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Bu tez kapsaminda Lemna minor ‘den karanlik fermentasyon (KF) ile hidrojen
gazi lretimi lizerine arastirma yapilmistir. Bu arastirma sirasinda iki set deney
tasarlanmistir, birinci deney setinde Lemna minor (LM) ve glikozun (GLI) ikinci
deney setinde ise LM ve cennet hurmasi kabugu (CH) karistminin hidrojen tiretim
verimi ve hizi iizerine olan etkileri incelenmistir. En uygun H> iiretimini saglayan
kosullar1 bulabilmek i¢in, Box-Wilson istatistikssel deney tasarimi kullanilmistir. LM-
GLI deney seti i¢in bagimsiz degiskenler ve araliklari: GLI konsantrasyonu (X1: 0-60
g/L) ve LM konsantrasyonu (Xz2: 0-40 g/L) olmustur. LM-CH deney setinde LM
bagimsiz degiskeni ve aralig1 ayni tutulurken (X2: 0-40 g/L) GLI yerine CH (Xi1: 0-
60 g/L) degisken olarak kullanilmistir. Birinci deney setinin sonunda en yiiksek
hidrojen verimi ve hiz1 sirastyla 76,01 mLH2/10 mL ve 13,51 mLH./saat olarak tespit
edilmistir. Birinci set deney sonuglar ikinci set deneylerin degerlendirilmesinde yol
gosterici olmustur. LM-CH deney setinin sonunda en yiiksek hidrojen verimi ve hiz
degerleri sirastyla 103,25 mLH2/10 mL ve 21,42 mLH/saat olarak bulunmustur. Bu
tez kapsaminda yapilan ¢alisma sonunda 123 g/L cennet hurmasi kabugunun 40 g/L
Lemna minor ile harmanlanmasi sonucunda literatiire uygun H: {iretiminin
gerceklestirilebildigi goriilmustiir.

ANAHTAR KELIMELER: Hidrojen, Karanlik Fermentasyon, Lemna Minor, Box-
Wilson, Cennet hurmasi kabugu



ABSTRACT

HYDROGEN GAS PRODUCTION FROM LEMNA MINOR BY
FERMENTATION
MSc THESIS
IKBAL OREN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

ENVIRONMENTAL ENGINEERING
(SUPERVISOR:PROF. DR. HIDAYET ARGUN)

DENIZLIi, 2022

Within the scope of this thesis, research was carried out on the production of
hydrogen gas from Lemna minor by dark fermentation (DF). In this context, two sets
of Box-Wilson statistical experiment designs were established to determine the most
convenient hydrogen production conditions. During the first set, effects of Lemna
minor (LM) and glucose concentration (GLU) on hydrogen formation yield and rate
were assessed, and then during the second set of experiments effects of LM and
persimmon peel (PP) concentration on hydrogen formation yield and rate were
surveyed. The independent variables and ranges for the LM-GLU set were GLU (X1:
0-60 g/L) and LM (X2: 0-40 g/L). For the LM-PP experimental set, where PP was
replaced with GLU, PP and LM variable ranges were X1*: 0-60 g/L and Xz: 0-40 g/L,
respectively. The highest hydrogen yield and rate for the LM-GLU set were 76,01
mLH2/10 mL and 13,51 mLH>/h, respectively. The results of the first set of
experiments were a guide in the evaluation of the second set of experiments. The
highest H> yield and rate values for the LM-PP experiments were 103,25 mLH2/10 mL
and 21,42 mLH2/h, respectively. Within the context of this thesis, it was found that
blending 123 g/L PP with 40 g/L LM resulted in comparable H> production with the
literature.

KEYWORDS: Biohydrogen, Dark Fermantation, Lemna Minor, Box-Wilson,
Persimmon shell



ICINDEKILER

OZET ...t i
ABSTRACT bbb I
ICINDEKILER .......c.ooooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt iii
SEKIL LISTEST .......coviiiiiiieeeee et iv
TABLO LISTESI .....ccoooiiiiiiiiiiiiecesceeseee s v
SEMBOL LISTESI .........ccoovtiiiiiiiiiiinceesessseensesisse s Vi
ONSOZ.......oiiieeeiee et vii
Lo GIRIS ..ottt 1
1.1 TEZIN AMACT cueiiiiiiiiieiie ettt 1
2. GENEL BILGILER .....coovtiiiiiiiniicecec s 2
0 A o 1T | (=1 o OSSR SSPSN 2
2.1.1 Literatiirde Karanlik Fermentasyon ile Yapilmis Calismalar...... 10
3. MATERYAL VE METOD ..ot 16
3L SUBSHIAL ... 16
I N LRSS 16
3.3 Fermentasyon Deneyleri........coiiiiiiiiiiiieee e 17
3.4 Analitik Metotlar ... 18
4. BULGULAR VE TARTISMALAR...........ccooiiiiieee e 19
4.1  Ha Uretimi I¢in Uygun Substrat Kompozisyonun Belirlenmesi ........ 20
411 LM-GLI karisiminda hidrojen gaz iirteiminin BWIDT metodu ile
OPLIMIZASYONU ...ttt ettt et e te e e reene e 20
4.1.2 LM-CH karisiminda hidrojen gaz {irteiminin BWIDT metodu ile
OPLIMIZASYONU ....vvevieie ettt ettt et e ae e e reenee e 27
5. SONUC VE ONERILER ............cocecoviiiiieieecseeeeeveeseee e 35
6. KAYNAKLAR ... 40
7. OZGECMIS ..ot 47



Sekil 2.1:
Sekil 2.2:

Sekil 2.3:
Sekil 4.1:
Sekil 4.2:
Sekil 4.3:
Sekil 4.4:
Sekil 4.5:
Sekil 4.6:
Sekil 4.7:

Sekil 4.8:

SEKIL LiSTESI

Biyohidrojen Uretim Yollar1 (Ghimire ve dig., 2015)...........ccccevneeen. 3
Lignoseliilozik bir yapiya 6n islemin etkilerini gosteren sematik
goriiniim (Sheng ve dig., 2021) ......ccoviieiiiie e 7
Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islem semasi
(D. Muley ve Boldor, 2017) ...oovineiiiiieecec e 7
Sabit glikoz konsantrasyonunda H> veriminin Lemna minor
konsantrasyonuyla degiSimi..........ccooveririrerieninieneeiese e 24
Sabit Lemna minor konsantrasyonunda Hz veriminin glikoz
konsantrasyonuyla degiSimi ..........ccovevvereeniniriiienieeseese e 25
Sabit glikoz konsantrasyonunda Hz tiretim hizinin Lemna minor
konsantrasyonuyla degi$imi ........cccccververierienieiinie e .26
Sabit Lemna minor konsantrasyonunda H> tiretim hizinin glikoz
konsantrasyonuyla degiSimi ........c.cccvevvereeniniiiiienieeseese e 27
Sabit cennet hurmasi kabugu konsantrasyonunda Hz veriminin Lemna
minor konsantrasyonuyla degisimi...........ccoovrvririnieienenenennninns 31
Sabit Lemna minor konsantrasyonunda Hz veriminin cennet hurmasi
kabugu konsantrasyonuyla degiSimi .........cccccoovveriiiiieninnneeneenn 32
Sabit cennet hurmasi kabugu konsantrasyonunda Hz iiretim hizinin
Lemna minor konsantrasyonuyla degisimi..........cccceeererenereninnnn 33
Sabit Lemna minor konsantrasyonunda H: tiretim hizinin cennet
hurmasi1 kabugu konsantrasyonuyla degisimi......................... 34



Tablo 2.1:
Tablo 2.2:

Tablo 4.1:
Tablo 4.2:
Tablo 4.3:
Tablo 4.4:
Tablo 4.5:

Tablo 4.6:

Tablo 4.7:

TABLO LiSTESI

Sayfa
Biyohidrojen Uretim Proseslerinin Karsilastirilmast.................... 5
Literatiirde farkli substrat ve deney kosullar1 altinda KF ile ilgili
yapilan galismalar...............oooiiii i 14
Lemna minor ve cennet hurmast iCeriZi.........ouuvvrververenereniereninnns 20

Box-Wilson deney tasarimi ve sonuglar1 (Glikoz-Lemna minor).... 22
Box-Wilson amag fonksiyonu sabitleri (Glikoz-Lemna minor)....... 23
Glikoz ve Lemna minor karisimi verifikasyon deney sonuglari.......28
Box-Wilson deney tasarimi ve sonuglar1 (Cennet hurmasi kabugu-

LemnNa minor)........oooiniiei e 29
Box-Wilson amag fonksiyonu sabitleri (Cennet hurmasi kabugu-
LemNa minor).......c.oiinirie e e e 30

Glikoz ve Lemna minor karisimi verifikasyon deney sonuglart...... 35



DBR
HUV
HUH
BF
AF
KF
BWIDT
KH
LM
GLI
CH
SE
ORP

SEMBOL LISTESI

: Dogal gazin buharla reformasyonu

: Hidrojen Uretim Verimi

: Hidrojen Uretim Hiz1

: Biyofotoliz

: Aydinlik Fermentasyon

: Karanlik Fermentasyon

: Box-Wilson Istatistiksel Deney Tasarimi
: Kiimiilatif Hidrojen

: Lemna minor

: Glikoz

: Cennet Hurmast

: Suyun Elektrolizi

: Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyeli

Vi



ONSOZ

Yiiksek lisans egitimime basladigim giinden itibaren, kendimi gelistirebilmem
icin her tirlii imkan1 sunan, desteklerini hi¢bir zaman {izerimden eksik etmeyen,
pozitif tavirlariyla ve giiveniyle hep destekleyen, 6grencisi ve meslektasi olmaktan her
zaman gurur duydugum degerli danigman hocam Prof. Dr. Hidayet ARGUN’ a sonsuz

tesekkiir ederim.

Basta Pamukkale Universitesi Cevre Miihendisligi boliim hocalarimdan Prof.
Dr. Osman Nuri AGDAG olmak iizere, lisans ve yiiksek lisans egitimim siirecinde
bilgi, birikim ve desteklerini esirgemeyen tiim boliim hocalarima ve laboratuvar
calismalarim boyunca yardimlarindan dolay1 Ars. Goér. Ebru OZKAN’a tesekkiir

ederim.

