igslem gorirken, Sekil 16’da verilen
deneyde kullanilan hidrolizat igin 200 g/L kagit atigi 105 °C’da %5 H,SO, ile 0.2 kati/sivi (w/w)
oraninda 3.5 saat iglem gérmustur. Bunun sebebi kagit atiginin asit hidrolizi esnasinda olugan
toksik 5-HMF ve istenmeyen bazi organik asitlerin olusumunun azaltiimasidir. Bu da hidrolizat
kompozisyonunun degismesine neden olmustur. Ozellikle hidrolizatlarin baslangic TVFA
konsantrasyonlari incelendiginde farkh oldugu tespit edilmistir. Baslangi¢ substrat
konsantrasyonunun optimize edildigi deneylerde isin basindaki TVFA konsantrasyonu 2945
mg/L mertebesindeyken, Sekil 16'da sonuglari verilen deney icin baslangic TVFA
konsantrasyonu 440 mg/L dir. Tablo 7 incelendiginde, hidrojen Uretiminin daha ylksek TVFA
uretim verimi ve adaptasyon suresinde gerceklestigi gortlmektedir. Hidrojen Gretim verimiyse
(0.36 molH,/mol glikoz) daha yiksek TVFA olusumu nedeniyle (5800 mg/L) disls gostermistir.

Tablo 7. Optimum baslangi¢ substrat (21.34 g/L) ve biyokitle (0.15 g/L) konsantrasyonlarinda

isletilen karanlik fermentasyon dogrulama deneyi Gompertz esitligi katsayilari ve verimleri.

Rm A Verim . _
P(mLH,) _ Verim (mg TVFA/g glikoz)
(mLHy/saat)  (saat) (molH,/mol glikoz)
326.54 3.79 47.14 0.36 257.00
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4.2.3 C/N/P Oraninin Etkisi

Kagit atigi hidrolizatindan karanlk fermentasyon ile hidrojen uretiminde C/N/P oraninin
optimizasyonu deneyleri Design-Expert yazilimi kullanilarak tasarlanmigtir. Deney noktalari
Design-Expert icerisinde bulunan Box-Behnken istatistiksel deney tasarim (BBIDT) ydéntemine
g6re belirlenmigtir. Bu yontemin tasariminda en az ¢ parametrenin bulunmasi gerektigi igin C/N
ve C/P oranlarina ilave olarak C/Fe oranininda etkisine bakilmistir. Zira demir iyonu, hidrojen
uretiminde gorev alan hidrogenaz enziminin yapisina katildigi i¢in 6nemli bir kofaktor
konumundadir. Sonugclar sunulurken proje 6nerisinde vaat edildigi Gzere C/N ve C/P oranlarinin
hidrojen Uretimi ve hizina olan etkileri sunulmustur. Design-expert programinda tasarim noktalari
N/C, P/C ve Fe/C halinde girilmistir. Bunun nedeni hi¢ N, P ve Fe konulmayan durumlarda
baslangi¢ tasarim noktasi olarak 0 rakaminin girilebilmesidir.

Buna gdre N/C (X,), P/C (X,) ve Fe/C (X3) oranlari bagimsiz degiskenler olarak segilirken,
hidrojen olusum verimi (Y1) (molH,/mol glikoz) ve spesifik hidrojen tretim verimi olan SHUH (Y»)
(mLH,/gbiyokutle.saat) amag¢ fonksiyonlari olarak secilmistir. Bu kurguya gbére bagimsiz
degisken araliklari N/C orani igin X;: 0-0.05 (g/g), P/C orani igin X,: 0-0.1 (g/g) ve Fe/C orani igin
Xs: 0-3.13E-0.3 (g/g) segcilerek BBIDT yéntemine gore iki tekrarli 15 deneyden olusan bir set
deney tasarlanmis ve her bir deney igin hidrojen olusum verimleri ve SHUH’lar1 hesaplanmistir.

Degigkenlere ait araliklarin Design-Expert programina girilmesiyle olusturulan deney tasarim
noktalari ile elde edilen deneysel ve tahmini sonuglar Tablo 8de O6zetlenmistir. Deneylerin
tekrarlanabilirliginin test edilmesi amaciyla orta nokta U¢ defa tekrar edilmistir. TiUm deneyler 300
mL serum siselerinde, 36 °C’de inkiibatérde, 1sil isleme tabi tutulmus MONDI kagit fabrikasi
anaerobik aritma tesisi asi gamuru ile yapiimistir.

Tablo 8'de gorildiigl gibi deney sonunda hidrojen olusum verimi ve SHUH degerleri sirasiyla
0.183-0.634 molH,/mol glikoz ve 37.14-231.43 mLH,/g biyokitle.saat araliklarinda elde
edilmistir. Her bir deg@iskenin hidrojen dretim verimi ve hizi Uzerindeki etkisi farkli oranda
olmustur. Tablo 8 incelendiginde dikkat ¢ceken bir baska konu deneysel sonuglar ile programin
onerdigi model fonksiyonlari kullanilarak tahmin edilen degerlerin birbirine yakin olmasi ve

farklarin (residual) disuk olmasidir.
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Tablo 8. Box-Behnken istatistiksel deney tasarim degerleri ve sonugclari tablosu.

Degiskenlerin _gercek ve kodlanmis

Sonuclar
degerleri
X1 X, X3 Y, Y,
P/C Fe/C orani Verim SHUH
N/C orani  orani (w/w) (molHy/mol glikoz)  (mLH,/g biyokitle.sa)
Den  (w/w) (wiw) Deneysel Model Deneysel Model
ey No sonu¢ Tahmini sonug Tahmini
1 0.025(0) 0.05(0) 1.56E-03 (0) 0.628 0.630 162.38  171.27
2 0.025(0) 0.1 (+1) 3.13E-03 (+1) 0.492 0.460 231.43  215.63
3 0.025(0) 0.05(0) 1.56E-03 (0) 0.547 0.590 168.09  171.27
4 0 (-1) 0 (-1) 1.56E-03 (0) 0.491 0.460 63.81 54.57
5 0.05(+1) 0.1 (+1) 1.56E-03(0) 0.531 0.560 213.81  222.95
6 0.025 (0) 0(-1) 0(-1) 0.524 0.560 164.76 180.56
7 0.05 (+1) 0.05(0) 3.13E-03 (+1) 0.620 0.620 17429  180.94
8 0.05(+1) 0.05(0) O0(-1) 0.393 0.390 172.38 171.37
9 0 (-1) 0.1(+1) 1.56E-03 (0) 0.324 0.360 21.87 36.67
10 0.025(0) 0.05(0) 1.56E-03 (0) 0.586 0.590 183.33  171.27
11 0.025(0) 0 (-1) 3.13E-03 (+1) 0.327 0.360 89.05 97.18
12 0(-1) 0.05(0) 3.13E-03 (+1) 0.183 0.180 37.14 38.15
13 0.025 (0) 0.1(+1) O0¢(-1) 0.494 0.460 196.19 188.05
14 0.05(+1) 0(-1) 1.56E-03 (0) 0.491 0.460 93.81 79.02
15 0(-1) 0.05(0) 0(-1) 0.634 0.590 110.18 103.52

Degiskenlerin bu etkileri
fonksiyonlari ile (Est.19-22) daha net gérulmektedir. Est.19 ve Est. 20°de incelenen degdiskenler
ile hidrojen Uretim verimi ve hizi arasindaki bagintilar gergek degisken katsayilari esas alinarak
tanimlarken, Est. 21’te yer alan lineer katsayillar (b;, b, ve bg) incelendiginde bagimsiz
degdiskenlerin farkl nispette hidrojen uretim verimine katki sagladiklari gérilmektedir. Buna gore
N/C (b;: 0.050) ve P/C (b,: 1.000E-003 ) oranlari hidrojen veriminin artisina ydnelik katki
saglarken Fe/C (bs: -0.053) azalmasi yoninde katki saglamistir. Ayni sekilde faktorlerin ikili ve
quadratik etkilesimi ile ilgili olan katsayilari incelendiginde (b1, b1, b1z, b:?, b.% bs?) N/C, P/C ve

Fe/C faktorlerinin farkli oranlarda hidrojen Uretim veriminin artigina yonelik katki sagladiklari

Design-Expert yazilimi
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gérilmektedir. Ayni inceleme SHUH'ni temsil eden Est.22 igin yapildiginda N/C (b,: 52.66) orani
SHUH artigi lizerinde en yiiksek etkiyi gdsterirken, P/C (b,: 31.48) etkisi ikinci ve Fe/C oraninin
(bs: -13.95) bireysel etkisi en az seviyede olmustur. Ancak ikili etkilesim ve kuadratik etkileri
temsil eden katsayilar incelendiginde bireysel olarak SHUH’nin azalmasina katki gosteren bir
degiskenin bunun aksini gbsterebilecegdi anlagiimaktadir.

Hidrojen Uretim verimi ve SHUH'lari icin Design-Expert ile adimsal model uyumlulugu testi
yapildiginda her iki amag¢ fonksiyonu icin en uygun modelin kuadratik model turd oldugu
bulunmustur (Lack-of-Fit test p-degeri<0.05). Buna goére hidrojen uretim verimini temsil eden
(Est. 19) quadratik model igin korelasyon katsayisi olan R? degeri %85 iken SHUH igin (Est. 20)

belirlenen R? dederi %92 olmustur.

Gercek dedisken katsayilarina gore dizenlenmis model fonksiyonlari:
Yverim = 0.6660 - 1.655 X; + 0.53X, - 90.64X5 + 41.40X, X, + 4339.20X;X3+624.00 X,X5 -
103.60X,2-25.20 X,? -26521.60 X5? (Est. 19)

Ysuouw = 127.2195 + 4529.7546X; - 213.0558X, - 54197.5237X; + 32386.7285X;X, +
4.79635E+005X; X5+ 3.5505E+005 X,X5 - 95842.5810X,° - 5216.8460X,° + 4.9682E+006X5°
(Est. 20)

Kodlanmis degisken katsayilarina gore diizenlenmis model fonksiyonlari:
Yveriv = 0.59 + 0.050 X; + 1.000E-003 X, - 0.053 X3 + 0.052 X;X, + 0.17 X X3+ 0.049 X,X; -
0.065 X;%- 0.063X,%- 0.065 X3 (Est. 21)

Ysuon = 171.27 + 52.66 Xy + 31.48 X, - 13.95 X3 + 40.48 X Xo+ 18.74 X Xg+ 27.74 X;X5- 59.90
X1 13.04 X+ 12.13 X5° (Est. 22)

Degiskenlerin hidrojen Uretim verim ve hizi Uzerine olan etkileri amag fonksiyonlari (Hidrojen
verimi igin: Est.19, SHUH igin Est. 20) kullanilarak gizdirilen ve asadida sunulan grafiklerden
daha iyi anlagiimaktadir.

Hidrojen Uretim verimi ve SHUH model uyumluluklarinin yeterliliginin test edilmesi amaciyla
Design-Expert yazihminda yapilan varyans analizleri (ANOVA) sirasiyla Tablo 9 ve 10’da
Ozetlenmistir. Tablo 9'da gorildigu gibi hidrojen uretim verim modeli igin Onerilen p olasilik

degerinin 0.05'ten dislk ¢cikmasi modelin 6nemli olduguna isaret etmektedir. Diger taraftan lack
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of fit analizine ait P degerinin 0.05'ten ylksek ¢ikmasi lack of fit'in 6nemsiz oldugunu ve model
uyumlulugunun iyi olduguna isaret etmektedir. Degiskenler ve etkilesimleri icin de analiz

yapildiginda p degerleri 0.05’ten kilguk ¢ikan X;, X3, X1X,, XXz terimlerinin hidrojen verimi

Uzerine dnemli etkisi oldugu sonucu ¢ikmistir.

Tablo 9. Hidrojen uretim verimine ait varyans analiz (ANOVA) tablosu.

statistiksel Kareler Serbestlik  Kareler

parametreler Toplami derecesi ortalamasi F-degeri P-degeri

Model 0.22 9 0.024 10.10 0.0101 onemli
X1-N/C 0.020 1 0.020 8.49 0.0333

Xo-P/IC 8.000E-006 1 8.000E-006  3.346E-003 0.9561

Xs-FelC 0.022 1 0.022 9.35 0.0282

X1X; 0.011 1 0.011 4.48 0.0879

X1X3 0.11 1 0.11 48.06 0.0010

XoX3 9.506E-003 1 9.506E-003 3.98 0.1027

X4° 0.015 1 0.015 6.47 0.0516

X5’ 0.015 1 0.015 6.13 0.0561

X3 0.015 1 0.015 6.47 0.0516

Kalan (Residual) 0.012 5 2.391E-003

Lack of Fit 8.674E-003 3 2.891E-003 1.76 0.3821 onemsiz
Pure Hata (Pure 3.282E-003 2 1.641E-003

error)

Cor Toplam (Total) 0.23 14

Tablo 10 SHUH modeline ait ANOVA tablosunu 6zetlemektedir. Buna gére model igin 6nerilen
p olaslilik de@erinin 0.05’ten dusik ¢ikmasi dnerilen modelin 6nemli olduguna isaret etmektedir.
Bu durum diger parametreler ve etkilesimleri icin de analiz edildiginde p degerleri 0.05’ten kuguk
clkan Xi, X5, XX, X,2 terimlerinin SHUH (izerine énemli etkisi oldugu anlasiimaktadir. Diger
taraftan lack of fit testi icin p degerinin 0.05’ten ylksek ¢ikmasi ve F degerinin 3.77 olmasi,
onemli bir uyumsuzlugun olmadigina ve modelin gtivenli bir sekilde kullanilabilecedine isaret

etmektedir.
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Tablo 10. Box-Behnken istatistiksel deney tasarimina ait varyans analiz (ANOVA) tablosu.

statistiksel Kareler ~ Serbestlik Kareler

parametreler Toplami  derecesi  ortalamasi F-degeri P-degeri

Model 5734445 9 6371.61 20.40 0.0020 onemli
Xi-N/IC 2218443 1 22184.43 71.03 0.0004

X,-PIC 7930.18 1 7930.18 25.39 0.0040

Xs-FelC 1557.03 1 1557.03 4.99 0.0759

X1X2 6555.63 1 6555.63 20.99 0.0059

X1X3 1404.11 1 1404.11 4.50 0.0875

XoX3 3077.61 1 3077.61 9.85 0.0257

X4 13248.75 1 13248.75 42.42 0.0013

X, 628.05 1 628.05 2.01 0.2154

X3 543.22 1 543.22 1.74 0.2444

Kalan (Residual)  1561.71 5 312.34

Lack of Fit 1327.10 3 442.37 3.77 0.2167 onemsiz
Pure Hata (Pure 234.62 2 117.31

error)

Cor Toplam (Total) 58906.16 14

Hidrojen Uretim veriminin farkl P/C oranlarinda N/C oranina gére degisimi Est.19 kullanilarak
Sekil 17°de gosterilmistir. Buna gore sabit P/C oranlarinda hidrojen tretim verimi N/C oraninin
artmasiyla belirli bir degere kadar artmis, daha sonra azalma gdstermistir. Genel olarak hidrojen
uretim verimi degerleri 0.35 - 0.6 molH,/mol glikoz arasinda degisim gostermistir. Hidrojen verimi
P/C oraninin 0’dan 0.06 (g/g)’a ¢ikmasiyla maksimum 0.593 molH,/mol glikoz degerine ulasmis
olup, daha ylksek P/C oranlarinda verim degerleri dusmustir. Bunun sebebi 0.06 (g/g) P/C
oranindan daha duguk oranlarda fosforun mikrobiyal buyume Uzerinde limitleme yapmasi, daha
yuksek oranlardaysa fosfor miktarinin inhibisyon etkisinden kaynaklanmig olabilir. N/C ve P/C
oranlarinin sifir oldugu durumda hidrojen Gretim verimi ilging bir sekilde 0.5 molH,/mol glikoz
civarinda olmustur. Dikkat edilirse ortama ¢ok az miktarda azot ilave edilmesi hidrojen veriminin
0.1 molH,/mol glikoz mertebesinde artmasini saglamistir. Sekil 17'ye gore en ideal N/C ve P/C
oranlari sirasiyla 0.03 ve 0.06 degerlerinde elde edilmistir. Sekil 17‘deki ¢izim Fe/C oraninin

0.0013 (g/g) deg@erinde sabit tutulmasiyla elde edilmistir.
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Sekil 17. Hidrojen uretim veriminin farlki P/C oranlarinda N/C oranina gére degisimi.

Sekil 18 Hidrojen uretim veriminin farlki N/C oranlarinda P/C oranina goére degisimini
gOstermektedir. Buna goére sabit N/C oranlarinda P/C oraninin arttirimasiyla Hidrojen verimi belli
bir degere kadar ylkseldikten sonra daha yiksek P/C oranlarinda digus gdstermistir. Ayni
durum N/C orani icinde gecerli olmustur. Hidrojen verimi N/C oraninin 0’dan 0.03’e kadar
arttirlmasiyla en yuksek degeri olan 0.593 molH,/mol glikoz’e ulastiktan sonra daha ylksek N/C
oranlarinda dusls gostermistir. Sekil 18'den acgikga goérildigu Uzere, ortama ilave edilen fosfor
miktari 0.06 (g/g) P/C degerinden daha duslik degerlerde limitlemeye, daha ylksek

oranlardaysa inhibisyona sebep olmustur.
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Sekil 18. Hidrojen uretim veriminin farkli N/C oranlarinda P/C oranina gére degisimi.

Spesifik hidrojen Gretim hizinin (SHUH) farkli P/C oranlarinda N/C oranina gére degisimi Sekil
19'da gdsterilmistir. Gorlldigu gibi ortama hig azot ve fosfor ilave edilmedigi durumda SHUH
degeri 65.15 mLH,/g biyokutle.saat olup bu deger fakli azot ve forsfor ilavesiyle 3 katin tzerinde
artiglar gdstermistir. Sabit P/C oranlarinda N/C oraninin arttiriimasiyla SHUH degeri 6nce artmig
sonra azalma gdstermistir. Ancak 0.1 (g/g) P/C orani igin azalma olmayip SHUH degeri 0.04
(9/g) N/C degerinden sonra sabit kalmistir. Bu durum azot miktarinin belli bir degere kadar
limitlemeye daha ylksek degerlerdeyse inhibisyona neden olduguyla aciklanabilir. P/C oraninin
arttirlmasiyla SHUH degeri surekli artarak en ylksek SHUH degeri 220.17 mLH,/g
biyokltle.saat ile 0.1 (g/g) P/C oraninda elde edilmistir.
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Sekil 19. Spesifik hidrojen Uretim hizinin (SHUH) farkli P/C oranlarinda N/C oranina gore
degisimi.

Spesifik hidrojen tretim hizinin (SHUH) farkli N/C oranlarinda P/C oranina gore degisimi sekil
20’de sunulmustur. Buna gére sabit N/C oranlarinda P/C oraninin arttirimasi SHUH (izerinde 0,
0.01 ve 0.02 (g/g) N/C oranlar igin ¢ok etkili olmasada 0.03, 0.04 ve 0.05 (g/g) N/C oranlari igin
etkli olmustur. Sekil 20’de gériildigi gibi C/N oraninin 0’dan 0.04’e kadar arttiriimasi SHUH
degerlerinin artmasina neden olmustur. Ancak daha yiiksek N/C orani SHUH’Un tekrar diismesi
ile neticelenmistir. En yiksek SHUH degerinin 220.17 mLH,/g biyokitle.saat ile 0.1 (g/g) N/C ve
0.04 (g/g) P/C oranlarinda bulunabilecegi tespit edilmistir.
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Sekil 20. Spesifik hidrojen Uretim hizinin (SHUH) farkli N/C oranlarinda P/C oranina gére
degisimi.

Design expert yazilimi ile en ylksek hidrojen (retim verimi ve SHUH degerini veren sartlarin
N/C: 0.05, P/C: 0.09 ve Fe/C: 0.00278 oranlarinda elde edilecegi belirlenmigtir. Bu optimum
oranlarda igletilen karanlik fermentasyon deneyine ait TVFA (g/L) (m), glikoz (g/L) (A)ve
kimulatif Hidrojen (mL) (#) UGretiminin zamana goére degisimi Sekil 21°de gosterilmistir. Buna goére
degdiskenlerin zamana gére degisiminin kesikli igletim ile uyumlu oldugu gértlmektedir. Sekilden
de goruldugu gibi substrat olan glikoz tiketilirken, Hidrojen ve TVFA'nin UrGn olarak uretildigi
anlasiimaktadir. Hidrojen uretimi yaklagik 30 saatlik bir adaptasyon suresinden sonra baglamis
ve 190 mL’'de sabitlenmigtir. Diger taraftan glikoz 20 g/L baslangi¢c degerinden 1 g/L’nin altina
kadar dismdastir. TVFA dretimi ise deney sonunda 5 g/L civarinda olmustur. Deney
parametreleri yaklasik 190 saat sonra yatigkin hale gelmistir. Bu deneye ait Gompertz sabitleri
sirasiyla P: 222.79 mL H,, Rm: 2.86 mLHj/saat ve A: 29.72 saat olarak hesaplanmis olup bu
degerler Sekil 21 ile uyumlu ¢ikmistir.
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Sekil 21. N/C: 0.05, P/C: 0.09 ve Fe/C: 0.00278 optimum oranlarda igletilen karanlik
fermentasyon deneyine ait TVFA (g/L) (m), glikoz (g/L) (A)ve kumulatif Hidrojen (mL) ()
uretiminin zamana gére degigimi.

Sekil 21’de verilen deneye ait hidrojen Uretim verimi ve SHUH degerleri 0.525 molH,/mol
glikoz ve 243.14 mLH./g biyokitle.saat gikmistir. Design-Expert programi verim ve SHUH
degerlerini 0.656 molH,/molglikoz ve 241.64 mLH,/g biyokitle.saat olarak tahmin etmigtir.
Gergek degerler ile tahmini beklenen degerlerin birbiriyle yakin ¢ikmasi &énerilen modelin
guvenilirligini teyit etmigtir.

Yukaridaki sonuglar incelendiginde en yuksek hidrojen Uretim verimi ve spesifik hidrojen
uretim degerlerini saglayan oranlarin N/C: 0.05, P/C: 0.09 ve Fe/C: 0.00278 oldugu anlasiimigtir.
Bu oranlar ayni zamanda C/N: 20, C/P: 11.11 ve C/Fe: 359.7 oranlarina denk gelmekte olup,
optimum C/N/P oraninin 100/5/9 oldugu sonucu ¢ikmaktadir.
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4.3 Elektrohidroliz
4.3.1 Ardisik Karanlik Fermentasyon ve Elektrohidroliz

Karanlik fermentasyon ¢ikis suyundaki organik asitler énemli miktarda hidrojen icermesine
ragmen mikroorganizmalar tarafindan hidrojen gazi olarak aciga cikartilamamakta ve ortamda
birikmektedir. Bu durum hidrojen kaybinin yaninda organik asit konsantrasyonu yuksek ve pH
degeri dusUk bir atiksu probleminin de olusmasina neden olmaktadir. Literatirde s6z konusu
organik asitlerden hidrojen Uretimi foto-heteretrofik bakterilerin kullanildigi 1sikli fermentasyon
basamagi ile yapiimaktadir. Ancak sterilizasyon, santrifijleme, amonyum uzaklastiriima, 151k
gereksinimi gibi zahmetli islemler gerektiren aydinlik fermentasyon basamagi beraberinde
uygulama gugclutkleri ve maliyetlerin de artmasina neden olmaktadir. Bu nedenle projede, isikli
fermentasyonun yerine gecebilecek olan elektrohidroliz prosesinin uygulanmasi Uzerine
arastirmalar yapilmistir. Bu sayede karanlik fermentasyonda en yiksek %30-50 seviyelerinde
elde edilen biyogaz hidrojen ytizdesinin, elektrohidroliz ile >%95’lere ulagsmasi ve hidrojen Uretim
veriminin karanlik fermentasyon ile birlikte 8 molH,/mol glikoz degerine cikartiimasi
hedeflenmistir. Bu kapsamda EH ile hidrojen uretiminde uygulanan voltajin, substrat

konsantrasyonunun ve pH’nin hidrojen Uretimine olan etkileri arastiriimistir.