Laboratuvar ¢alismalarim boyunca bir ekip arkadasligindan ¢ok daha fazlasini
hissettiren, degerli Kimya Miihendisligi Bolimi Ars. Gor. Alime SENOCAK’a

yardimlar1 ve destekleri icin tesekkiir ederim.

Laboratuvar caligmalarim ve tez yazim siirecimde, pozitif ve negatif her
olayda, her zaman beni destekleyen, ayni yolda yiirlimekten mutluluk duydugum
arkadaslarim basta Dilara KAPLAN olmak {izere, Neriman BAYLAN ve Tugay
GECGEL’ e destekleri i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Son olarak basaracagima inanan ve beni hep destekleyen, kararlarima saygi

duyan, her zaman arkamda olduklarini hissettiren annem Selma OREN’e, babam

Feyzullah OREN’e ve ablam Emel OREN’e sonsuz tesekkiir ederim.

vii



1. GIRIS

Ulkemizin enerjide bilyiikk oranda disa bagimli olmasi, yenilenebilir
kaynaklarimizin enerji iiretimi icin degerlendirilmesini giindeme getirmistir. Ozellikle
sera gazi emisyonlarina neden olmayan alternatiflerin bu amag i¢in degerlendirilmesi
enerjide disa bagimhiligin azaltilmasinin yani sira ¢evre dostu yakit iiretimine de
olanak sunmaktadir. Bu kapsamda bitkisel biyokiitleden mikrobiyal hidrojen gazi (Hz)
tiretimi bu ihtiyaglarin karsilanmasi yoniinde potansiyel arastirma konusu olmaktadir.
Yakildiginda su buhari disinda herhangi bir kirletici emisyona neden olmayan
Hidrojen gaz1 (H2) yiiksek enerji igerigi nedeniyle gelecegin enerji tasiyicisi olarak
kabul edilmektedir. Hidrojen tiretim ve kullanimi teknolojileri iizerine yogun
arastirmalar yapilmakta, bu gazin yakit olarak kullaniminin 6niimiizdeki yillarda ciddi

oranda artacagi diistiniilmektedir.

1.1 Tezin Amaci

Bu tezin amaci sucul ortamda yaygin olarak yetisebilen Lemna minor su
mercimeginin karanlik fermentasyon ile hidrojen gazi (H2) tiretimi arastirilmasidir.
Deniz ve tath su kaynaklarimizda dogal olarak dort mevsim yetisebilen su
mercimeginin hidrojen tretimi i¢in degerlendirilmesi yenilenebilir temiz ener;ji
tiretimine katki saglayacagi diigiiniilmektedir. Ayrica literatirde Lemna minorden
fermentasyon ile hidrojen f{iretimi {izerine yapilan ¢alisma sayisi oldukca az sayida
oldugu icin proje c¢iktilartyla literatire de O©nemli katkilarin yapilmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1  Hidrojen

Gliniimiizde iklim degisikligi ile miicadele sadece Tiirkiye’nin degil, tiim
diinyanin en 6nemli giindem maddelerinin birisi haline gelmistir. Tklim degisikligi
diinyada kuraklik ve yagis dengesizligi, buzullarin erimesi, deniz su seviyesinde
yiikselme, tarimda verimsizlik, kitlik, go¢, biyocesitlilikte azalma, endemik tiirlerin
yok olmasi ve salgin hastaliklarda artis gibi olumsuz etkilere neden olmaktadir (Diaz
2006). Iklim degisikliginin en énemli nedeniyse, enerji iiretiminde yogun fosil yakit
kullanim1 sonras1 atmosferde biriken kirletici gaz emisyonlarinin sera gazi etkisi ile
kiiresel 1sinma yapmasidir (Jun Wang ve dig., 2020). Bu nedenle fosil yakitlara
alternatif yerli temiz enerji yakitlarinin aragtirilmasi 6nem kazanmistir (Loftler ve dig.,

2022).

Hidrojen gazi (H2) birim kiitle basina yiiksek enerji icerigi ve oksidasyonu
sonrast su buhari haricinde kirletici olusturmamasi nedeniyle tiim diinyada gelecegin
favori yakiti olarak kabul edilmektedir (Xia ve dig., 2015). Hidrojen dogada en yaygin
element olmakla birlikte Hidrojenin gaz formu oldukga diisiik seviyelerde atmosferde
bulunmaktadir (Bardone ve dig., 2014). Bu nedenle Hidrojen gazinin uygun bir
teknoloji ile tiretilmesi gerekmektedir. Endiistriyel anlamda en yaygin iiretim metodu
dogal gazin buharla reformasyonu (DBR) olup, suyun elektrolizi (SE) ile de H> iiretimi
yapilmaktadir (Manish ve Banerjee 2008). DBR’de dogal gaz ve yiiksek enerji
gereksinimi, SE’de yiiksek elektrik sarfiyat1 ve elektrot korozyonu bu teknolojilerin
en onemli problemlerini olusturmaktadir (Holladay ve dig., 2009). Alternatif olarak
H>’in karbonhidrat, organik asitler gibi bilesikler ile sudan mikrobiyolojik olarak da
tiretilmesi miimkiindiir (Sharma ve Arya 2017).Ancak mikrobiyal yontemlerin mevcut
endiistriyel iiretimlere gore tiretim kapasitesi heniiz diisiik seviyelerdedir (Singh ve
Wahid 2015). Biyobozunur madde igerikli atik ve atiksularin mikrobiyal yontemlerle
H iiretimi i¢in ham madde olarak kullanilabilirligi ve ilimli isletme kosullar1 bu

yontemi cazip hale getirmektedir (Das ve Veziroglu 2001).



Fermentasyon ile H>‘nin olusturulmasinda mikroorganizmalar bu islemi
hidrogenaz ve nitrogenaz enzimleri yardimiyla gergeklestirir (Kapdan ve Kargi 2006).
Literatiir incelendiginde biyohidrojen tiretimi karanlik (KF) ve aydinlik fermentasyon
(AF) ile suyun fotolizi ile yapilabilmektedir (Prabakar ve dig., 2018). Biyohidrojen

tiretim yollar1 Sekil 1°de 6zetlenmistir.

Biyolatoliz
|$I§3. 12HZD . 12Hz+ GO2(Yesgilak)
Bagimli CO + H20 - Hi+ CO(Folosentetik Bakier)
Fotofermentasyon
CoH1206+ GHIQ « 6RO+ LIH(Folotrofis bakberi)

Biyohidrojen

Karanhk Fermentasyon
CoHL2D6+ ZHXD . 2CHICOOH + 20032+ dHxhateratroflar)

Isiktan

Bagimsiz

Mikrobiyal Elektroliz Hleresi
CoHi206+ 2H20 . 2CHaCOOH + 2C0z+ dH2
Anot : CHICOOH + 2H20 — 2002+ Be+ BH.
Kabtod - BH++ Bi. . 4H2

Sekil 2.1: Biyohidrojen Uretim Yollar: (Ghimire ve dig., 2015)

Aslinda hiicrenin H> olusturmasi, ona zarar veren fazla protonlardan
kurtulabilmek i¢in gelistirdigi bir stratejidir (Valdez-Vazquez ve Poggi-Varaldo
2009). KF ile H> iiretebilen mikroorganizmalarin ¢ogu Clostridium tiirlerine mensup
zorunlu anaerobiktir (Jianlong Wang ve Yin, 2019). Bunlarin ¢ogu karbonhidratlari
H2, CO2 ve ugucu yag asitlerine gevirirler (Kothari ve dig., 2017). KF ile H>
olusumundaysa hidrogenaz enzimleri rol oynar. Mezofilik ve termofilik sartlarda H»
{iretimi miimkiindiir (Gupta ve dig., 2015). Ozellikle karbonhidrat igeren atiklarin KF

ile Ha tiretimi igin degerlendirilebilmesi bu yontemi avantajl kilmaktadir.



KF iiriinii olan ugucu yag asitlerinden H> tiretimi 151k enerjisi varliginda foto-
heteretrofik bakteriler yardimiyla gerceklestirilebilmektedir (Jianlong Wang ve Yin,
2019). Ozellikle Rhodobacter tiirii mor-kiikiirtsiiz bakteriler anoksik sartlarda
nitrogenaz enzimleri yardimiyla bu doniisiimii yapabilmektedir (Basak ve dig., 2014).
Glikozun substrat olarak kullanildigin1t KF’da sivi ortamda son tirliniin asetik asit
olmasi durumunda teorik olarak mol glikoz basina 4 mol Hy iiretilebilir. Diger taraftan
bu asetik asitin AF’a substrat olarak beslenmesiyle 8 mol daha H elde edilebilir.
Toplamda 1 mol glikozdan 12 mol H> elde edilebilme kapasitesi mevcuttur (Argun ve
Kargi, 2011). Ancak mikrobiyal kisitlamalar nedeniyle pratikte bu verimlerin gok
altinda rakamlar elde edilmektedir. Suyun dogrudan 1s1k varliginda gerceklestirebilen
fotosentetik organizmalar mevcuttur ancak H: ile agiga ¢ikan Oz gazi hidrogenaz
enzimlerini baskilamakta ve prosesin yavaslamasina neden olmaktadir (Mérquez-

Reyes ve dig., 2015).



Tablo 2.1: Biyohidrojen Uretim Proseslerinin Karsilastirilmas1 (Geng, 2009; Kothari ve dig., 2012’ den gelistirilmistir).

Biyo-Hidrojen Uretim Yéntemleri ve Proses

Hidrojen iiretim hizx

Yesil alg

Reaksiyonlar1 Mikroorganizma Avantajlari Dezavantajlari (mmol Hy/Lsaat)
Oldukga yogun 151k kaynagi
Dogrudan Biyofotoliz Su ve giines 151811 kullanarak direkt Hp | gerektirir. Oz sistem i¢in zararhdir.