4.3.1.1 Uygulanan Voltajin Etkisi

Deneyler 135 mL’lik serum siselerinde 85 mL calisma hacminde gercgeklestiriimigtir. Tim
sartlarin sabit tutuldugu deneylerde (TVFA,: 4.4 g/L, KOi,: 7.8 g/L, iletkenlik: 67.4 ms/cm, pH:
6.08) sadece uygulanan voltaj degerler 1, 2.5, 5, 7.5, 10 ve 15 V degistirilerek voltajin hidrojen
Uretimine olan etkileri arastirilmigtir. Bunlardan 10 ve 15 V’luk denemelerde yiksek elektrik
akiminin olusmasi nedeniyle gu¢ kaynaklarinda kisa devre problemi meydana gelmis ve bu
nedenle incelenen voltaj arahdr 1-7.5 V arasinda tutulabilmistir. Tum deneyler iki tekrarh
yapiimig olup, ayni voltajda suya da elektrik akimi uygulanarak sudan kaynaklanan hidrojen
uretimi takip edilmistir. KF ¢ikis suyuna dogrusal elektrik gerilimi uygulandiginda, aliminyum
anot gubuk yiikseltgenerek ortama elektron vermekte (AI° = Al(lll)+3e") ve bu elektronlar organik
bilesiklerin pargalanmasiyla (Organik bilesikler = nH* + parcalanmis organik bilesikler) agiga
¢ikan hidrojen iyonlariyla birleserek hidrojen gazini (nH* + ne” = n/2 H,) olusturmaktadir (Kargi
ve Catalkaya 2011a). Sekil 22, Kimiilatif Hidrojen hacmi ile KOI konsantrasyonunun farkli

gerilimler altinda zamana goére degdisimini 6zetlemektedir. Buna goére herbir voltajda elde edilen
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hidrojen uretimi ve KOI giderimleri farkli olmustur. En diisiik KOI (16.67%) giderim verimiyle
kimulatif hidrojen dretimi (3.2 mL) 1.0 V gerilim altinda elde edilmistir. Voltajin artmasiyla birlikte
bu degerler de artmigtir. Gerilimin 1.0 V’tan 2.5 V’a ylkseltiimesi kumdulatif hidrojen hacminde
(2562.78 mL) ciddi artisa neden olurken KOIi gderimi 1.0 V’'a gdre ayni seviyelerde
gergeklesmistir. 5.0 V gerilim altinda hem kimdlatif hidrojen hacmi (3766.51 mL) hemde KOi
giderimi (26.28%) 2.5 V’a kiyasla iki kat artmistir. En ylksek kumdulatif hidrojen (4250 mL) ve
KOI giderimi (30 %) 7.5 V'ta elde edilmistir. Voltaj artiglyla birlikte daha yiiksek hidrojen olugsumu
ve KOI gideriminin nedeni gerilim artigiyla birlikte anottan salinan elektron miktarinin artisi ve
daha fazla organik maddenin parcalanmasi neticesinde ortama daha yluksek miktarda hidrojen
iyonunun verilmesi olmustur. Yuksek voltajla birlikte artan elektron ve hidrojen iyonlari daha fazla

hidrojen gazinin olugsmasina olanak vermistir.
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Sekil 22. Kimdlatif Hidrojen, mL (#) ile KOI konsantrasyonunun, g/L (m) farkh gerilimler altinda

zamana gore degisimi.

Farkh gerilimler altinda hidrojen uretim verimi ve hizlariyla enerji ve TVFA giderim verimleri
Tablo 11’de verilmigtir. Buna gdre birim reaktér hacmi basina elde edilen hidrojen uretim verimi
voltajin 1.0 V’'tan 7.5 V’a artmasiyla birlikte 0.037°den 50 mLH,/mL dederine yikselmistir. Diger
taraftan birim KOI giderimi basina hidrojen (iretim verimi, hidrojen tretim hizi ve enerji déniisim

verimleri incelendiginde bu parametrelerin gerilimin 1.0 V’tan 2.5 V’a ylkseltiimesiyle sirasiyla
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29'dan 25677.8 mLH,/gKOi’e, 0.156°dan 196.67 mLH,/saat’e ve 5.2’den 98%’e ylikseldigi ancak
daha yuksek voltajlarda dustiga gordlmastir. TVFA giderim verimi ayni egilimi géstermeyip,
voltajin 1.0'den 7.5 V’a yukseltiimesiyle birlikte 17.95%’'ten 51.59%’a ylkselerek en ylksek
degerine ulagmigtir. 1.0 ile 7.5 V arasindaki gerilimler ayni hacimdeki suya uygulandiginda
kimaulatif hidrojen, voltajin yikselmesiyle artarak en yiksek degerine (40 mL) 7.5 V’ta ulasmistir.
Bu sonuca gore suyun elektrolizinden kaynaklanan hidrojen Uretiminin katkisi minimal seviyede
olmustur. Deney sonucunda elde edilen en ylksek hidrojen ylzdeleri de Tablo 11’da verilmigtir.

Buna gore 1.0 V gerilim digindaki tum sartlarda 100% hidrojen ylzdesine ulagiimistir.

Tablo 11. Farkl gerilimler altinda hidrojen uretim performanslarinin karsilastiriimasi.

TVFA
Verim ) giderim
Gerilim (mLH,/mLReaktor Verim _ HUH verimi Max. H,
(Volt) Hacmi) (mLH,/gKOIl) (mLHy/saat) n (%) (%) (%)
1 0.037 29.00 0.156 5.2 17.95 21.9
2.5 30.15 25677.8 196.67 98 15.56 100
5 44.31 20610.2 136.23 84 47.95 100
7.5 50.00 21367.5 102.69 68 51.59 100

Birim KOI giderimi basina hidrojen dretim verimi, hidrojen Uretim hizi ve enerji dénisimii
incelendiginde en iyi performansin 2.5 V gerilim altinda elde edildigi gérilmektedir. Ancak KOI
giderim verimleri, kimulatif hidrojen hacimleri ve birim reaktér hacmi basina hidrojen Uretim
verimleri dikkate alindiginda 2.5 V gerilimde elde edilen degerlerin daha ylksek gerilimlere gore
disiik oldugu gériilmektedir. Bu galismada birim KOI giderimi bagina Uretilen hidrojen hacmi ile
hidrojen Uretim hizlari literatirde elde edilen benzer ¢alismalara gore ¢ok yuksek ¢gikmigtir. Diger
taraftan enerji donisim ve organik madde giderim verimleri ile hidrojen yuzdeleri benzer
seviyelerdedir. Organik asit igeren farkli atik sularin hidrojen Uretimi amaciyla elektrohidrolize
tabi tutuldugu denemelerde hidrojen Uretim hizi: 25.8-53.2 mLH,/saat, birim KOI giderimi bagina
hidrojen uretim hacmi: 96-2500 mLH,/gKOI, KOI giderim verimleri: 10.5-84%, enerji déniisiim
verimi: 37.8-95% ve reaktér hacmi basina Uretilen hidrojen hacimleri: 5.5-11.1 mLH,/mL reaktdr
arasinda degismistir (Kargi ve Arikan 2013c). Bu sonuglar dikkate alindiginda bu ¢alismada elde
edilen KOI basina hidrojen (retim verimleriyle hidrojen dretim hizlarinin oldukga ylksek
cikmasinin temel nedeni muhtemelen c¢ozeltilerin ¢ok yuksek iletkenlige (67.4 ms/cm) sahip
olmasi nedeniyle suyun elektrolizinden dolay! ortaya c¢ikan ilave hidrojen gazi miktarindan
kaynaklanmistir. Zira literattirde kullanilan atik sularin iletkenlik degerleri en fazla 8 mS/cm olup,

bu projede kullanilan suyun iletkenliginden oldukca diisiiktiir. iletkenligin bu kadar yiiksek
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olmasinin temel nedeni sulfirik asit hidrolizi esnasinda ortama verilen sulfat iyonlarinin ortamda
kalmasinin oldugu dusundlmektedir. Kontrol deneylerinde kullanilan ¢esme suyunun
elektrohidrolizinden diguk miktarda hidrojen gikmasinin nedeni iletkenlik degerinin 0.747 mS/cm
seviyesinde olmasindan kaynaklanmistir. YUksek iletkenlie sahip atiksuda suyun da elektrolize
ugradig! asikardir. Bu nedenle hidrojen Uretim verimlerinin kiyaslamasinda birim reaktér hacmi
basina Uretilen hidrojen hacminin esas alinmasi daha dogru olacaktir. Hidrojen Uretim veriminin
yaninda organik madde giderimi de dikkate alinarak elde edilen sonuglar degerlendirildiginde 7.5
V gerilim uygulamanin daha avantajli oldugu gérilmektedir. Bu nedenle projenin bundan

sonraki iki béliminde 7.5 V gerilim uygulanmasina karar verilmistir.

4.3.1.2 Baslangi¢ Organik Asit Konsantrasyonunun Etkisi

Deneyler 310 mL serum siselerinde 85 mL calisma hacminde gergeklestiriimistir. Tim sartlarin
sabit tutuldugu deneylerde (Gerilim: 7.5 V, pH: 6.8, V,: 85 mL) sadece baslangic TVFA
konsantrasyonu 0.5, 1.5, 3.0, 4.5 ve 6.0 g/L degerlerine ayarlanarak TVFA konsantrasyonunun
hidrojen uUretimine olan etkileri arastiriimistir. Tim deneyler iki tekrarli yapilmis olup, ayni
voltajda suya da elektrik akimi uygulanarak sudan kaynaklanan hidrojen Uretimi takip edilmigtir.
Sekil 23, Kiimiilatif Hidrojen hacmi ile KOI konsantrasyonunun farkli TVFA konsantrasyonlari igin
zamana gdre degisimini gdstermektedir. Genel olarak bakildiginda tim kosullar altinda KOI
konsantrasyonu azalis gésterirken kiimilatif hidrojen hacminde artis gériilmistir. KOI giderim
verimi tim kosullar altinda 20-32% arasinda degisim gostermis olup, TVFA konsantrasyonunun
degismesi KOI giderim veriminde anlamli bir artis veya azalis géstermemistir. Kiimiilatif hidrojen
hacimleri TVFA konsantrasyonun artmasiyla birlikte artis goéstermistir. 0.5 g/L TVFA
konsantrasyonunda ulagilan maksimum kumdulatif hidrojen hacmi 1326.47 mL olurken daha
yuksek TVFA konsantrasyonlari i¢in Uretilen hidrojen hacimleri sirasiyla 1.5 g/L i¢in 2983 mL,
3.0 g/L icin 4769.52 mL, 4.5 g/L igin 6479.52 mL ve 6.0 g/L igin 10294.75 mL olmustur. Yiksek
TVFA konsantrasyonu ortama daha ¢ok elektron verilmesine ve dolayisiyla daha c¢ok hidrojen
gazinin olusmasina neden olmustur. 7.5 V gerilim altinda ayni stirede gesme suyuna gerilim
uygulanmasi durumunda 40 mL hidrojen olusumu gdézlenmis olup, numune giselerinden elde

edilen hidrojene kiyasla ihmal edilebilir seviyede dlguk olmustur.
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Sekil 23. Kimiilatif Hidrojen, mL (#) ile KOI konsantrasyonunun, g/L (m) farkl substrat

konsantrasyonlarinda zamana gore degisimi.