0,07

CeH1206 + 2 H,O — 2 CH3COOH +2 CO, + 4 H;

Bakteriler

kullanilacak olan substrat ¢ok ¢esitli
olabilir.

Fermentasyon sonuncunda iiretilen
COz'nin gaz karigimindan
uzaklastirilmasi gerekmektedir.

2H0+15tk > 2 H; + Oy tiretebilir. Yavas ve fotokimyasal verim
disiiktiir.
Dolayl1 Biyofotoliz
6 H>O + 6 CO; + 151k — CgH1206 + 6 O2 Hidrogenaz enzimi Hy'nin
CeH1206 + 2 H2O — 4 Ho+ 2 CH3COOH + 2 CO» Siyanobakteriler Cyanobacter Ha'ni sudan iiretebilir ve bozunmasini engelledig.i i¢in 0355
2 CH3COOH + 4 H,0 + 151k —» 8 Ho + 4 CO2 N2 miktarimi diizenleyebilir. giderimi saglanmalidir.Gaz karisimi '
Toplam reaksiyon: %30 O3 igerir.
12 HO +155k > 12 H, + 6 O
. Genis spektrumdaki 151k enerjisi Oksijen bulundugu ortamda
Fotofermentasyon Fotoheteretrofik wullanilabilit. Kullantlabilir oreanik nitrojena ihhibisyon etki yapar.Isik 016
CH3;COOH + 2 H,0 + 151tk — 4 Ho + 2 CO; Bakteriler e & doniistim verimliligi oldukca '
madde c¢esitliligi oldukga fazladir. ot
dugiiktiir (%1-5).
Fermantor ¢ikiginin ileri aritmaya
Isik kaynagi olmadan tiim giin H» ihtiyaci vardir. O hidrojenaz igin
Karanlik Fermentasyon Fermentatif iiretebilir. Karbon kaynagi olarak kuvvetli bir inhibitordiir. 89-121




Biyo-H> iiretimi igin kullanilacak olan substratin kolay temin edilebilir,
ekonomik ve yeterli miktarda bulunmasi gerekir (Sekoai ve dig., 2017). Bitkisel
biyokiitlenin bu amagla degerlendirilmesi biiylik bir potansiyel sunmaktadir (Holladay
ve dig., 2009).Literatiirde fermentasyon igin substrat olarak degerlendirilecek bitkisel
biyokiitleler birinci, ikinci ve tiglincii nesil bitki biyokiitlesi ana gruplar1 altinda
siiflandirilmaktadir (Argun ve dig., 2016). Birinci nesil biyokiitle nisasta gibi gida
potansiyeli olan tarimsal iiriinleri kapsamaktadir. Bugday, arpa, misir, seker pancari

vb. biyokiitleler bu gruptaki iiriinlere 6rnek olarak verilebilir.

Birinci nesil biyokiitleden verimli bir sekilde biyo-Hz iiretim potansiyeli
olmakla birlikte, bu {iriinlerin insan ve hayvan beslenmesinde 6nemli bir yeri olmasi
nedeniyle fermentasyonda Hx iiretimi igin kullanilmasi veya ekilebilir tarimsal
alanlarin gida iiretimi yerine bu amacla degerlendirilmesini uygun goriilmemektedir.
Bununun yerine fermentasyonda ikinci nesil olarak adlandirilan lignoseliiloz igerikli
tarimsal ve bitkisel atiklarin, karbonhidrat iceren evsel ve endistriyel atik ve

atiksularin substrat olarak degerlendirilmesi daha uygun goriilmektedir (Urbaniec ve
Bakker 2015).

Lignoseliilozik bitkisel biyokiitle yapist temel olarak lignin, seliilloz ve
hemiselillozdan olusur (Pérez ve dig., 2002). Bunlarin oransal dagilimi bitkiden
bitkiye degiskenlik gosterir. Ikinci nesil biyokiitlenin  fermentasyonda
degerlendirilmek istenmesi durumunda lignin ve hemiseliiloz bilesenlerinin
uzaklastirilmasi ve geriye kalan seliilozun uygun bir hidroliz islemiyle monomerlerine
dontistiiriilmesi gerekir (Bakker 2010).Lignin koni feril alkol ve farkli fonksiyonel
gruplar tasiyan kompleks bir polimer olup (Abejon ve dig., 2018) fermentasyonda H>
tiretimi i¢in kullanilamaz. Lignin gideriminden daha ziyade biyokiitle, alkali 6n isleme

tabi tutulur (Argun ve Onaran 2015).



LIGNOSELULOZ SUBSTRAT ENZIMATIK HIDROLIZ

ELEKTROSTATIK
ETKILESIM

HIDROJEN BAGI

i ) HIDROFOBIK
ETKILESIM

Sekil 2.2: Lignoseliilozik bir yapiya 6n islemin etkilerini gosteren sematik goriiniim (Sheng ve dig., 2021)

LIGNIN SELULOZ

AMORF
BOLGE

ON ISLEM

KRISTAL
BOLGE

HEMISELULOZ

Sekil 2.3: Lignoseliilozik biyokiitlenin 6n islem semasi (D. Muley ve Boldor 2017)

Yiiksek pH seviyelerinde biyokiitleden lignin ve hemiseliilozun belli doniistim
verimi altinda uzaklastiritlmast miimkiindiir. Diger taraftan hemiseliiloz, ksiloz
sekerinden olusan bir polisakkarit olup, fermentasyonda glikoz gibi verimli metabolize
edilemez bu nedenle fermentasyon oncesinde uzaklastirilmasi tercih edilir (Balan
2014).



Lignin ve hemiseliilozun uzaklastirilmast sonrasi geriye kalan seliiloz, glikoz
molekiillerinden olusan diiz zincir polimerdir ve genellikle dogrudan mikrobiyal
olarak ayristirilmasi giictiir (Carere ve dig., 2008). Seliillozun glikoza doniistiiriilmesi
igin asit ve enzimatik hidroliz kullanilabilir (Taherzadeh ve Karimi 2007). Asit
hidrolizinde genellikle biyokiitle, kuvvetli asit ¢ozeltisiyle yiiksek sicaklikta muamele
edilir ve elde edilen glikoz surubu nétralize edildikten ve niitrient agisindan
zenginlestirildikten sonra fermant6re beslenebilir. Seliillozun enzimatik hidrolizi de
miimkiindiir ancak bu islem yavas ger¢eklesmekte ve asit hidrolizine gore daha pahali
olmaktadir. On islemler fermentasyon &ncesinde proses sayisini arttirmakta, daha
yogun proses kontrol, bakim ve enerji gereksinimlerine neden olmaktadir (Argun ve

dig., 2016).

Ucgiincii nesil biyokiitle grubundaysa alg ve yosunlar gibi sucul canlilar yer alir
(Ortigueira ve dig., 2015). Algler, fotosentez ile biinyelerinde karbonhidrat
depolamalar1 nedeniyle fermentasyon igin potansiyel bir substrat olma ozelligi
gostermektedir (Sharma ve Arya 2017). Algler 6karyotik hiicreler olmakla birlikte
siyanobakteri olarak isimlendirilen prokaryotik mavi-yesil algler de mevcuttur
(Sharma ve Arya 2017).Bu canlilarin tatli ve tuzlu su kiitleleriyle bircok atiksuda
tireyebilmeleri yetistirilmeleri i¢in toprak gereksinimini ortadan kaldirmaktadir. Diger
taraftan yapilarinda ikinci nesil biyokiitledeki gibi lignoseliilozik molekiiller olmadigi
icin fermentasyon 6ncesinde 6n aritim gereksinimi bulunmamaktadir (Yin ve dig.,
2021). Dolayisiyla 6n aritma ile ortaya ¢ikabilecek fazladan proses basamagi, enerji

gereksinimi, toksik madde giderimi ve nétralizasyon ihtiyaci ortadan kalkmaktadir.

Lemna minor; 6rdek otu veya su mercimegi olarak bilinen bu sucul bitki
fermentasyon ile hidrojen tiretiminde kullanilabilecek potansiyel ti¢iincii nesil bir
biyokiitledir (Mu ve dig., 2020). Lemna minor hizli biiylimesi ve hasat isleminin kolay
olmasmin yani sira yliksek nisasta depolama kapasitesi ve diisiik lignin igerigine
sahiptir, bu sayede biyohidrojen iiretimi 6ncesinde yogun bir 6n aritim gerektirmez
(Yu ve dig., 2014).

Leman minor igerisinde bulunan doku olarak adlandirilan Turion, Lemna minor
icin uygun olmayan hava sartlarinda suyun derinliklerinde kalarak ortam sicakliklar
diizelene kadar bekler ve daha sonra su ylizeyine ¢ikar ve yeni su mercimekleri olusur

(Xu ve dig., 2018). Toprak gereksinimi olmadan atik sular dahil bir¢ok su kiitlesinde
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biliylime yetenegi, nisasta depolayabilmesi ve kolay bulunabilirligi su mercimeginin

substrat olarak tercih edilmesini 6n plana ¢gikartmaktadir (Kaur ve dig., 2019).

J. Xu ve Deshusses (2015) yaptiklar1 c¢alismada Su mercimeginden
biyohidrojen tiretim siirecinde farkli 6n islem ve fermentasyon kosullarini incelemistir.
Asidik (%1 H2S04-85°C -60 dk), alkali (%1 NaOH- 85°C -60 dk) ve termal (120°C -
60 dk) hidroliz uygulanmustir. Asit hidrolizi, alkali ve termal hidrolizlere gore daha
verimli hidrojen iiretimiyle sonu¢lanmistir. Asit 6n isleminden sonra pH ayarlarmasi
sirasinda ortamin yiiksek miktarda sodyuma maruz kalmasi sebebiyle hidrojen
tiretimine limitleyici etki yaratmistir. 35°C sicaklik ve pH 5,5 ‘da yapilan kesikli
deneyler sonucunda hidrojen tiretimi verimi 75,3 mL/g kuru biyokiitle elde edilmistir

(J. Xu ve Deshusses 2015).