Farkh TVFA konsantrasyonlarinda elde edilen hidrojen uretim verimi ve hizlariyla enerji ve
TVFA giderim verimleri Tablo 12'de dzetlenmistir. Buna goére birim reaktér hacmi basina uretilen
kimulatif hidrojen hacmi TVFA konsantrasyonunun 0.5’ten 6.0 g/L’ye artmasiyla birlikte 15.6’dan
121.11 mLH,/mL degerine yukselmistir. Ayni sekilde Hidrojen Uretim hizi ve enerji donusum
verimi de TVFA konsantrasyonun artmasiyla birlikte artis géstermistir. En digtik HUH degeri 0.5
g TVFA/L'de 23.68 mLH,/saat iken en yuksek hiz 109.93 mLH,/saat ile 6.0 g/L’de elde edilmigtir.
Birim KOI giderimi basina olusan hidrojen Gretimleri 35-77 LH,/g KOI gibi gok yiiksek degerler
arasinda salinim gdstermis olup, TVFA konsantrasyonu ile uyumlu bir degisim sergilememistir.
Bolim 4.3.1.1°de agiklandigi Gizere gok yiiksek Birim KOI giderimi bagina olugan hidrojen retim
verimlerinin sebebi yuksek iletkenlik nedeniyle suyun elektrolizinden kaynaklanmistir. Deney
baslangicindaki iletkenlik degerlerinin TVFA konsantrasyonunun 0.5ten 6.0 g/L'ye

yukselmesiyle 10.90'dan 73.04 mS/cm de@erine kadar artmis olmasi iletkenligin ne kadar
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yuksek oldugunu gdstermektedir. Tablo 12’de enerji ddnisim verimleri incelendiginde en disuk
verim 17% ile 0.5 gTVFA/L’de gérulurken; verim degerleri 1.5 g/L’de 24%, 3.0 g/L’de 30%, 4.5
g/L’'de 36% ve 6.0 g/L'de 41% olarak elde edilmigtir. TVFA giderim verimiyle basglangic TVFA
konsantrasyonu arasinda mantikh bir degisim gozlenmemigtir. TVFA giderim verimi 22-62%
arasinda degisirken en yuksek TVFA giderim verimi 62% ile 1.5 g/L’de elde edilmistir. Tim

deneylerde olusan gaz igerisindeki hidrojen yizdesi 100% degerine ulasmistir.

Tablo 12. Farkli baslangigc TVFA konsantrasyonlari igin hidrojen Uretim performanslarinin
karsilastiriimasi.

TVFA
Baslangic Verim gideri
TVFA (mLHy/mL HUH m
konsantrasyonu Reaktor Verim (mL verimi  Max.
(g/L) Hacmi (mLH,/gKOI) H,/saat) n (%) (%) Hy (%)
0.5 15.605 77641.20 23.68 17 22.6 98.5
15 35.094 74668.30 52.14 24 62.0 100
3 56.111 59693.61 62.91 30 35.0 100
4.5 76.229 36299.83 79.47 36 51.1 100
6 121.114 46943.90 109.93 41 36.5 100

Yukarida elde edilen sonuglara incelendiginde yuksek baslangic TVFA konsantrasyonuda daha
verimli hidrojen uretiminin gerceklestigi anlasilmaktadir. Elde edilen sonuglar Bolum 4.3.1.3’te
verilen literatlir sonuglariyla kiyaslandiginda birim sivi hacmi basina hidrojen Uretim verimiyle
(121.11 mLHy/mL) hidrojen dretim hizinin (109.93 mLH,/saat) oldukga yuksek oldugu
g6rilmektedir. Buradan 6 g/L baslangic TVFA konsantrasyonunun elektrohidroliz ile hidrojen
dretimi icin en uygun deger oldugu sonucu c¢iktigi icin bundan sonraki bélimde 6 g/L TVFA

konsantrasyonu seviyesinde ¢aligiimistir.

4.3.1.3 pH’nIn Etkisi

Deneyler 300 mL'lik serum giselerinde 85 mL ¢alisma hacminde yapiimistir. Tim sartlarin sabit
tutuldugu deneylerde (TVFA,: 5.52 g/L, KOi,: 9.25 g/L, ortalama iletkenlik: 75 ms/cm) sadece pH
baslangi¢ degerleri pH: 2, pH: 3, pH: 4, pH: 5 ve pH: 6 arasinda degistirilerek pH’nin hidrojen
uretimine olan etkileri arastinimistir. Tam deneyler iki tekrarli yapiimis olup, ayni pH
degerlerinde suya da elektrik akimi uygulanarak sudan kaynaklanan hidrojen dretimi takip
edilmistir.

Sekil 24, Kimulatif Hidrojen hacmi ile KOI konsantrasyonunun farkli pH degerleri igin zamana

gére degisimini gdéstermektedir. Tim pH degerleri icin 38 saatlik deney sonunda KOi
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konsantrasyonu azalis gosterirken kimdlatif hidrojen hacminde artig gértlmustir. KOI giderim
verimleri 25.08-34.05% arasinda degisim gostermis olup, KOI giderimi pHnin 6'dan 2’ye
dusmesiyle artis gostermigtir. Benzer egilim pH ile kuimulatif hidrojen hacimleri arasinda da
gorulmustur. Buna gore farkh pH degerleri igin elde edilen kumdulatif hidrojen degerleri sirasiyla
soyle olmustur; pH:2 icin 8133.62 mL, pH:3 igin 7467.76 mL, pH: 4 icin 6225.10 mL, pH: 5 igin:
5027.49 mL ve pH: 6 i¢in 5396.79 mL.
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Sekil 24. Kimdlatif Hidrojen, mL (#) ile KOI konsantrasyonunun, g/L (m) farkli pH’larda zamana
gore degdisimi.
Farkhh pH degerlerinde elde edilen hidrojen Uretim verimi ve hizlariyla enerji ve TVFA giderim
verimleri Tablo 13’te Ozetlenmigtir. Buna gore birim reaktor hacmi bagina Uretilen hidrojen

hacimlerini ifade eden verimler incelendiginde bu verimlerin pH:2 olan durumda en yuksek

(95.68 mLH,/mL) oldugu ve pH yukseldikge 60 mLH,/mL mertebelerine kadar distigu
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g6rilmustdr. Bunun sebebi dusik pH'da ortamda daha fazla hidrojen iyonunun bulunmasi ve
dolayisiyla daha ¢ok hidrojen gazinin agida ¢ikmasindan kaynaklanmigtir. Tablo13’te gdsterilen
birim KOI giderimi bagina Uretilen hidrojen hacimlerini ifade eden verim degerleri; Bélim 4.3.1.1
ve 4.3.1.2°de aciklandigi Uzere g¢oOzeltilerin yUksek iletkenligi nedeniyle suyun elektrolizinden
kaynaklanan fazla hidrojen gazi nedeniyle ¢ok yilksek degerlerde gikmistir. 25-30 LH,/g KOI
mertebesinde degisen bu verim degerleri pH degerinin dismesiyle ylikselme egilimi géstermistir.
Tablo 13'te farkli pH degerleri icin hidrojen tretim hizlari incelendiginde HUH degerlerinin dalgali
bir seyir izledigi goriilmektedir. HUH degeri hidrojen verimleri ve kiimilatif hidrojen hacimlerinin
aksine dusuk pH’da en diusuk degerde olurken yiksek pH'larda daha ylksek degerler almistir.
En dusik HUH degeri pH:2'de 176.7 mLH,/saat olurken en yiksek HUH degeri pH: 5'te 1096
mLH,/saat olarak bulunmustur. Herbir pH degeri icin TVFA giderim verimleri incelendiginde, bu
verimin pH distikce yukseldigi gortlmustir. Genel olarak TVFA giderim verimleri 30-44%
arasinda degisim gostermis olup, en yuksek TVFA giderimi pH: 2'de elde edilmistir. Tim
sartlarda olusan gaz icgerisindeki hidrojen ylzdesi 100% degerine ulasmistir. Bunun disinda
deney sonu pH degerleri elektrohidroliz esansinda ortamdan hidrojen iyonunun uzaklasmasi
nedeniyle 13’ln Uzerine ¢ikmistir.

Tablo 13.  Farkh pH degerleri icin hidrojen Uretim performanslarinin karsilastiriimasi.

TVFA

Verim Hidrojen giderim Max.

(mLH2/mLReaktér Verim _ Uretim Hizi n verimi H,
pH hacmi) (mLH,/gKOI) (mLH,/saat) (%) (%) (%) PHson
2 95.68 30377.66 176.7 37 43.84 100 135
3 87.85 29781.69 671.5 35 42.03 100 13.6
4 73.23 25341.33 273.31 33 38.40 100 13.1
5 59.14 26055.92 1096.97 29 29.35 100 13.42
6 63.49 26236.21 920.7 36 31.16 100 14.10

Sonug olarak pH parametresi elektrohidrolizde hidrojen Gretimi ve TVFA giderimi acisindan ele
alindiginda distk pH degerlerinde daha verimli sonuglarin elde edildigi gorGimustir. Bunun
nedeni pH degerinin dismesiyle beraber ortamda daha fazla hidrojen iyonunun bulunmasidir.
Bu nedenle pH’si diguk olan karanlik fermentasyon ¢ikis suyuna elektrohidroliz uygulanmasi
daha avantajlidir.

4.3.2 Birlesik Karanlik Fermentasyon ve Elektrohidroliz

Birlesik KF-EH prosesinin amaci, KF ortamina dogrusal elektrik akimi verilerek organik asitlerin
parcalanmasina yardimci olmak ve bu sayede; organik asitlerin neden oldugu mikrobiyal Griin

inhibisyonu etkisini azaltmak, organik asit olusumu nedeniyle sert pH disuslerini dnlemek ve
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¢lkan hidrojen iyonlarindan hidrojen gazini tek reaktérde olusturmaktir. Birlesik KF-EH
prosesinde fermentasyon olayinin devam etmesinden dolay! mikrobiyal ortam sartlarinin uygun
halde tutulmasi esastir. Bu nedenle organik asitlerin hizli pargalanmasini saglamak icin ortama
yuksek elektrik geriliminin verilmesi gibi uygulamalarin yapilmasi mumkdn degildir. Ayrica
ortamdan hidrojen iyonlarinin uzaklastiriimasi neticesinde yukselen pH (pH>10) degerlerinin
kontrol edilerek notral (pH: 6-7) seviyelerde tutulmasi gerekir. Bu durumlar g6z o©nunde
bulundurularak iki set deney yapilmistir. Birinci set deneyde KF esnasinda disen pH degeri
disaridan asit ilavesi yapilmadan ortama elektrik akimi verilerek ayarlanirken ikinci set deneyde
yukselen pH disaridan asit ilavesi yapilarak nétral seviyelerde kontrol edilmistir. Mikrobiyal

faaliyetlerin zarar gérmemesi igin tim calismalar 0-3.0 V gerilim altinda gerceklestirilmistir.

4.3.2.1 Birlesik Karanlik Fermentasyon ve Elektrohidroliz: pH Kontrolii i¢in Digaridan Asit
llavesiz Deneyler

Bu bdlimde sunulan ¢aligsmalarda elektrik gerilimi sadece pH degerinin karanlik fermentasyonda
noétral seviyenin altina dismesi durumunda uygulanmistir. Bu sayede karanlik fermentasyonda

pH kontrolu gerilim ile saglanarak organik asit inhibisyonu etkisinin azaltiimasi hedeflenmistir.

4.3.2.1.1 Uygulanan Voltajin Etkisi

Deneyler 300 mL serum siselerinde 140 mL galisma hacminde 36 °C sicaklikta inkiibatdrde
kesikli igsletme modunda yapilmistir. Substrat olarak kullanilan 50 g/L kagit ati§i ¢ozeltisi 135 °C,
pH:1’de 15 dakika otoklavlanarak elde edilmistir. Tim sartlarin sabit tutuldugu deneylerde
(Glikoz,: 5.1 g/L, KOi,: 5.73 g/L, iletkenlik: 5 ms/cm, elektrotlar arasi mesafe: 0.5 cm) sadece
uygulanan gerilim degerleri 0.25, 0.5, 1.0, 1.50 ve 3.0 V arasinda degistirilerek gerilimin hidrojen
uretimine olan etkileri iki tekrarli deneyler ile arastiriimigtir.

Karanlik fermentasyonda agi olarak Bélum 3.1°’de anlatilan besi ortaminda buydtilen anaerobik
¢amur kultard kullaniimig olup, buyutilen bu gamurdan 14 mL (galisma hacminin %10’u) deney
ortamina asilanmigtir. Gerekli nutrientler Bolim 4.2.3’te belirlenen optimum sartlar kullanilarak
ayarlanmistir (C/N/P/Fe: 100/5/9/0.28). ilaveten ortama 20 mgL MgSO,.7H,O, 50 mg/L L-
cysteinHCL ve Brom Cresol pH boya indikatéri konulmustur. Ortama elektrik akimi pH degerinin
6.8’'in altina dusmesiyle gozlemlenen renk degisimine goére yapilmigtir. Zira brom-krezol
indikatort pH degerinin 6.8’in altina diismesi durumunda mordan yesil-sari renge dénmektedir.
Genel olarak pH'nin ylkselmesi yiuksek gerilim degerlerinde ortamdan daha fazla hidrojen

iyonunun uzaklastiriimasindan dolayi daha hizli olmustur.
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Sekil 25, Kimulatif Hidrojen hacmi ile KOI konsantrasyonunun farkli gerilimler altinda zamana
gére degisimini gdstermektedir. Buna gdre her bir voltajda elde edilen hidrojen Uretimi ve KOI
giderimi farkli olmustur. KOI giderim verimleri voltajin 0.25'ten 3.0 V’a ylikseltiimesiyle birlikte
30.00’dan 44.22%’a kuguk yukselmeler ile artmistir. Bunun yaninda kimdlatif hidrojen hacimleri
gerilimin 0.25 V'den 1.50 V’a ylkseltiimesiyle 10.714 mL’den 32.43 mL’e ¢ikmig fakat 3.0 V’ta
21.967 mL degerine digmugtir. Bunun nedeni 1.5 V Uzerindeki gerilimin mikroorganizmalar
Uzerindeki olumsuz etkisi ile agiklanabilir. pH degeri tUm siselerde 5-7 arasinda kontrol edilerek

uygun seviyelerde tutulmustur.