Zhang ve dig., (2021) su mercimegi ve misir samanini harmanlayarak AF ile
hidrojen tiretimi gergeklestirmistir. Fermentasyon deneyleri bes farkli C/N (11-13,2-
19,9-36,5-59) oranlar1 denenerek, 30°C ‘de pH:7 de kesikli olarak gerceklesmistir.
Caligma sonunda C/N orani 13,2 olan karisim ile en yiiksek hidrojen verimi 78,27
mL/g TS elde edilmistir. Caligma sonucunda sadece misir samani kullanarak yapilan
deneylerle kiyaslama yapildiginda su mercimegi ile harmanlayarak yapilan

caligmadaki verim %66,7 daha yiiksek ¢ikmistir (Zhang ve dig., 2021).

Cennet hurmasi (Diospyros kaki) Ebenaceae familyasina ait olup Cin, Japonya,
Ispanya ve Brezilya gibi iilkelerde yaygin olarak yetismekte olan bir meyvedir. Nisasta
igerigi zengin olup azot ve fosfor icerigi ise fakirdir (Salomoén ve dig, 2022). Cennet
hurmasinin yapist ve igeriginde bulunan yiiksek vitamin, mineraller ve sekerler

acisindan zengin olup biyohidrojen iiretiminde kullanim1 potansiyel bir biyokiitledir.

Bu c¢alismada, su mercimeginden KF ile H: iiretiminin arastirilmasi
hedeflenmistir. Calismada su mercimegi azot iceriginin yiiksek olmasi nedeniyle
glikoz ve cennet hurmasi kabuklar1 ile harmanlanarak Hz fretim sartlarinin
arttirtlmasina yonelik deneyler yapilmistir. Bu amagla, en uygun glikoz/su mercimegi
ve cennet hurmasi/su mercimegi harmanlama oranlart Box-Wilson istatistiksel deney

tasarim metodu kullanilarak iki farkli set deneysel calisma yapilmstir.



2.1.1 Literatiirde Karanhk Fermentasyon ile Yapilmis Calismalar

Literatiirde yer alan karanlik fermentasyon ile biyohidrojen iiretimi i¢in yapilan
calismalarindan bazilar1 6zetlenmistir. Cesitli substratlar, farkli isletme kosullari
altinda degerlendirilmis olup, hidrojen {iretim hizlar1 ve verimleri yapilan deneysel

caligmalara gore farklilik gostermektedir.

G. Yang ve Wang (2019) yaptiklar1 ¢alismada aritma ¢amuru ve ot atiklari ile
ko-fermentasyon yontemi kullanarak, Hz {retimi i¢in optimum substrat
konsantrasyonunu belirlemeyi hedeflemistir. Substrat olarak kullanilan aritma ¢amuru,
H2 iiretimini engelleyen organizmalarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in 15 dk 100°C
1s1l isleme tabi tutulmustur. Ot atiklar1 ise 60°C” de kurutulup 1 mm boyutunda olacak
sekilde oOgiitiilmiistlir, substrat olarak aritma camuru ve ot atiklart karisimi
kullanilmistir. Aritma ¢camuru ve ot atiklar1 konsantrasyonlart 5-80 g/L, as1 oranlart ise
0,8:1-12,8:1 olacak sekilde ayarlanmistir. En ytiksek hidrojen verimi, 10 g/L baslangic
substrat konsantrasyonunda (46,5 mL/gVS) elde edilmis olup, 5-10g/L ya da 10-80g/L
baslangi¢  konsantrasyonlarinda hidrojen iiretim veriminin diisiik oldugu
gbzlemlenmistir. Baslangic substrat konsantrasyonunun azalmasiyla yetersiz karbon
kaynaginin organizmalarin aktivitelerini olumsuz etkiledigini, artmasiyla ise ortamda
organik asitlerin birikmesinden dolay1, Hz iiretiminde sinirlayici etkiye sebep oldugu

belirlenmistir (G. Yang ve Wang, 2019)

Argun ve Dao (2016) yaptiklar1 ¢alismada, seftali posasindan hidrojen
tiretiminde C/N, C/P, C/Fe ve C/Ni oranlarinin hidrojen iiretim verimi ve hizina olan
etkilerini incelemek {lizere BoXx-Behken istatistiksel deney tasarimi kullanmistir.
Deneysel c¢alismada ortama asi1 ilavesi yapilmadan seftali posasi igerisindeki
mikroorganizmalar kullanilmigtir. Hidrojen iiretim verimini arttirmak igin
fermentasyon ¢ikis suyunda elektrohidroliz denemesi yapilmistir. Caligma sonucunda
optimum C/N/P/Fe/Ni oran1 100/2,09/3,89/0,047/0,043 olarak bulunmustur, hidrojen
{iretim verimi ve hizi sirasiyla 460,93 mLH2/gKOI ve 2,44 mL-Hy/saat olarak
belirlenmistir. Elektrohidroliz ile 310 saatlik stirede 30,09 mLH2/mL reaktor hidrojen
degerine ulagilmigtir(Argun ve Dao, 2016).

Argun ve Onaran (2016) atik kagit havludan KF ile biyohidrojen iiretimini

gerceklestirmislerdir. Yapilan calismada, hidrojen iiretimi esnasinda ortaya g¢ikan
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ucucu yag asitleri nedeniyle olusan, ani pH diisiislerinin Oniine gegebilmek igin,
fermentasyon ortamina dogru akim saglamislardir. Deneyler kesikli olarak isletildi ve
fermentasyon ortaminin asidik degerinin nétr seviyede kalmasi saglanmistir. Farkli
akim degerlerinin (0,25-3 V) farkli substrat konsantrasyonlarinin (4,8- 41,2 g/L) ve
farkli elektrot uzakliklart (0,3-3 ¢m) hidrojen iiretim verimi iizerine olan etkileri
incelenmistir. En yiiksek hidrojen verimi, 1V gerilim, 20 g glikoz/L ve 0,5 cm elektrot

uzakliginda elde edilmistir (Argun ve Onaran, 2016).

Silva ve dig., (2017) yemek atiklar1 ve gliseroliin (%1-5 v/v) karanlik ko-
fermentasyonu ile biyohidrojen iiretimini gergeklestirmistir. Farkli gliserol (%1, %3
ve %5) konsantrasyonlarinin hidrojen iiretim verimi iizerine etkisi arastirilmistir.
Karanlik fermentasyon islemi 250 mL’lik siselerde 120 mL ¢alisma hacminde, %1
(v/v) oraninda as1 (aritma camuru) ve substrat ilavesi ile ger¢eklestirilmistir. Deneyler
35+1°C’de 36 saat boyunca, 150 rpm karistirma ve pH:5,5 isletme kosullarinda
gerceklestirilmistir. En yiiksek H2 verimleri, %3 (175 mL/gVS) ve %5 (180 mL/gVS)
gliserolde elde edilmistir. Deney sonucunda %1 (140 mL/gVS) ve %3 (175 mL/gV\S)
gliserol konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli bir artig gozlemlenirken, %5 (180 mL/gVS)
gliserol ilavesinde H; veriminde gozle goriiniir bir artis gézlemlenmemistir. Ortamda
bulunan gliserol mikroorganizmalarin lag fazi siirelerini azaltirken, miktarinin

artmasiyla VFA olusumunda da artis gézlenmistir (Silva ve dig., 2017).

Miynat ve Argun (2020) yaptiklart ¢alismada karanlik fermentasyon ile
biyohidrojen iiretimi sirasinda ugucu yag asitlerinin hizli olusmasindan dolay ani pH
diistislerini 6nlemek i¢in, seyreltme metodunu arastirmiglardir. Calismada, hidrojen
liretim verimi iizerine, seyrelme hizinin, seyrelme yiizdesinin ve baslangic KOI
derisiminin etkisini incelemislerdir. Baslangic konsantrasyonu 85 gKOI/L olup
fermentasyon ortaminin %130 oranda seyrelmesi sonucunda, en yiiksek hidrojen
tiretim verimi, 7,7 mLH2/mL reaktor; en yiiksek hidrojen iiretim hizi ise 9,38

mmol/Lreaktor.sa olarak belirlenmistir (Miynat ve Argun, 2020).

Eker ve Sarp (2017) atik kagitlar1 kullandiklar1 ¢alismada ¢esitli substrat ve
hiicre konsantrasyonlarinin hidrojen iiretim verimi iizerine etkilerini arastirmistir.
Deneysel calismadan once atik kagit siilfiirik asit kullanilarak 121°C'de 90 dakika
boyunca bir otoklav kullanilarak asit hidrolizine tabi tutulmustur. Glikoz

konsantrasyonun hidrojen tiretim verimi {izerine etkilerini aragtirabilmek i¢in 6 farkli
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(3,84-45,5 g/L) baslangi¢ konsantrasyonu ile deneyler ger¢eklestirmistir. En yliksek
kiimiilatif hidrojen iiretim verimi, 18,9 g/L baslangi¢ seker konsantrasyonunda elde
edilmis, bu degerin itizerindeki glikoz konsantrasyonlarinda ise iiriin inhibisyonuna
neden oldugu i¢in diisiis gdzlenmistir. Ikinci asamada ise glikoz konsantrasyonu sabit
tutularak (18,9 g/L) biyokiitle konsantrasyonu 0,25- 2 g/L arasinda degistirilmistir. En
yiiksek kiimiilatif hidrojen iiretim verimi; 0,5 g/L biyokiitle degerinde elde edilmistir.
Calismanin sonucunda biyohidrojen liretiminin, baslangi¢c glikoz konsantrasyonun
artmastyla, ugucu yag asitlerinin inhibisyonu nedeniyle ve HMF olusumu nedeniyle

diistiigii belirlenmistir (Eker ve Sarp, 2017).