]
[=2]

25 6
10 5% |
~ 8 20 5

E g 43 y
= s 2 E L4
f o E“ 15 -
5 6 33 = 3
=1 o ]
£ s B
24 22 5 -2
= h'a
2 0.25V ' 5 | 05V 1
0¢ 0
0 50 100 150 200 0 ‘ T ‘ 0
Zaman (saat) 0 50 Zam;r??saat) 150 200
40 6
50 6
35 i 5 45 5
3 L5
30 Qo 40
4z )
E2 7 E % -4
o
T2 ag 301
215 § 52 I
; 2 E g 20 -
¥ =y : 2
i 1oV 2 25 1.50 V
5 10 1
0 0 5
0 50 100 150 200 0 : . 0
Zaman (saat) 0 50 100 150
Zaman (saat)
25 6
é Fe b
* ¢ * 5
20 =
= o
E r4g
15 z
£ Y-
e ’3
£ 10 %
< F22
5 i 1%
3.0V
0 : : : : : : 0
0 20 40 60 80 100 120 140

Zaman (saat)

Sekil 25. Kiimilatif Hidrojen, mL (¢) ile KOI konsantrasyonunun, g/L (m) farkli gerilimler altinda
zamana gore degisimi.
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Birlesik KF-EH’da farkh gerilimler altinda hidrojen uretim verimi ve hizlariyla hidrojen yuzdeleri
Tablo 14’te verilmistir. Buna goére hidrojen Uretim verimleri ve hidrojen Uretim hizi gerilimin
0.25'ten 1.50 V’a yukseltiimesiyle artmis fakat 3 V gerilimde diasmustir. En dusik hidrojen
verimleri 0.25 V'ta 49.05 mLH./gKOI ve 0.237 molH,/mol glikoz olarak elde edilirken en yiiksek
verimler 1.5 V'ta 192.77 mLH,/gKOi ve 0.516 molH,/mol glikoz olarak elde edilmistir. Goérildiugi
gibi bu degerler karanlik fermentasyon teorik hidrojen verimleri olan 4 molH,/mol glikoz ve 550
mLH./g KOI degerlerinden oldukga diisiik cikmistir. Tek basina KF’dan daha yiiksek verimlerin
beklendigi birlesik KF-EH sisteminde dusik hidrojen verimlerinin elde edilmesinin sebebi asit
hidrolizinden kaynaklanan yiksek sulfat konsantrasyonu ve vylksek iletkenlik degerlerinin
mikrobiyal aktiviteyi limitlemesinden veya anaerobik ¢amur igerisinde hidrojen gazi tiketimine
neden olabilen homoasetojen bakterileri Gremesinden kaynaklanmis olabilir. Zira pH degerleri ve
diger kosullar (substrat konsantrasyonu, sicaklik, nitrient dengesi vb.) karanlik fermentasyon
icin ideal durumda tutulmustur. Hidrojen Uretim hizi da gerilimin 0.25 Vtan 1.50 V’a
arttirlmasiyla 0.354 mLH,/saat'ten 1.270 mLH,/saat degerine ylkselmis 3.0 V'ta ise azalarak
0.844 mlLH,/saat degerine dusmustir. Birlesik KF-EH deneylerinde enerji dénisim verimi
hesaplanamamistir, bunun nedeni hidrojen Uretimine hem KF hemde EH’in ayni ortama es
zamanli katki saglamasidir. KF ¢ikis suyuna gerilim uygulandigi ardigik KF-EH’de Uretilen
hidrojen sadece EH kaynakh oldugu icin enerji donligum verimi hesap etmek mumkundur ancak
birlesik sistemde bu ayrim yapilamamistir. Reaktdrlerde olusan maximum hidrojen ylGzdeleri
incelendiginde, hidrojen yuzdesinin 0.25 V’tan 1.00 V’a kadar artis gosterdigi daha yuksek

gerilimlerdeyse dustigu gorilmuastir.

Tablo 14. Farkh gerilimler altinda hidrojen dretim performanslarinin karsilagtiriimasi.

Gerilim  Kumulatif Verim Verim HUH

(Voltaj) Hpo(mL)  (mLH,/gKOIl) (molHy/mol glikoz) (mLH,/saat) Max. H, (%)
0.25 10.714 49.05 0.237 0.354 8.4
0.50 18.179 75.49 0.309 0.592 18.21
1.00 32.431 142.11 0.511 0.899 31.12
1.50 42.102 192.77 0.516 1.270 23.94
3.00 21.967 72.64 0.280 0.844 12.58

Literatirde KF ortamina dogrusal elektrik akimi uygulayarak pH kontroline yonelik galisma
yer almadigi icin sonuglar kiyaslanamamistir. Ancak, buna ragmen verimlerin KF’den dusik
cilkmasi, asit hidrolizinden kaynaklanan inhibitor maddelerin karanlik fermentasyon

performansini olumsuz yonde etkiledigini disindurmektedir. Uygulanan gerilimin hidrojen
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uretimine olan etkilerinin arastirildigr bu bélimde en uygun gerilimin 1.0 V olmasina karar
verilmigtir. Bunun nedeni 1.0 V Uzerindeki gerilim degerlerindeki hidrojen Uretiminde KF dan
ziyade EH ile hidrojen Uretiminin oldugu sonucuna variimasi olmustur. 1.0 V gerilimde elde
edilen sonuglar 1.5 V’a yakin olup, gerilimin 1.5 V’a yukseltimesi ¢ok buyuk bir fark
yaratmamistir. Bu nedenle bundan sonraki bdlimlerde yapilan g¢alismalarda 1.0 V gerilim

kullaniimistir.

4.3.2.1.2 Baslangi¢ Substrat Konsantrasyonunun Etkisi

Deneyler 300 mL serum siselerinde 100 mL galisma hacminde 36 °C sicaklikta inkiibatorde
kesikli isletme modunda yapilmistir. Bir 6nceki bolimden farkli olarak bu asamada substrat
hazirh@i icin kullanilan 200 g/L kagit atigi ¢ozeltisi 105 °C'de %5’lik H,SO, ile de 210 dakika
otoklavlanarak elde edilmistir. Bunun nedeni bu deney icin 30-40 g/L gibi yiksek seker iceren
substrat c¢ozeltilerine ihtiyac duyulmasidir. Otoklavlanan substrat, icerisindeki 5-HMF'nin
giderilmesi icin bolim 4.1’de anlatildigi gibi aktif karbon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra bu
¢Ozelti, silfat iyonlarinin giderimi igin pH: 10.5, 50 °C, 150 rpm’de iki saat slreyle Ca(OH), ile
isleme tabi tutulmustur. Asi ve nitrient ilavesi ile pH kontroli Bolim 4.3.2.1.1.1’de anlatildidi
sekilde yapiimistir. TUm sartlarin sabit tutuldugu deneylerde (Gerilim: 1.0 V, pH: 6.8, V,: 100 mL,
elektrotlar arasi mesafe: 0.5 cm) sadece baslangi¢ substrat (glikoz) konsantrasyonu 5.0 g/L,
10.0 g/L, 20.0 g/L, 30.0 g/L ve 40.0 g/L arasinda degistirilerek substrat konsantrasyonunun
hidrojen Uretimine olan etkileri iki tekrarli deneyler ile arastiriimistir.

Kiumdlatif Hidrojen hacmi ile KOI konsantrasyonunun farkli substrat konsantrasyonlari igin
zamana gore degisimi Sekil 26’te gosterilmigtir. Genel olarak bakildiginda tim kosullar altinda
KOI konsantrasyonun azalmasiyla birlikte kiimilatif hidrojen hacminde artis gorilmiistir. KOI
giderim verimi 27.40-54.55% arasinda degisirken en yilksek KOI giderimi 30 g/L’de elde
edilmigtir. Kimdlatif hidrojen hacimleri substrat konsantrasyonun artmasiyla birlikte artis
gostermistir. Buna goére farkh substrat konsantrasyonlarinda 5 g/L icin 5.11 mL, 10.0 g/L igin
16.21 mL, 20.0 g/L igin 39.5 mL, 30 g/L i¢in 42.66 mL ve 40.0 g/L igin 44.45 mL H, olugsmustur.
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mL (¢) ile KOI konsantrasyonunun, g/L (m) farkli substrat

Farkh substrat konsantrasyonlarinda hidrojen Uretim verimi ve hizlariyla azami hidrojen

yiizdeleri Tablo 15'te sunulmustur. Buna gdre birim KOI veya glikoz tiiketimi basina olusan

hidrojen Uretimleri substrat konsantrasyonunun 5'ten 20 g/L’ye ¢ikmasiyla birlikte artmis ve daha

yuksek substrat konsantrasyonlarinda dismustir. En ylksek hidrojen verimleri 20 g/L’de

sirasiyla 68.47 mLH./g KOI ve 0.175 molH,/mol glikoz olarak elde edilmistir. Hidrojen Uretim

hizlar
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yukseltiimesiyle 0.186 mLH,/saat'ten 0.85 mLH,/saat mertebesine c¢iktigi ve daha ylksek
substrat konsantrasyonlarinda fazla degismedigi goérdimustar. Olusan biyogaz igerisindeki
hidrojen ylzdesi substrat konsantrasyonun artmasiyla birlikte artmistir ancak %50’nin Uzerine

¢clkamamigtir.

Tablo 15. Farkh substrat konsantrasyonlari icin hidrojen Uretim performanslarinin
karsilastiriimasi.

Substrat )
Konsantrasyonu Kuamulatif Verim Verim HUH
(g/L) H, (mL) (mLH,/gKOI) (molH,/mol glikoz) (mLH,/saat) Max. H, (%)
5 5.1145 25.31 0.091 0.186 9.62
10 16.213 42.66 0.160 0.504 12.90
20 39.508 68.47 0.175 0.842 27.82
30 42.656 26.84 0.133 0,943 27.27
40 44.4485 31.83 0.094 0.852 36.19

Yukarida elde edilen sonuglar irdelendiginde birlesik KF-EH icin 20.0 g/L’nin en uygun baslangig
substrat konsantrasyonu olugu anlasiimaktadir. Daha ylksek substrat konsantrasyonlarinda

ortama elektrik akimi verilmesi KF’da verim artis1 ydnunde bir iyilegtirme saglayamamistir.

4.3.2.1.3 Elektrot Araliginin Etkisi

Deneyler 300 mL serum siselerinde 70 mL galisma hacminde 36 °C sicaklikta inkiibatorde
kesikli isletme modunda yapilmigtir. Tim sartlarin sabit tutuldugu deneylerde (Gerilim: 1.0 V, pH:
6.5, Substrat,: 21.44 g/L) sadece iki elektrot arasindaki mesafe 0.30 cm, 0.50 cm, 0.80 cm, 1.0
cm ve 1.30 cm arasinda degistirilerek bu mesafenin birlesik KF-EH’de hidrojen Gretimine olan
etkileri iki tekrarli deneyler ile arastinimigtir. Diger deney kosullari (asi, nutrient ilavesi vb.)
Bolim 4.3.2.1.3te verilen sartlarin aynisi olarak tutulmustur.

Kumdlatif hidrojen hacmiyle KOI konsantrasyonun zamana gdre farkli elektrot mesafeleri igin
degisimi Sekil 27'te dzetlenmistir. Buna gére KOI giderimleri ve hidrojen olugumlari farkli
seviyelerde gerceklesmistir. Elektrot arasi mesafenin 0.3'ten 0.5 cm’e yuUkseltiimesiyle birlikte
kimdulatif hidrojen 39.77'ten 104.48 mL’e ylkseldikten sonra daha blylk mesafelerde azalarak
80 mL civarinda sabitlenmistir. Diger taraftan KOI giderim verimleri 26.12-39.74% arasinda

degisim gostermekle birlikte elektrot mesafesine gére mantikh bir seyir izlememistir.
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Sekil 27. Kimdlatif Hidrojen, mL (#) ile KOI konsantrasyonunun, g/L (m) farkli elektrot mesafeleri

altinda zamana gore degisimi.

Farkli elektrot mesafelerine gbére hidrojen Uretim performansina ait veriler Tablo 16’da

sunulmustur.

Buna gore hidrojen uretim verimleri elektrot arahiginin 0.3'ten 0.5 cm'ye

arttirlmasiyla yukseldikten sonra daha yuksek mesafelerde hemen hemen ayni degerleri

almistir. Hidrojen Uretim hiziysa 1.45 ile 2.10 mLH,/saat arasinda dalgali bir degisim

gostermistir. Reaktorlerde gozlemlenen en yuksek hidrojen yUzdeleri hidrojen Uretim verimiyle

ayni seyri izlemistir. Buna gore elektrot arasi mesafenin 0.3 cm’den 0.5 cm artmasiyla hidrojen

yuzdesi 28.24’ten 52.10’a ylkselmis olup, daha uzak mesafelerde biraz dusus gostererek 45%

civarinda sabitlenmistir.
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Tablo 16. Farkl elektrot mesafeleri altinda hidrojen Gretim performanslarinin karsilastiriimasi.

Elektrot

araligi Kamaulatif Verim _ Verim HUH Max. H,
(cm) H, (mL) (mLH,/gKOI)  (molH,/molglikoz) (mLH,/saat) (%)
39.777
0.3 5 66.69 0.231 1.45 28.24
104.14
0.5 8 225.42 0.624 1.85 52.10
0.8 82.808 271.32 0.505 1.46 43.51
1 90.212 230.13 0.549 2.1 47.36
1.3 80.93 244.42 0.456 1.95 48.89

Buradan elektrotlar arasi mesafenin 0.3’'ten 0.5 cm’ye c¢ikartiimasinin hidrojen Uretimine katkisi
oldugu fakat daha uzak mesafelerin ¢ok etkili olmadigi sonucuna variimistir. Zira elektrotlar arasi
mesafenin uzamasi anottan ¢ikan elektronlarin katota ulasma mesafesini uzattigindan hidrojen
uretim performansini olumsuz etkilemis olma ihtimali ylksektir. Mevcut sonuglar incelendiginde

0.5 cm mesafenin en ideal uzaklik oldugu sonucuna varilmistir.

4.3.2.2 Birlesik Karanlik Fermentasyon ve Elektrohidroliz: pH Kontroli i¢in Digaridan Asit
llaveli Deneyler

Bu bolimde sunulan ¢aligmalarda KF ortamina surekli dogrusal elektrik akimi uygulanarak
hidrojen Uretimi arastinlmigtir. Ortamdan hidrojen iyonu uzaklastiriimasiyla birlikte yukselen pH

degderleri digaridan 5 M silfurik asit ilavesiyle nétral seviyelerde kontrol edilmistir.

4.3.2.1.1 Uygulanan Voltajin Etkisi

Deneyler 300 mL serum sigelerinde 60 mL ¢alisma hacminde kesikli isletim modunda yapiimistir
(Glikoz,: 15.68 g/L, pH,: 6.4). Kimdulatif hidrojen hacminin farkli gerilim degerleri icin zamana
gore degisimi Sekil 28’de gosterilmigtir. Buna gore kumdulatif hidrojen hacmi uygulanan gerilim
degerinin 0.25'ten 1.5 V’a yukseltimesiyle artmigtir. Gerilim degerinin 1.5 V’tan disuk
tutulmasinin nedeni suyun elektrolizi ile olusabilecek ilave hidrojen Uretimlerini minimize etmek
olmustur. Buradaki amag, karanlik fermentasyon esnasinda olugan organik asitlerden elektroliz
ile eszamanli hidrojen olusumunu saglamak, bu sayede mikroorganizmalar Gzerinde organik asit

birikimi sonucu olusabilecek Urln inhibisyonu ve ani pH dususlerinin inhibisyon etkisini
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azaltmaktir. Sekil 28’den de goruldugu gibi 0.25 ve 0.50 V gerilim degerlerinin hidrojen tretimine
olan katkisi dusik seviyede olurken 1.00 ve 1.50 Volt gerilimleri daha ylksek hidrojen
olusumunun elde edilmesini saglamistir. Burada en yuksek kumdulatif hidrojen hacmi 501.35 mL
ile 1.5 V’ta kaydedilmistir. 1 V’luk gerilimde uretilen hidrojen hacmi 468 mL olup, 1.5 V ile hemen

hemen yakin olmusgtur.
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Sekil 28. Kimulatif hidrojen hacminin farkl gerilim degerleri icin zamana goére degisimi. 0.25 V
(A), 0.5V (D), 1.0V (e), 1.5V (e).

Hidrojen Uretim verimi ve hizinin uygulanan gerilime gore degisimi Sekil 29°'da gdsterilmigtir.
Dikkat edilirse hidrojen verimi ve hizi uygulanan gerilimin 0.25'ten 1.0 V’a yukseltiimesiyle artis
gOstermis daha yuksek gerilimlerde ise dusmustur. En yuksek hidrojen verimi ve hiz degerleri
1.0 V'ta sirasiyla 5.92 molH,/mol glikoz ve 9.48 mLH,/saat olarak elde edilmistir. 1 Volt gerilim
altinda hi¢c mikroorganizma asisi yapiimayan kontrol deneyinde elde edilen verim ve hiz
degerleri 3.97 molH,/mol glikoz ve 6.35 mLH,/saat olmustur. Bu sonuglardan goéruldigu gibi
karanlk fermentasyon ortamina elektrik geriliminin uygulanmasi hidrojen verim ve hizinda ciddi
artiglar saglamigtir. Ayrica verim degerinin 4 molH,/mol glikoz tzerine ¢ikmasiyla projede vaat
edilen hedefe ulagiimigtir. Daha ylksek gerilim degerlerinde verim ve hiz degerlerinin dismesi
1.0 V’tan ylksek gerilimin mikroorganizmalar Uzerinde negatif etki yapmis olmasindan

kaynaklanmis olabilir.
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Sekil 29. Hidrojen Uretim verimi (molH,/mol glikoz) (o) ve hizinin (mLHJ/saat) (A) uygulanan

gerilime gore degisimi.

4.3.2.1.2 Uygulanan Voltaj Periyodunun Etkisi

Karanlik fermentasyon ortamina 1 V’luk gerilim uygulanmasi durumunda en ylksek hidrojen
uretim verimi ve hizlarinin tespit edilmesinin ardindan ayni gerilim degerinin farkli zaman
periyotlarinda hidrojen Uretimine olan etkileri incelenmigstir. Bu kapsamda 1.0 V gerilim altinda
dort farkli periyodun etkileri arastirilmistir. Deneyler 300 mL serum siselerinde 60 mL g¢alisma
hacminde kesikli isletim modunda yapiimigtir (Glikoz,: 18.99 g/L, pH,: 6.83).Buna gore farkh
zaman periyotlari i¢in kimdlatif hidrojen hacminin zamana gdre degisimi Sekil 30°da
gOsterilmistir. Burada belirtilen 3/3, 6/6, 12/12 ve 24 degerleri dogrusal gu¢ kaynaginin agik ve
kapall oldugu saatleri belirtmektedir. Ornegin 3/3 ifadesi, sisteme 3 saat sureyle 1.0 V gerilim
uygulandiktan sonra 3 saat uygulanmadidini anlatmaktadir. 24 rakami ise sistemin deney
sonuna kadar 1.0 V’luk gerilime tabi tutuldugunu ifade etmektedir. Burada sunulan deneyin Sekil
28’de sonuclari sunulan deneylerden farki baglangi¢ glikoz konsantrasyonunun 15 g/L olmasidir.
Sekil 30 incelendiginde hidrojen Uretiminin  tim sartlar icin sdrekli artis gOsterdigi
anlasilmaktadir. 3/3, 6/6 ve 12/12’lik zaman periyotlarinda Uretilen kimdulatif hidrojen hacimleri
hemen hemen ayni degerde (450-500 mL) olurken, surekli gerilim altinda tutulan deneyde
bunun yaklasik iki kati gaz ¢ikisi (1035 mL) elde edilmigtir. Tim kosullarda hidrojen Uretimi

elektrik akimiyla birlikte baslamis olup, herhangi bir adaptasyon siresi yasanmamistir.
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Sekil 30. 1 Volt gerilim altinda farkli zaman periyotlari icin kiimulatif hidrojen hacminin zamana
goére degisimi. Uygulanan gerilim periyotlari (Gerilimin agik oldugu sure (sa)/Gerilimin kapal
oldugu slre (sa)): (¢) 3/3, (n) 6/6, (A) 12/12, (o) 24.

Farkh zaman periyotlarinda uygulanan 1.0 V’luk gerilim i¢in elde edilen hidrojen Uretim verimi
sonuglari Sekil 31’de gosterilmistir. Buna gore hidrojen uretim verimi degerleri 4.69 ile 11.59
molH,/mol glikoz arasinda olmustur. 3/3, 6/6 ve 12/12 saatlik periyotlar igin elde edilen verimler
5 ile 6 molHy/mol glikoz arasinda degisirken, surekli gerilim uygulanmasi durumundaki verim

degeri 11.59 molH,/mol glikoz olmustur.
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Sekil 31. 1 Volt gerilim altinda Hidrojen veriminin farkli zaman periyotlari icin degisimi.

Farkli zaman periyotlari igin elde edilen hidrojen Uretim hizi degerleri Sekil 32’de sunulmustur.
Buna goére hidrojen Uretim hizlari 3/3 periyotluk uygulamadan 6/6 peryiyoda gegince 5.23
mLH,/saat degerinden 3.82 degerine dlstikten sonra daha yiksek gerilim uygulama
periyorlarinda yukselerek 8.9 mLH,/saat degderine ulasmistir. Bu sonuglara gore en verimli

hidrojen Uretiminin 1.0 V’luk gerilimin sirekli uygulanmasi neticesinde elde edildigi sdylenebilir.
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Sekil 32. 1 Volt gerilim altinda Hidrojen uretim hizinin farkli zaman periyotlari igin degisimi.
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Suarekli olarak 1.0 V’luk gerilim altinda tutulan deney igin kumdulatif hidrojen hacmi ile glikoz,
KOI ve TVFA konsantrasyonlarinin zamana gére degisimi Sekil 33'te gésterilmistir. Buna gére
KOI ve glikoz konsantrasyon degerleri es zamanli olarak tiketilirken TVFA konsantrasyonu 1
g/L'nin altinda sabit degerde seyretmistir. Ayni kosullar altinda c¢aligtirilan agisiz kontrol
deneyine ait kumulatif hidrojen hacimlerinin zaman goére degisimi (e) isareti ile gosterilmigtir.
Dikkat edilirse mikroorganizmanin bulundugu deney ortamina 1.0 V’luk elektrik akiminin

uygulanmasi hidrojen Uretiminde ciddi artis saglamistir.
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Sekil 33. (o) Kiimiilatif hidrojen hacminin (mL), (m) glikoz (g/L), (A) KOI (g/L), (¢) TVFA (g/L)
konsantrasyonlarinin zamana gore degisimi (Deney ortamina 1 Volt gerilim surekli verilmig olup,
kontrol sisesinde Uretilen kimdulatif hidrojen hacminin (mL) zamana goére degisimi de (e) ile

gOsterilmistir).

5. SONUG ve ONERILER

Karanlik fermentasyon ile hidrojen Uretimi icin literatirde belirtilen optimum seker
konsantrasyonu 20 g/L olup, bu seker ¢dzeltisinin atik kagit havlularin asit hidrolizi ile elde
edilebilecegdi belirlenmistir. Yapilan deneysel ¢alismalarin sonucunda en yuksek 32.17 g/L seker
konsantrasyonuna 121 °C, pH: 0 ve 180 dakika otoklav islemi ile ulagiimistir. 32.17 g/L’lik seker

surubunun elde edilmesi pH’nin nétralizasyonu esnasinda meydana gelecek seyreltmeyi
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dengelemekte ve karanlik fermentasyon icin gerekli olan minimum 20 g/L’lik seker surubunun
saglanmasini garanti etmektedir.