Argun ve Dao (2017) yaptiklar1 ¢alismada atik seftali posasindan hidrojen
tiretimi esnasinda as1 ilavesinin etkisini aragtirmigtir. Deneysel ¢aligmada 200 g/L sabit
atik seftali posasi baslangi¢ konsantrasyonunda, as1 ilavesi %0 ile %10 (v/v) arasinda
degistirilmistir. En yiiksek hidrojen tretim verimi 123,27 mL.H2/gTOC, %5 as1
ilavesinde elde edilmistir. Hidrojen tretiminin as1 eklenmesiyle onemli oranda
arttigin1 ancak %5 degerinden fazla as1 eklenmesiyle azaldig belirlenmistir. Caligma
sonucunda diisiik biyokiitle miktari, hidrojen olusumunu sinirlarken, yiiksek biyokiitle
miktar1 ise ugucu yag asitlerinin hizlar artmasina ve bu durumun pH degerinin ani
sekilde diislistine yol agmasiyla hidrojen iiretiminin azalmasina neden olmustur

(Argun ve Dao 2017).

Tablo 2.2°de ¢esitli substratlar, farkli isletme kosullar1 altinda degerlendirilmis

olup, hidrojen iiretim hizlar1 ve verimleri 6zetlenmistir.

Tabloda goriildiigii gibi organik igerigi yiiksek substrat kullanilmasina ragmen,
eklenen kiiltiir tiirii, uygulanan 6n islemin (1s1l, asit, alkali, enzim) tiirli, baslangi¢
konsantrasyonu, sicaklik, pH, isletme kosullarina gére hidrojen iiretim verimi ve hizi
degiskenlik gostermektedir. Hidrojen iiretim verimleri 0,8-5,5 mol Hz/molglikoz
arasinda, hidrojen tiiretim verimleri ise 3,75-117,45 mL Hj/L.saat araliklarinda
degismistir. Bunlara ek olarak C/N/P gibi nutrient oranlari, substrat icerisindeki

vitamin ve mineraller de hidrojen tiretimini etkileyen faktdrlerdendir.
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Tablo 2.2: Literatiirde farkli substrat ve deney kosullari altinda KF ile ilgili yapilan ¢aligmalar.

Substrat ve Baslangi¢ . isletme KF Deney Hidrojen Uretim Hidrojen Uretim
As1 Kiiltiirii On Aritma o Referanslar
Konsantrasyonu Modu Kosullar Verimi Hizi
pH:5,5
Galaktoz - .
) ) 2,60 mol/mol (Sivagurunathan
Anaerobik Camur Sirekli Sicaklik:37 °C 65,5 L/L/giin
hexose ve dig., 2017)
15¢g/L
HRT:2 giin
Enterobacter sp. H:7 -
P Bira fabrikasi atik suyu o P 0,8 mol Hz/mol 1,37 mmol Hz2 / L. (Maintinguer ve
> KOl o/L Isil (15 dk 90 °C) Kesikli lik ) dis. 2017
ikoz saa .
& Sicaklik:37 °C g 18- )
Asit
Piring Samani N pH:5,5 (Sen ve dig.,
Karisik Kiiltiir (Seyreltik HCI 121 °C) Kesikli 2016
40 RS g/L Sicaklik:37 °C 761 mL/L 1,35 mL/saat )
Enzim (%1 h/h Seliilaz)
pH:7
Palmiye Meyvesi . . .
Asit (Seyreltik HCI . 1,11 mol Hz/mol (Gonzales ve dig.,
Anaerobik Camur Kesikli Sicaklik:37 °C 2090 mL Hy/L.giin

10 g glikoz /L

121 °C 30-60-90 dk)

Toplam

2016)
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Tablo 2.2: Literatiirde farkli substrat ve deney kosullari altinda KF ile ilgili yapilan ¢aligmalar (devam)

Substrat ve Baslangi¢ . isletme KF Deney Hidrojen Uretim | Hidrojen Uretim
As Kiiltiirii On Aritma o Referanslar
Konsantrasyonu Modu Kosullar Verimi Hizx
pH:7
Agac1 Ahsab
(-am Agact Ahsabi Asit (Seyreltik HCI - (Gonzales ve dig.,
Anaerobik Camur Kesikli Sicaklik:37 °C
. 121 °C 30-60-90 dk) 1,36 mol Hz/mol ) 2016)
10 g glikoz /L 2533 mL Hy/L.giin
Toplam Seker
Algsel biyokiitle pH:7
L Is1l (80 °C 30 dk .
Clostridium 15 laktoz/L sil( ) Kesik Sicaklik35 °C (Fonseca ve dig.,
alaktoz esikli 1caklik:
Beijerincki B21 99 | 2,02 mol Ha/mol 117,45 mL 2016)
Asit (pH:3 12 saat)
galaktoz Hy/L.saat
Alg Kiltiirii pH:5,5 N
o (Kumar ve dig.,
Anaerobik Camur - Kesikli 2016
12 g /55 mL Sicaklik:37 °C 9mL H; 90 mL/L giin )
Asit (Seyreltik HCI pH:7
Yulaf 121°C)
o (Arreola-Vargas ve
Anaerobik Camur . Kesikli Sicaklik:35 °C
Enzim (Celluclast 1,5 L) 2,39 mol Hza/mol dig., 2015)
4,7 g RS/L 110 mL Hy/L.saat

Alkali (NaOH/H,0)

indirgenmis seker
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Tablo 2.2: Literatiirde farkli substrat ve deney kosullari altinda KF ile ilgili yapilan ¢aligmalar (devam)

Substrat ve Baslangic " Isletme KF Deney Hidrojen Uretim | Hidrojen Uretim
As1 Kiiltiirii On Aritma o Referanslar
Konsantrasyonu Modu Kosullar: Verimi Hizi
pH:7
) Misir Sap1 Hidrolizati o 7,74 mmol- Ha /g (J. nissi ve dig.,
Anaerobik Camur - Kesikli Sicaklik:55 °C 43,3 mL /saat
5 g Seker /L Seker 2015)
pH:7
Kozalak agag¢ h
agag famuty o 2,26 mol Hz/mol (Nissili ve dig.,
Karigik Kiiltiir - Kesikli Sicaklik:37 °C -
TS 2012)
4,5g TS/L
.. H:7
Ogiitiilmiis Bugday P
At1g1 (hidrolizat 2,7 mol Hz/mol (Ozmihci and
Anaerobik Camur 121 ( ) Isil (1,5 saat) Siirekli | Sicaklik:55 °C 652 mL Hy/L. giin _
toplam seker Kargi, 2011)
16,7g TS /L
els HRT:6 saat
pH:5,5
. Seker Kamisi . .
Clostridium Asit (H2SO4, %0,25-7 1,73 mol Ha/mol (Pattra ve dig.,
bty hih Stirekli Sicaklik:37 °C T 1611 mL Hz/L. giin 2008
utyricum .
y 20 g KOI/L ) 3 )
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Substrat

Bu c¢alismada kullanilan Lemna minor (LM) Didim evsel atik su aritma
tesisinden temin edilmistir. Atik su iizerinde kendiliginden gelisen su mercimegi
kevgir ile dikkatlice toplandiktan sonra laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara
getirilen su mercimekleri oda sicakliginda kurutulmustur. Kuruyan su mercimekleri
degirmenden geg¢irilerek boyutu 1 mm’nin altina diisiiriilmiistiir. Bu sekilde elde edilen
toz su mercimegi cam kavanozlarda 4°C’ de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Cennet
hurmas1 (CH) kabuklarinin eldesi i¢in ilgili meyveler Denizli semt pazarindan
alinmigtir. Laboratuvarda soyulan cennet hurmasi kabuklari 30°C° de iki giin
kurutulduktan sonra bigakli dgiitiiciiden gecirilmis ve hazirlanan kabuklar -18°C ‘de

buzlukta saklanmistir.

32 As

Deneylerde kullanilan as1 Pamukkale Universitesi yakininda bulunan dogal bir
kompost yigmindan alinmigtir. Metanojen aktivitenin durmasi i¢in alinan kompost
90°C’de 30 dakika siireyle 1s1l isleme tabi tutulmustur. Daha sonra kompost 20 g TS/L
iceren melaz ¢ozeltisinde 37°C” de, nétral pH’ta 16 saat siire ile biiyiitiilmustiir. Besi
ortamina ayrica 100 mg/L L-cysteine.HCI ve 20 mM FeSO4.7 H20 ilave edilmistir.
Ayrica KOI/P oram1 KH2POs ilavesiyle 200 (w/w)’ye ayarlanmigtir. Sivi iist
boslugundan 3 dakika siireyle argon gazi gecirilerek oksijen uzaklastirilmistir.
Biiylitme sonrasinda bosluk hacminde %41 oraninda H» 6l¢iilmiistiir. Biiytitiilen bu as1

deney ortamina %5 (v/v) oraninda ilave edilmistir.
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3.3  Fermentasyon Deneyleri

LM-GLI ve LM-CH deneylerinin kosullart Box-Wilson istatistiksel deney
tasarim1 (Box-Wilson) kullanilarak belirlenmistir. LM-GLI deney seti i¢in bagimsiz
degiskenler ve araliklari: Glikoz konsantrasyonu (Xi: 0-60 g/L) ve LM
konsantrasyonu (X2: 0-40 g/L). LM-CH deney setinde LM bagimsiz degiskeni ve
aralig1 aym tutulurken (X2: 0-40 g/L) glikoz yerine cennet hurmasi kabugu (X1': 0-60
g/L) degisken olarak kullanilmistir.

Biitiin deneyler 310 mL’lik serum siselerinde 37 °C’te inkiibatérde 100 mL
caligma hacminde gerceklestirilmistir. Deney ortaminda pH gozlemi yapabilmek i¢in
disaridan iki damla bromtimol mavisi indikatorii damlatilirken olas1 herhangi bir
metanojen aktivitenin 6nlenmesi adina 10 mg/L kloroform ilave edilmistir. Anaerobik
ortam sartlarinin saglanabilmesi adina tiim siselere 100 mg/L L.cysteine-HCI ilavesi
yapilip, s1vi iistiindeki hava boslugu agilama sonrasinda argon gazi ile siipiirilmiistiir.
Bir set Box-Wilson deneyi dort aksiyal, dort faktoryel ve bir orta nokta olmak iizere
en az dokuz deney noktasindan olusur. Deneylerin tekrarlanabilirligini test etmek
amaciyla orta nokta ti¢ defa tekrar edilmistir. Box-Wilson deney tasariminda bagimsiz
degiskenler ve amag¢ fonksiyonu iligkisinin irdelendigi fonksiyon esitlik 1°de

verilmistir.