Asit hidrolizinde kullanilan kagit/sivi oraninin, pH ve sirenin seker olusumu Uzerinde
onemli etkileri oldugu sonucuna varilmigtir. Kagit miktarinin arttirilmasi, pH’nin distrilmesi ve
hidroliz ~ suresinin  uzatiimasi seker surubundan elde edilen glikoz ve 5-HMF
konsantrasyonlarinda artiga neden olmustur. 200 mg/L ve uzeri 5-HMF konsantrasyonunun
toksisiteye sebep oldugu ve bu nedenle fazla HMF’nin ortamdan uzaklastiriimasi gerektigi
anlasiimistir. Bunun icin iki basamakli aktif karbon uygulamasinin etkili sonuc¢ verdigi
belirlenmisgtir.

Kagit atigindan belirli konsantrasyonda ¢ozelti hazirlamanin, kagit atiginin yiksek su
emme 06zelligi nedeniyle yanhgliklara sebep oldugu bu nedenle belirli miktar kagit Gzerine belirli
miktar asit c¢ozeltisinin ilave edilmesi prensibine dayanan kagit/sivi orani parametresinin
kullaniminin deneylerde daha guvenilir oldugu anlasilimistir.

Asit hidrolizi ile kagit atigindan seker eldesi mumkidn olmasina ragmen, hidrolizatta
yuksek seviyelerde silfat ve 5-HMF konsantrasyonlarinin olusmasi bu ¢oézeltinin KF 6ncesi ilave
aritimlara tabi tutulmasini gerektirmektedir. Ayrica pH ayarlamasi sonucu ortamda fazla
miktarda tuz olusumu meydana gelmekte, iletkenlik degerleri mikrobiyal faaliyetler i¢in ylksek
seviyelerde kalmaktadir. Tum bu faktorler dikkate alindiginda asit hidrolizinin KF igin substrat
hazirlamada tek basina kullaniminin verimli sonuglar vermedigini, olumsuzluk yaratan Grtnlerin
giderimi icin ilave proseslerin beraberinde kullaniimasi gerektigini gindeme getirmistir. Bu
nedenle ylksek selliloz iceren pecete atigindan seker eldesi igin inhibitdr madde olusumuna
sebep olmayan bir veya daha fazla 6n islem basamaginin kullaniimasi avantajlar saglayacaktir.

Kagit atigindan karanlik fermentasyon ile hidrojen Uretiminde en ideal biyokutle
konsantrasyonunun 0.875 g/L oldugu ancak 0.1 g/L ile de yakin sonugclar elde edildigi i¢in 0.1
g/L’'nin kullanilabilecedi sonucuna varilmigtir. Teorik 4 mol H,/mol glikoz dederinin yaklasik
dortte birine karsilik gelen verim degeri ile hedeflenen seviyeye ulasamamigtir. Dusuk hidrojen
uretim veriminin elde edilmesinin nedenleri arasinda, hidrolizat icerisinde ndétralizasyon islemi
sonrasinda olusan asiri tuz miktari veya asi camuru icerisinde hidrojen tuketimine neden olan
homo-asetojen turi mikroorganizmalarin varhgi, iz element ve vitamin eksikligi nedeniyle
enzimatik faaliyetlerin verimsiz kaligi sayilabilir. Hidrolizat igerisindeki 5-HMF miktari O mg/L’ye
indirildigi i¢cin 5-HMF’nin toksik etki yapma ihtimali bulunmamaktadir. Bu galismada 0.875 g/L
baslangi¢ biyokltle ve 7 g/L olan seker konsantrasyonunda biyokutle/substrat oraninin 0.125

cikmasi literatr ile uyum gostermistir. En yuksek hidrojen verimi 0.875 g/L biyokutle
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konsantrasyonu igin 0.927 mol H,/mol glikoz olarak ¢ikmasina ragmen, karanlik fermentasyonda
0.1 g/L’nin biyokutle konsantrasyonu onerilmesinin nedenleri; 0.1 g/L biyokutle konsantrasyonu
icin elde edilen 0.905 mol H,/mol glikoz olan verim degerinin en yiksek 0.927 mol H,/mol glikoz
verim degerine g¢ok yakin olmasi, SHUH degerinin 0.1 g/L igin en yilksek dederde olmasi
(188.81 mLH,/g. saat) ve dusiuk seviyedeki biyokiutle kullaniminin buyldk reaktorlerin
igletiimesinde saglayacagi kolayliktir.

Hidrojen uretim veriminin 0.875 g/L biyokutle konsantrasyonuna kadar artis gosterdikten
sonra daha ylksek biyokitle konsantrasyonlarinda disis gdstermesi; ayni sekilde kimiilatif
hidrojen hacminin 0.5 g/L biyokitle konsantrasyonundan sonra dismesi; X/S, orani (X./S:
baslangi¢ biyokitle/substrat konsantrasyonu orani) ve kullanilan asi ¢amurunun mikrobiyal
icerigi ile aciklanabilir. Bu calismada X,/S, orani, baslangi¢ biyokutle konsantrasyonun 0.1’den to
6 g/L'ye cikartiimasiyla birlikte 0.013'dan 0.743'ye lineer olarak artmistir. Kimudlatif hidrojen
hacmi ve hidrojen Uuretim veriminin belirli bir biyokitle konsantrasyonundan sonra disus
goOstermesi, ortamda birim biyokultle miktari basina ¢ok fazla miktarda substrat olmasindan
kaynaklanmis olabilir. Zira bu durum metaboilk yollacin hidrojen Uretiminden daha farkh bir Grin
uretimine (alkol, organik asit vb.) gegcmesine yol acmis olabilir. Ayrica asi gamurunda hidrojen
tuketimine neden olabilecek homo-asetojen tlru bakterilerin bulunmasi olasiligi, bu bakterilerin
miktarinin biyokitle konsantrasyonunun artmasiyla birlikte artmasina dolayisiyla yuksek
baslangi¢ biyokitle konsantrasyonlarinda daha distk hidrojen gazinin agiga ¢ikmasina neden
olmus olabilir. Bunlarin disinda bir diger neden yuksek biyokitle konsantrasyonlarinda TVFA
dretiminin hizli ve ¢ok olmasi olmasi sert pH disuUslerinin yasanmasina ve mikrobiyal hidrojen
dretiminin olumsuz yodnde etkilenmis olmasina sebep olabilir.

Kagit atigindan karanlik fermentasyon ile hidrojen Uretiminde en ideal baslangi¢ substrat
(glikoz) konsantrasyonunun 21.33 g/L oldugu sonucuna ulagiimistir. Bu asamada elde edilen en
yuksek hidrojen Gretim verimi ve spesifik hidrojen Uretim hizi sirasiyla 0.498 molH,/mol glikoz ve
226.67 mLH,/g biyokutle.saat olmustur. 21.33 g/L’nin altindaki substrat konsantrasyonlari
mikrobiyal substrat limitlemesine neden olurken daha yuksek substrat konsantrasyonlari substrat
inhibisyonuna neden olmustur. Elde edilen verim degerinin teorik verimin yaklagik onda birine
esit cikmasinin temel nedenleri arasinda yukarida bahsedilen asit hidrolizi sonucunda substratta
olusan inhibitor maddelere veya asi c¢amuru igerisinde hidrojen tiuketimine neden olan
mikroorganizmalara baglanabilir.

Atik kagit havlu hidrolizatindan karanlik fermentasyon ile hidrojen uretiminde optimum

C/N/P oraninin hidrojen Uretimi verimi ve spesifik hizina olan etkileri incelenmis ve en uygun
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sartlarin C/N/P: 100/5/9 oraninda elde edildigi sonucuna varilmigtir. C/N/P oraninin 100/5/9
oraninda tutulmasi halinde elde edilen en yilksek hidrojen (retim verimi ve SHUH degerleri
sirasiyla 0.525 molH,/mol glikoz ve 243.14 mLH,/g biyokdtle.saat olmustur. Literatlirde karanlik
fermentasyon ile hidrojen Uretimi igin 6nerilen optimum C/N/P oranlari, kullanilan substrat ve
mikrobiyal as ile azot ve fosfor kaynaklarina gore farkliliklar gostermektedir. Buna gore farkh
substrat ve asilar icin KOI/N oranlari 10-73 arasinda degisirken KOI/P oranlari 73-970 arasinda
degisim gosterebilmektedir (Hawkes vd. 2007). Atik bugday tozundan karanlik fermentasyon ile
hidrojen Uretiminin yapildidi bir calismada optimum C/N ve C/P oranlari sirasiyla 200 ve 1000
olarak rapor edilmistir (Argun vd. 2008b). Bu calismada elde edilen en uygun C/N/P oranlari da
kullanilan hidrolizat ve asiya goére spesifik olup tekrarlanabilir sonuglar vermistir.

KF basamagindan hidrojen Uretiminde daha verimli sonuglarin elde edilebilmesi igin
gelecekte asi kultiri olarak yuksek iletkenlik ve tuz konsantrasyonuna dayanikli
mikroorganizmalar ile denemeler vyapilabilir. Asit hidrolizatinda olusan toksik drtnler
belirlendikten sonra bunlarin giderimi yapilarak elde edilen aritiimis glikoz ¢ozeltisi KF'da
hidrojen Uretimi icin kullanilabilir. Deneyler kesikli isletme modu yerine kesikli beslemeli (fed-
batch) isletme modunda veya immobilize sistem ile yapilabilir. Zira bu prosesler toksik madde
inhibisyonlarina karsi mikroorganizmalarin daha az zarar gérmelerine imkan vermekte, yogun
mikroorganizma konsantrasyonu ile reaksiyon hizinin artmasini saglayabilmektedir.

Bu projenin karanlik fermentasyon basamaginda elde edilen en ylksek hidrojen Uretim
verimi 0.927 mol H,/mol glikoz olup, bu sonu¢ mezofilik isletme sartlarinda elde edilmistir (36
°C). Literatlre bakildiginda degisik sicakliklarda farkli substrat ve asi kiltirleri kullanilarak farkli
hidrojen Uretimlerinin oldugu goérilmektedir. Psikrofilik (0-20 °C) (Debowski vd., 2014), mezofilik
(30-40 °C)(Das ve Veziroglu, 2001) ve termofilik (40-60 °C) (Zhang vd., 2015) sartlarda rapor
edilen g¢alismalar arasinda en yiksek hidrojen verimi saglayan sonuglarin termofilik kosullarda
(Zeidan ve Van Niel, 2009; Zeidan vd., 2010) elde edildigi rapor edilmektedir. Literatirde
mezofilik fermentasyon ile hidrojen Uretimi Uzerine yapilan ¢alismalar termofilik prosese gore
daha yaygindir. Bunun sebebi mezofilik sartlarin daha az enerji gerektirmesi (Hniman vd., 2011)
ve mezofilik sartlarda hidrojen uretebilen bakteri popllasyonunun daha ¢ok olmasidir. Termofilik
sartlarda daha yuksek hidrojen verimlerinin elde edilmesinde hidrojen tiketimine neden olan
bakterilerin inhibe olmasi ve bakteriyel aktivitenin daha hizli gergeklegsmesinin etkili oldugu
dusunulmektedir (Karadag, 2011). Tablo 17 farkli sicaklik degerlerinde hidrojen Uretimi igin
literaturde gergeklestirilen KF deneylerinden bazilarini 6zetlemektedir. Buna gore hidrojen uretim

performansi, kullanilan substrat ile asi kiltrine bagh olarak degisiklik gdstermektedir.
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Tablo 17. Farkh sicaklik degerlerinde hidrojen uretimi icin gerceklestirilen KF deneyleri.