Bu esitlikte Y amag fonksiyonunu (Y1: Hz iiretim verimi (mLH2/10 mL) Y3:
H> iiretim hizi1 (mLHz/saat)) X bagimsiz degiskenlerini ifade etmektedir. b harfleri de
sabitleri tanimlamaktadir (bo : offset, b1 ve bz : lineer, bio: etkilesim ve b1 ile b2o:
kuadratik sabitler).

Y=1Do + b1X1 + 02X2 + b12X1 X2 + b11X1 Xo + 2o Xz Xo (3.1)

Est.1°de ait sabitler SPSS (deneme siirlimii) yaziliminda hesaplatilmistir.
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3.4 Analitik Metotlar

Fermentasyon performansinin takip edilmesi amaciyla siselerden diizenli
araliklarda 6rnekler alinmistir. Lignin, seliiloz ve hemiseliiloz analizleri van Soest ve
Lewis (1991) metoduna gore Ege Universitesi Zootekni Boliimii Laboratuvarina
yaptirilmistir (Van Soest ve dig., 1991). TOC analizi (SS-EN 13137, 2001) Terralab
TOC analizoriinde, toplam Kjeldahl azotu (TKN) ISO 11261 standardina (“ISO
11261,1995 , toplam fosfor analizi ise ISO 14672 standardina gore (ISO 14672, 2005)
yapilmistir.  Toplam seker konsantrasyonu fenol-siilfirik asit metoduna gore
yapilmistir (Dubois ve dig., 1956).Gaz icerik analizleri Agilent marka gaz
kromatografi cihazinda gergeklestirilmistir (Argun ve Onaran, 2017). Toplam gaz

Olglimii s1v1 yer degistirme metoduna gore yapilmistir (Logan ve dig., 2002).

Bu ¢alismadaki H2 verimi 10 mL s1vi fermentasyon hacmi basina tiretilen Ho
hacmini (mL H2/10 mL) ifade etmektedir. Diger taraftan Hy iiretim hizi, birim zamanda
tiretilen Ho hacmini (mL Ha/saat) tanimlamaktadir ve Gompertz esitligi (Lee ve dig.,
2008) (Est. 2) kullanilarak belirlenmistir.

H(t) =P exp{— exp[ Rg C(a— t)} +1} (3.2)

Gompertz esitliginde H(t)= H2 hacmini (mL) P= Hidrojen iiretim potansiyelini
(mL) Rm= Hidrojen iiretim hizin1 (mL Ho/saat) A=lag faz periyodunu (saat) t=

Fermentasyon siiresini (saat) ifade etmektedir.
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4. BULGULAR VE TARTISMALAR

Tablo 4.1’ de Lemna minor ve cennet hurmasi kabugu icerigi hakkinda bilgi
vermektedir. Tabloda goriildiigii tizere Lemna minor C/N/P oran1 100/12,45/6,22 iken
cennet hurmasi kabugunda bu oran 100/1,3/0,04 elde edilmistir. Lemna minor azot ve
fosfor acisindan zengin iken cennet hurmasi kabugu karbon agisindan zengin ancak
azot ve fosfor agisindan sinirlidir. Bu nedenle uygun oranda harmanlandiktan sonra H
iiretimi i¢in kullanilma potansiyeli yliksektir. Literatiirde Hz iiretimi i¢in en uygun C/N
ve C/P oranlart degiskenlik gostermekle birlikte, C/N orani i¢in 20-200 ve C/P orani
igin 50-1000 araliklar1 tavsiye edilmektedir (Argun ve Dao, 2016). Lemna minor iin
C/N oram1 8,03, C/P oram ise 16,08 olmasit yapisindaki azot ve fosforun

yiiksekliginden ileri gelmektedir.

Tablo 4.1: Lemna minor ve cennet hurmasi igerigi

Parametre Lemna minor Cennet hurmas1 kabugu
TOC (Toplam organik karbon) % | 25,37 37,89

TKN (Toplam Kjeldahl Azotu) % | 3,16 0,50

TP (Toplam fosfor) % 1,58 0,016

Lemna minor C/N ve C/P oranlarinin yiikseltilebilmesi i¢in iki strateji
miimkiindir. Bunlardan ilki fermentasyon oncesi yapisindaki azot ve fosforun
uzaklastirilmas: ikincisi karbonca zengin fakat azot ve fosfor acisindan fakir bir
substrat ile harmanlanmasidir. Bu calismada ikinci yontem segilerek en uygun H>
iretim kosullarin1 saglayan harmanlama miktarini belirlemek hedeflenmistir. Bu
amacla iki set deney tasarlanmistir. Oncelikle Lemna minor igin, kimyasal yapisi
bilinen azot ve fosfor icermeyen ve karbon agisindan zengin olan glikoz ile en uygun
harmanlama ¢alismasi gergeklestirilmistir. Daha sonra glikoz yerine ayni fonksiyonu
gorebilecek cennet hurmasi kabugu kullanilarak ikinci bir set deney yapilmistir. Her
iki deneyden elde edilen sonuglar 1s18inda en yiiksek Hz gazi iiretimini saglayan

harmanlama kosullar1 kurulan modeller yardimiyla belirlenmistir.
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4.1 H:z Uretimi i¢in Uygun Substrat Kompozisyonun Belirlenmesi

4.1.1 LM-GLI karisiminda hidrojen gazi iirteiminin BWIDT metodu ile

optimizasyonu

Tablo 4.2°de Glikoz ile LM konsantrasyonlarinin bagimsiz degisken olarak
kullanildig1 Box-Wilson deney seti tasarimina ait deneysel sonuglar ve modelin tahmin
ettigi degerleri 6zetlemektedir. Tablo 4.2 Hz verimi 5,82-82,70 mLH2/10 mL ve H>
tiretim hiz1 0,64-14,43 mLH2/saat araliginda degismistir.

Deney sonucu elde edilen degerler ile modelin tahmin ettigi degerlerin ¢ogu
uyum igerisinde ¢ikmistir. Deney setine noktasal olarak bakildiginda A4 noktasindaki
kosullarda en yiiksek H> tliretim verimi ve hizinin elde edildigi goriilmektedir, zira bu

noktada C/N ve C/P oranlari sirastyla 17 ve 35°tir.
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Tablo 4.2: Box-Wilson deney tasarimi ve sonuglari (Glikoz-Lemna minor)

Degiskenler ve
Amag fonksiyonlar

konsantrasyonlari

X1 X2 Y1 Y2

Glikoz Lemna Hidrojen verimi Rm

(o/L)  minor

(9/L)
(mLH2/10 mL) (MLH2/saat)
Deney Model  Deney Model

Axial
noktalar
As 0,00 20,00 5,82 15,19 2,40 2,84
Az 60,00 20,00 19,90 19,64 9,15 8,96
As 30,00 0,00 3,80 23,02 0,64 2,70
As 30,00 40,00 82,70 72,42 14,43 12,50
Faktoryel
noktalar
F1 51,21 34,14 23,56 35,41 10,91 12,98
F2 51,21 5,86 43,16 32,87 577 485
F3 8,79 34,14 61,43 64,66 6,29 7,45
Fa 8,79 5,86 15,74 -2,65 3,46 1,73

Orta nokta 30,00 20,00 62,85 63,32 10,30 10,40
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Tablo 4.3 ’de, H> tiretim verimi (Y1) ve Ha tiretim hizi (Y2) fonksiyonlari igin
SPSS yazilimi ile hesaplatilan katsayilar ve R? degerleri gosterilmektedir. Her iki
durum icin de R? degerlerinin %80 iizerinde ¢ikmas1 modelin giivenilirliginin kabul

edilebilir diizeyde oldugunu gdstermektedir.

Tablo 4.3: Box-Wilson amag fonksiyonu sabitleri (Glikoz-Lemna minor)

bo b1 b2 b1z b11 b22 R?
Y1 -57,04 4214 4,415 -0,054 -0,051 -0,039 0,82
Y2 -3,657 0,362 0,465 0,002 -0,005 -0,007 0,89

Sekil 4.1’de, sabit glikoz konsantrasyonunda Hy veriminin Lemna minor
konsantrasyonuyla degisimini gostermektedir. Dikkat edilirse 0-30 g/L sabit glikoz
konsantrasyonlarinda H» verimi, LM konsantrasyonunun artmasiyla birlikte artig
gostermistir. Ancak 45 ve 60 g/L sabit glikoz konsantrasyonlar: ele alindiginda H»
verimi, glikoz konsantrasyonun belli bir degere ¢ikartilmasina kadar artis gosterdikten
sonra daha yiiksek LM konsantrasyonlarinda diisiis gostermistir. Bu da 15 g/L’ye
kadar olan glikoz konsantrasyonlarinda LM artisinin herhangi bir inhibisyona neden
olmadigimi ancak 45 g/L ve lizerindeki glikoz konsantrasyonlarinda LM nin belli bir
degere kadar limitleme yaptiktan sonra belli bir degerden sonra substrat inhibisyonu
yaptigini diigiindiirmektedir. Bu grafige gore en yiiksek H2 verimi olan 76,01 mLH2/10
mL degeri 15 g/L glikoz ve 40 g/L LM kullanildiginda elde edilmistir. Glikoz ve LM
konsantrasyonlarinin H2 verimi lizerindeki etkilerini daha detayli inceleyebilmek i¢in

Sekil 4.2 ¢izdirilmistir.
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Sekil 4.1: Sabit glikoz konsantrasyonunda H. veriminin Lemna minor konsantrasyonuyla degisimi

Sekil 4.2°de, sabit Lemna minor konsantrasyonunda Hz veriminin glikoz
konsantrasyonuyla  degisimini  gdstermektedir. Burada tim sabit LM
konsantrasyonlarinda glikoz konsantrasyonunun belirli bir degere kadar sinirlayici
faktore sebep oldugunu ancak belli bir degerden sonra substrat inhibisyonuna neden
oldugu daha iyi bir sekilde goriilmektedir. Grafige gore en yiiksek Hz verimi 40 g/L
glikoz ve 15 g/L LM’de elde edilmistir. Ancak model optimizasyonu ile elde edilen
sonuca gore en yiiksek Hz verimi olan 77,34 mLH2/10 mL degerinin, 40 g/L LM ve
21 g/L glikoz konsantrasyonlarinda elde edildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.2: Farkli Lemna minor konsantrasyonunda H. veriminin glikoz konsantrasyonuyla degisimi

Sekil 4.3’te, sabit glikoz konsantrasyonunda H> iiretim hizinin Lemna minor
konsantrasyonuyla degisimini gdstermektedir. Buna gore tiim sabit glikoz
konsantrasyonlarinda LM konsantrasyonunun arttirtlmasiyla Hz tiretim hizinin arttig1
ve belli bir seviyeden sonra sabitlendigi goriilmektedir. En yiiksek Hz tiretim hiz1 olan
13,51 mL.Ho/saat degeri ortamda 45 g/L glikoz ve 40 g/L LM oldugunda elde
edilmistir. Ortamda sadece LM’nin olup glikoz konsantrasyonunun 0 g/L oldugu
durumda da LM’nin artistyla birlikte Hz tiretim hizinda artis oldugu goriilmektedir.
Ancak glikoz ilaveli durumlarda elde edilen H> iiretim hizlar1 daha yiiksek degerlere
ulasmistir. Bu da LM ve glikozun uygun bir oranda harmanlandiktan sonra
fermentasyona baslanmasinin daha verimli sonuglar verecegini gostermektedir.
Burada o6nemli olan mikroorganizmalarin Hz iiretimi ve biiyiime i¢in ihtiyag

duyduklari niitrient kompozisyonun uygun seviyede olmasi oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.3: Farkli glikoz konsantrasyonunda H tiretim hizinin Lemna minor konsantrasyonuyla

degisimi

Fakli glikoz ve LM konsantrasyonlarinin Hz tiretim hizina olan etkilerinin daha
iyi anlagilabilmesi i¢in Sekil 4.4 incelenmelidir. Burada sabit Lemna minor
konsantrasyonunda H: iretim hizinin glikoz konsantrasyonuyla degisimi
goriilmektedir. LM konsantrasyonunun 0’dan 40 g/L’ye arttirilmasiyla birlikte H»
tretim hiz1 da artis gostermistir. Tiim sabit LM konsantrasyonlarinda glikoz
konsantrasyonun belli bir degere kadar karbon sinirlamasi yaptigi, ancak belli bir
degerden sonra substrat inhibisyonuna neden oldugu sdylenebilir. Burada da en yiiksek
H> tiretim hizinin 40 g/L LM ve 45 g/L glikoz’ da elde edildigi goriilmektedir. Sekil
4.1, 4.2 ile bu grafik birlikte yorumlandiginda 40 g/l LM konsantrasyonunun en
yiiksek H2 verimi ve hizini sagladigi sdylenebilir. Ancak ayni glikoz konsatrasyonu
hem verim ve hem de hiz degerlerini ayn1 anda maksimize edememistir. Maksimum
verim degeri 21 g/L glikozda elde edilirken maksimum hiz degeri de 45 g/L glikozda
elde edilmistir. Burada her iki amag¢ fonksiyonu maksimize eden glikoz
konsantrasyonuna karar verilmesi gerekir. 45 g/L glikoz konsantrasyonu maksimum
hiz degerine ulagilmasini saglamasina ragmen 20 g/L {lizerinde oldugu i¢in substrat
inhibisyonuna neden olma ihtimali ¢ok yiiksektir. LM konsantrasyonun 40 g/L ve
glikoz konsantrasyonun 21 g/L olmasi durumundaki H2 iiretim hiz1 degeri 10,82

mLHz/saat’tir. Bu deger glikoz konsantrasyonunun 45 g/L oldugu durumdaki hiz
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degerinden (13,51 mLH2/saat) ¢ok diisiik olmay1p yakin bir degerdir. Bu nedenle hem
H> verimi hem de H> {iretim hizinin en ideal oldugu durumun 21 g/L glikoz ve 40 g/L

LM konsantrasyonlarinda elde edildigi sonucuna varilmistir.

14
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Sekil 4.4: Sabit Lemna minor konsantrasyonunda H iiretim hizinin glikoz konsantrasyonuyla

degisimi

Yukaridaki analiz dikkate alinarak 21 g/ glikoz ve 40 g/ LM
konsantrasyonlarinda farkli bir zamanda ti¢ tekrarli dogrulama deneyi yapilmis ve
sonuglar Tablo 4.4’te gosterilmistir. Tablo 4.3 incelendiginde Y1 ve Y2 amag
fonksiyonlar1 i¢in énerilen model fonksiyonlarinin R? degerlerinin %80’nin iizerinde
ciktig1 goriilmektedir. Ancak Tablo 4.4’¢ gore deneysel ve tahmini degerler Y1 igin
%69 ve Y2 i¢in %54 elde edil. Mikrobiyal sistemlerde bu tarz sapmalarin olmasi
normaldir. Ancak deneysel sonuglarin modelin tahmin ettigi degerlerden ¢ok daha

yiiksek ¢ikmasi olumlu bir sonug olarak kabul edilmistir.
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Tablo 4.4: Glikoz ve Lemna minor karigim1 verifikasyon deney sonuglari

%, Amag fonksiyonu Deneysel sonug Model tahmini
2

> Y: 111,99 77,34

>

—

N

< Y2 20,01 10,82

4.1.2 LM-CH karisiminda hidrojen gaz iirteiminin BWIDT metodu ile

optimizasyonu

LM-GLI deneylerinde kullanilan Box-Wilson deney tasarimimin aynis1 glikoz
yerine cennet hurmasi kabugu kullanilarak yapilmistir. Bagimsiz degisken araliklar
ve amacg fonksiyonlar ayni olup, sadece glikoz cennet hurmasi kabugu ile
degistirilmistir. Zira bitkisel atiklarin LM ile harmanlanarak Hz iiretimi i¢in
degerlendirilmesi amag¢ edinilmistir. Buna gére Box-Wilson tasarimimin 6nerdigi
noktalarda yapilan deneylerin sonuglari ile model sonuglar1 Tablo 4.5 ’te 6zetlenmistir.
Deneysel tasarima gore C/N oran1 8-76 arasinda C/P oraniysa 16-2368 arasinda
degismistir. Bu ¢alismasa esas amag C/N/P oraninin optimizasyonu degildir. Ancak,
deneysel tasarimda iki organik atigin farkli ornalarda karistiritlmasi sonucunda C/N ve
C/P oranlarmin genis bir aralikta gozlemlenmeside saglanmistir. Fermentasyon
sonucunda goézlemlenen H, {iretim verimi 4,76-103,25 mLH2/10 mL arasinda
degisirken H» iiretim hiz1 0,99-21,42 mL.H/saat arasinda degismistir. Bu degerler
LM-GLI deneylerinde elde edilen degerlerden oldukga yiiksektir. Bunun temel
sebebinin cennet hurmasi kabugunun igerdigi mineraller ve vitaminler oldugu
soylenebilir. Tablo 4.5 ’deki deneysel sonuglar incelendiginde en yiiksek Hz verimi
(103,25 mLH2/10 mL) ve hiz1 (21,42 mL.H>/saat) A4 noktasinda 30 g/l CH ve 40 g/L
LM konsantrasyonlarinda elde edilmistir. Bu noktadaki C/N oran1 15,21 ve C/P oram

33,73’ tiir. Deneysel ve model tahmin degerleri biiyiik oranda benzer ¢ikmistir.

Tablo 4.5: Box-Wilson deney tasarimi ve sonuglar1 (Cennet hurmasi kabugu-Lemna minor)
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Degiskenler ve
Amag fonksiyonlar

konsantrasyonlari
Xt X2 Y1 Y2
Cennet  Lemna Hidrojen verimi Rm

hurmast  minor
kabugu (g/L)

(9/L)
(mLH2/10 mL) (mLH2/saat)
Deney  Model Deney Model
Axial
noktalar
‘AL 000 2000 476 448 7,76 7,65
Az 60,00 20,00 6345 52,36 14,68 12,63
As 30,00 0,00 5,75 12,95 0,99 1,32
Aq 30,00 40,00 103,25 84,91 21,42 19,96
Faktoryel
noktalar
F1 5121 3414 7700 9334 19,09 19,64
F2 51,21 5,86 18,75 17,87 6,00 4,66
F3 8.79 34,14 24,73 34,89 12,87 14,32
Fa 8.79 5,86 15,85 8,61 3,46 2,94

Orta nokta 30,00 20,00 36,91 36,53 7,72 7,44

Tablo 4.6’da LM-CH deneyleri sonunda SPSS programu ile hesaplanan amag
fonksiyonu katsayilarim1 gostermektedir. H {iretim verimi igin R? degeri %90 ile H,
tiretim hiz1 igin bu deger %98 elde edildi. Gozlenen ve hesaplanan degerler lineer iligki

gostermektedir.
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Tablo 4.6: Box-Wilson amag fonksiyonu sabitleri (Cennet hurmasi kabugu-Lemna minor)

bo b1 b2 b1z b11 b22 R?
Y1 5,508 0,518 -0,671 0,041 -0,009 0,031 0,90
Y2 3,332 -0,157 0,056 0,003 0,003 0,008 0,98