Sicaklik  Asi kaltura Substrat Hidrojen verimi  Hidrojen Referans
dretim hiz
(mLH,/saat)
25 °C Polaromonas Glikoz 1.57 mol Hy/mol 0.62 Alvarado-
jejuensis JS12-13 (20 g/L) glikoz Cuevas vd.
tara ile %98 (2014)
benzer G024 tird
20 °C Rahnella aquatilis Peyniralti - 0.15 Debowski vd.
tar 7 tozu (2014)
(10 gKOI/L)
25°C Clostridium sp. 6A- Glikoz 0.48 mol H,/mol 29 Cai vd. (2013)
5 (20 g/L) glikoz
37°C Anaerobik camur Seker pancari 3.2 molH,/mol 84 Dhar vd.
Squ hekzoz ilave edilen (2015)
(37.2
gTOCI/L)
35°C C. beijerinckii  Supulrge 1.051 mol 1.86 Saratale vd.
KCTC 1785 bitkisi kabugu H,/mol indirgen (2015)
hidrolizati seker
(5 g indirgen
seker/L)
35°C inek digkisi Sikroz 2.05 mol Hy/mol 4.41 Gou vd.
(15 g/L) sukroz (2015)
37°C Anaerobik camur Glikoz 0.927 mol 1.54 Bu ¢alisma
(7 g/L) H,/mol glikoz
55 °C Fil digkisi Ksilan 12.16 mmolH,/g 0.17 Saripan ve
(3g/L) ksilan Reungsang
(2014)
60 °C Anaerobik gamur Nisasta 1.13 mol Hy/mol 5 Gupta vd.
(14 gKOI/L) glikoz (2015)
70°C Caldicellulosiruptor  Ksiloz-glikoz 3.8 0.2 mol 0.481 Zeidan ve
kristianssonii ~ ve karisimi (1:1)  H,/mol glikoz Niel (2009)
Caldicellulosiruptor (10 g/L)
saccharolyticus
70 °C Caldicellulosiruptor Ksiloz-glikoz 3.8 £ 0.1 mol 0.42 Zeidan ve
owensensis OL' karigimi (1:1)  Hy/mol glikoz Niel (2010)
(10 g/L)
78.2°C C. bescii (DSM Aritma 4.4 - Yilmazel vd.
6725) gamuru MmOolH,/gysiiave (2015)
(5 gVS/L) edilen
80 °C Thermotoga Gliserol 2.75 molH,/ mol - Maru vd.
maritima (2.54g/L) gliserol (2012)

Tablo 17'ye goére psikrofilik sartlarda elde edilen hidrojen Uretim verimi ve hizi degerlerinin
mezofilik sartlarda elde edilen sonuglar ile karsilastirilabilir dizeyde oldudu goérulmektedir.
Mezofilik kosullarda hidrojen uretim verimi ve hizi sirasiyla 1.051-3.2 mol H,/mol glikoz ve 1.86-

84 mLH,/saat arasinda degismistir. Termofilik kosullarda teorik karanlk fermentasyon veriminin
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%95’ine ulasildigi fakat hidrojen Uretim hizlarinin psikrofilik ve mezofilik sartlardan ¢ok farkl
gelismedigi anlasiimaktadir. Bu projede elde edilen hidrojen hizi ve verimi degerleri mezofilik
calismalar ile kiyaslandiginda daha dusik ¢ikmistir. Bunda hidrolizat igerisinde bulunan inhibitér
maddelerin varligi ile ¢amur icerisindeki mikrobiyal kompozisyonun etkisinin oldugu tahmin
edilmektedir. Bu projede elde edilen sonuglarin literatiirde yapilan calismalar ile bire bir
kiyaslanmasi beraberinde bazi yanligliklarida getirebilmektedir. Zira yapilan galismalar ayni
sartlarda gerceklestirimemis olup, kullanilan asi ve substrat tamamen farklidir. Ozellikle as|
camurunda saf veya karigik kiltir kullaniimasi hidrojen Uretim performansini dogrudan
etkileyebilmektedir. Literatirde karanlik fermentasyon ile hidrojen Uretiminde spor olusturan
Clostridium turlerinin (Kapdan ve Kargi, 2006; Levin vd., 2004) yani sira, fakultatif Enterobacter
turleri (Vazquez ve Varaldo, 2009), Bacillus turleri (Ren vd., 2011), termofilik bakteriler (Karadag,
2006; Hniman vd., 2011), genetik modifikasyona tabi tutulmus mikroorganizmalar (Levin vd.,
2011) ile farkh on igslemlere tabi tutulmus anaerobik ¢amurlar (Yin vd., 2014) kullaniimaktadir.
Bunlar arasinda saf kiltrler ile yapilan g¢alismalarda kisa sureli ylksek verimlerin elde edilmesi
muamkin olurken, uzun vadede kontaminasyon riskinin olmasi ve saf kiltir ile calismanin
maliyetli olmasi saf kultir kullaniminda gugliklere neden olmaktadir. Karigik kiltlr olarak
isimlendirilen anaerobik asiodojenik ¢gamur kullanimi daha digsik maliyetli olmakla birlikte camur
icerisinde yok edilmesi gu¢ homoasetojen gibi bazi hidrojen tuketici mikrooganizmalarin varhgi
hidrojen Uretim performansini dogrudan etkileyebilmektetir (Saady, 2013). Ancak biylk &lgekli
uygulamalarda karigik kdltdr kullaniminin saf kiltir kullanimina gére daha pratik imkanlar
sundugu asikardir. Bu galismada yapilan deneylerde metan gazina rastlanmamis olmasi
hidrojen tlketimine neden olan metanojen bakterilerin gamur 6n islemi esnasinda basarili bir
sekilde bertaraf edildiklerini gdstermektedir. Diger taraftan hidrojen Uretimindeki dusuklik ve
organik asit birikimi homoasteojen bakterilerin var olabilecegini dislindirmektedir. Ancak TVFA
dretim verimlerinin 0.5 gTVFA/g glikoz'nin altinda kalmasi homoasetojen bakterilerin varligi
hakkinda kesin bir yargiya variimasini guclestirmektedir. Zira hidrojen uretimi agisindan basarih
bir karanlik fermentasyonda birim glikoz bagina dretilen TVFA miktann 0.5 gTVFA/g glikoz
mertebelerine ¢ikabilmektedir. Yuksek homoasetojen varligi daha yuksek TVFA verimlerinin var
olmasi gerektigini dusundidrmektedir. Bu calisma kapsaminda agi ¢amurunun mikrobiyal
kompozisyonu tayin edilmedigi igin camur igerigi hakkinda kesin bir bilgi verilememis olup,
sadece elde edilen sonuglar Uzerinden yorumlar yapilmistir. Dusik hidrojen verimine karsi
yuksek TVFA verimlerinin elde edilmesi ortamda propiyonik asit bakterilerinin varligina da isaret

edebilir. Clnkl propiyonik asit bakterileri propiyonik asit Gretimi esnasinda hidrojen tiketimine
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de neden olmaktadir (Luo vd., 2010). Ancak TVFA profili ¢ikartilamadigi i¢in propiyonik asit
varhigi ve miktari hakkinda yorum yapilamamistir. Laktik asit bakterilerinin de baskin hale gelmis
olma olasilhigl ortama yiksek miktarda bakteriyosin gegip hidrojen Ureten bakteriler Gzerinde
inhibisyona (Noike vd., 2002) neden olmasi muhtemeldir.

Karanlik fermentasyon ¢ikis suyuna dogrusal elektrik akimi veriimesiyle yapilan ardigik
KF-EH deneylerinin sonucunda en uygun hidrojen dretimi kosullarinin; 7.5 V gerilim, 6g/L
baslangic TVFA konsantrasyonu 6 g/L ve pH: 2 degerinde elde edildigi belirlenmistir. Bu
prosese ait hidrojen Uretim verimlerinin hesabinda molH,/mol glikoz ve mLH,/g KOI yerine
mLH,/mL reaktér hesaplanmasinin daha dogru olacagi anlasiimistir. Zira kagit atiginin sulfirik
asit ile 6n islenmesi esnasinda ortama verilen stilfat iyonlari iletkenlik degerinin 70 mS/cm gibi
yuksek degerlere cikmasina bu da KF c¢ikis suyuna elektrik akimi uygulandiginda suyun
elektrolizi ile ilave hidrojen olusmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla suyun elektrolizinden
kaynaklanan fazla hidrojen miktari teorik verimlerin ¢ok Uzerinde rakamlar hesaplanmasina
neden olmaktadir. Bu projede ardisik KF-EH prosesi ile elde edilen en yiksek hidrojen Uretimi
ve hizi, KOI giderimi ve enerji dénisimi sirasiyla; 121.11 mLH,/mL reaktér ve 1096.97
mLH,/saat, %34.05 ve %98 olmustur. Tum sartlar altinda olusan gaz icerisinde hidrojen yuzdesi
%100 seviyelerine ulasmigtir. Verim degerleri molH./mol glikoz hesaplanmasi durumunda
projede hedeflenen 8 molH,/mol glikoz'un Uzerine ¢ikilmigtir fakat bu verim icerisinde suyun
elektrolizinden kaynaklanan hidrojen de dahil olup, bu hidrojen sadece organik maddenin
parcalanmasindan kaynaklanmamistir.

Ardisik KF-EH prosesi ile daha verimli hidrojen gazinin dretilebilmesi igin daha uygun
elektrotlar ile denemeler yapilabilir, hidrojen iyonlariyla elektronlarin birlesmesini limitleyen
kosullar daha detayl arastirilabilir.

Karanlik fermentasyonda hidrojen Uretim verimlerinin istenilen seviyede c¢ikmamasi (1
molH,/mol glikoz) nedeniyle KF ortamina EH uygulanarak ortamda biriken veya var olan inhibitér
organik asitlerin es zamanl olarak ortamdan uzaklastirilmasi igin ¢alismalar yapilimistir. Birlesik
KF-EH olarak ifade edilen bu proseste en ideal hidrojen uretimi; 1.0 V gerilim, 20 g/L glikoz ve
0.5 cm elektrot araliginda tutuldugunda elde edilmigtir. Birlesik KF-EH prosesinde digsaridan asit
ilavesiyle pH kontroll, sadece gerilim ile pH kontrolinden daha yuksek hidrojen uretimi
saglamigtir. Ancak disaridan pH ilavesi igin ilave edilen asidin sagladigi hidrojen iyonlari organik
asit parcalanmasindan kaynaklanan hidrojen Uretiminden gok daha yuksek hidrojen gazinin
olusmasina ve verim deg@erlerinin bazi durumlarda teorik verimin Uzerine ¢ikmasina neden

olmustur. Bu nedenle digaridan asit ilaveli birlesik KF-EH prosesi i¢in hidrojen Uretim veriminin
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hesaplanmasinda birim reaktdér hacmi basina olusan hidrojen hacminin esas alinmasinin daha
dogru olacagl sonucu c¢ikmistir. Sadece gerilim ile yapilan pH kontrolli birlesik KF-EH
prosesinde elde edilen en yiksek hidrojen verimi ve hizi sirasiyla 1.49 mLH,/mL reaktér ve 2.1
mLH,/saat ¢ikmistir. Disaridan asit ilavesiyle pH kontroll yapilan birlesik KF-EH deneylerinde
ise en yuksek hidrojen verimi ve hizi sirasiyla 19.15 mLH,/mL reaktor ve 8.9 mLH,/saat
cikmigtir. pH kontroll igin disaridan asit ilavesinin yapilmasi hidrojen verim ve hizlarinin artigina
neden olmustur ancak bu durumun gercekte uygulanabilirligi zayiftir. Sadece gerilim ile pH
kontrolinin yapildigi birlesik KF-EH deneylerine ait en ylksek hidrojen veriminin (0.624
molH,/mol glikoz) tek basina KF ile elde edilen verim dederinden bile dlsuk ¢cikmasinin sebebi
muhtemelen asit hidrolizi ile substrat icerisinde olusan inhibitér madde varliginin sebep oldugu
etki ile agiklanabilir.

Birlesik KF-EH prosesi ile istenilen performansta hidrojen uretilememesinin asil nedeni
karanlik fermentasyonun verimsiz gergeklesmesine dayanmaktadir. Bu nedenle karanlik
fermentasyon basamagi icin yukarida onerilen iyilestirme basamaklarinin yerine getirilmesi
durumunda birlesik KF-EH prosesinde daha verimli sonuclar elde edilebilecektir. Burada pH
kontroli 6nemli bir basamak oldugu i¢in pHnin gerilim uygulamasiyla otomatik pH kontrolll
fermentérde notral seviyelerde tutulmasi birlesik KF-EH performansini ciddi derecede

arttiracaktir.
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