Sekil 4.5’te, sabit cennet hurmasi kabugu konsantrasyonunda Hz veriminin
Lemna minor konsantrasyonuyla degisimini  goriilmektedir. Sabit CH
konsantrasyonlarinda LM konsantrasyonunun arttirilmasiyla birlikte H iiretim verimi
de artmistir. CH kabugu ilavesiz deneysel sartlarda H, verimi CH ilaveli sartlara
nazaran diisiik elde edilmistir. Bu sonu¢ CH ile LM karisiminin Hz verimi {lizerinde
olumlu etkisini gostermektedir. En yiiksek H2 verimi 125,35 mL.H2/10 mL ile 60 g/L
CH ve 40 g/L LM ile elde edilmistir.
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Sekil 4.5: Sabit cennet hurmasi kabugu konsantrasyonunda H» veriminin Lemna minor

konsantrasyonuyla degisimi

Sekil 4.6’da sabit Lemna minor konsantrasyonunda Hx veriminin cennet
hurmasi kabugu konsantrasyonuyla degisimini gostermektedir. Burada da 0 g/LL LM
tizerindeki konsantrasyonlarda CH konsantrasyonunun arttirilmasinin Hz {iretim
verimini de arttirdigt sdylenebilir. Sadece 10 g/L LM’de 40 g/L iizerindeki CH
konsantrasyonunu Hz verimi artis1 iizerinde fazladan bir etki yapmadig: goriilmektedir.
Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 birlikte incelendiginde LM veya CH’nin tek basina incelenen
araliklarda arttirilmasinin Hz verimi lizerinde sanki lineer artiglar yaptigi, maksimum
bir noktaya ulasmadigi ve dolayisiyla optimum degere karar verilemedigi goriilmiistiir.
Normalde glikoz derisimi 20 g/L’de optimum degere ulagmakta ve daha yiiksek glikoz
konsantrasyonlari substrat inhibisyonuna neden olmaktadir. Ancak bu deney setinde
CH ve LM’den gelen glikoz cinsinde baslangi¢ toplam seker konsantrasyonunun

hi¢bir zaman 13,56 g/L’yi gegememis olmasindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.6: Sabit Lemna minor konsantrasyonunda H; veriminin cennet hurmasi kabugu

konsantrasyonuyla degisimi

Sekil 4.7 ‘de, sabit cennet hurmasi kabugu konsantrasyonunda H: iiretim
hizinin Lemna minor konsantrasyonuyla degisimini gostermektedir. Buna gore tiim
sabit CH konsantrasyonlarinda LM konsantrasyonunun arttirilmasi Hz tiretim hizinda
stirekli bir artig etkisi gdstermistir. Yukarida anlatilan glikoz konsantrasyonunun
inhibisyon seviyesine ulasamamasi nedeniyle egrilerde optimum nokta
goriilememistir. En yiiksek H> tiretim hiz1 40 g/L LM ve 60 g/L CH kullanildiginda
26,95 mL.Hy/saat olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7: Sabit cennet hurmasi kabugu konsantrasyonunda H» tiretim hizinin Lemna minor

konsantrasyonuyla degisimi

Sekil 4.8”de, sabit Lemna minor konsantrasyonunda Ha tiretim hizinin cennet
hurmasi kabugu konsantrasyonuyla degisimini vermektedir. Dikkat edilirse tiim sabit
LM konsantrasyonlarinda CH konsantrasyonunun arttirilmast Hz iiretim hizinda
artiglara neden olmustur. LM’nin hi¢ bulunmadigi fermentasyon deneyinde CH
konsantrasyonu 0-60 g/L arasinda degistirildiginde Hz iretim hizinin 5 mLH»/saat
altinda degerlerde kaldig1 goriilmiistiir. Bu da CH’nin da kendi basina substrat olarak
kullanilmasinin yiiksek Hp tiretim hizlar1 vermeyecegini gostermistir. 40 g/L LM ve
60 g/L CH karisimi kullanmildiginda C/N ve C/P oranlar sirasiyla 21,01 ve 51,18

olmustur. C/N oraninin bu degerde bulunmasi literatiir ile de uyumlu ¢ikmustir.
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Sekil 4.8: Sabit Lemna minor konsantrasyonunda H; iiretim hizinin cennet hurmasi kabugu

konsantrasyonuyla degisimi

LM-GLI deney seti sonucuna gére en yiiksek Hy {iretim verimi ve hizini
saglayan kosullar 21 g/L glikoz ve 40 g/L LM kullanildiginda elde edilmistir. LM-CH
deney seti sonuglarina gore de en yiiksek Hz iiretimi 60 g/ CH ve 40 g/L LM
kullanildiginda elde edilmistir ancak bu karisim igerisinde glikoz cinsinden toplam
seker konsantrasyonu 13,65 g/L’yi hi¢ gecemedigi icin LM-GLI deney setinde
maksimum H iiretim sonuglarint veren 21 g/L glikoz konsantrasyonunun etkisi CH
deneyinde goézlemlenememistir. Bu seker konsantrasyonunu veren CH
konsantrasyonu 123 g/L’dir. Bu nedenle CH konsantrasyonunun 123 g/L ve LM
konsantrasyonunun 40 g/L oldugu durum, 21 g/L glikoz ve 40 g/L LM’ nin LM-GLI
deney setinde elde edilen verimli Ha tiretimine ulasilabilir diisiincesiyle bu degerlerde

ti¢ tekrarli dogrulama deneyleri yapilmis ve sonuglar1 Tablo 4.6’da gosterilmistir.
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Tablo 4.7: Glikoz ve Lemna minor karigim1 verifikasyon deney sonuglari

_|

> Amag fonksiyonu Deneysel sonug Model tahmini
2

X

.| Y1 142,24 157,54
(@]

™

N

—

- Y 21,34 21
7 2 3 59,

Tablo 4.7 incelendiginde model fonksiyonun 123 g/L. CH ve 40 g/L LM’de
onerdigi Hz tiretim verimi 157,54 mLH2/10 mL iken deneysel olarak %90 oranla
142,24 mLH2/10 mL degeri elde edilmistir. Diger taraftan H> iiretim hiz1 degerinin
modele gore 59,21 mLH/saat olmasi bekleniyorken deneysel olarak 21,34 mLH»/saat
hiz degerine ulagilmistir. Mikrobiyal sistem ile ¢alisildigi igin bu seviyede sapmalarin
olmas1 normal bulunmustur. Sonug olarak bu ¢alismada LM-GLI deney seti LM-CH

deney seti i¢in bir 6n model olugturmus olup, en uygun Hp liretimini saglayan CH ve

LM kompozisyonunun belirlenmesine 151k tutmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda Lemna minor’den karanlik fermentasyon ile hidrojen gazi
iretimi lizerine arastirma yapilmistir. Laboratuvarda gergeklestirilen analizler
sonucunda, Lemna minor’in C/N/P oram1 100/12,45/6,22 iken cennet hurmasi
kabugunda bu oran 100/1,3/0,04 ¢ikmistir. Lemna minor azot ve fosfor agisindan
zengin iken cennet hurmasi kabugu karbon agisindan zengin ancak azot ve fosfor
acisindan fakirdir. Bu sebeple uygun oranda harmanladiktan sonra, Hp tiretimi igin

kullanilma potansiyelinin yiiksek oldugu ortaya ¢ikmuistir.

Oncelikle Lemna minor’ iin, kimyasal yapis1 bilinen azot ve fosfor igermeyen
ve karbon agisindan zengin olan glikoz en uygun harmanlama c¢aligmasi
gerceklestirilmistir. Daha sonra glikoz yerine ayni fonksiyonu gorebilecek cennet
hurmas1 kabugu kullanilarak ikinci bir set deney yapilmistir. En yiiksek H> iiretimini
saglayan kosullar1 bulabilmek icin, Box-Wilson deneysel tasarim modeli kullanilmig

ve hesaplamalar SPSS ile gergeklesmistir.

LM-GLI deney seti igin bagimsiz degiskenler ve araliklar: Glikoz
konsantrasyonu (Xi: 0-60 g/L) ve LM konsantrasyonu (Xz: 0-40 g/L). LM-CH deney
setinde LM bagimsiz degiskeni ve araligi ayni tutulurken (X2: 0-40 g/L) glikoz yerine
cennet hurmasi kabugu (X11: 0-60 g/L) degisken olarak kullaniimistir.

LM-GLI deney seti igin elde edilen degerler ile modelin tahmin ettigi
degerlerin ¢ogu uyum igerisinde ¢ikmistir. Deney setine noktasal olarak bakildiginda
A4 noktasindaki kosullarda en yiiksek H» iiretim verimi ve hizinin elde edildigi
goriilmektedir, zira bu noktada C/N ve C/P oranlari sirastyla 17 ve 35°tir. En yiiksek
hidrojen verimi (76,01 mLH2/10 mL) ve hiz1 (13,51 mLH»/saat) tespit edilmistir.
Maksimum verim degeri 21 g/L glikozda elde edilirken maksimum hiz degeri de 45
o/L glikozda elde edilmistir. 45 g/L glikoz konsantrasyonu maksimum hiz degerine
ulagilmasini saglamasina ragmen 20 g/L iizerinde oldugu i¢in substrat inhibisyonuna
neden olma ihtimali ¢ok yiiksektir. LM konsantrasyonun 40 g/L ve glikoz
konsantrasyonun 21 g/L olmast durumundaki Hz tretim hizi degeri 10,82
mMLHy/saattir. Bu deger glikoz konsantrasyonunun 45 g/L oldugu durumdaki hiz

degerinden (13,51 mLH2/saat) ¢cok diisiik olmayip yakin bir degerdir.
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Bu nedenle hem Hz verimi hem de H> tiretim hizinin en ideal oldugu durumun
21 g/L glikoz ve 40 g/L LM konsantrasyonlarinda elde edildigi sonucuna varilmistir.
Dogrulama deneyi sonucunda modelin onerdigi Hy tiretim verimi 77,34 mLH2/10 mL
iken, deneysel olarak %69 oranla 111,99 mLH2/10 mL degeri elde edilmistir. Diger
taraftan Hz tiretim hiz1 degerinin modele gore 10,82 mLH>/saat olmasi bekleniyorken
deneysel olarak %54 oranla 20,01 mLHz/saat hiz degerine ulasilmistir.

LM-CH deney seti i¢in elde edilen degerler ile modelin tahmin ettigi
degerlerin ¢ogu uyum igerisinde ¢ikmistir. Deney setine noktasal olarak bakildiginda
A4 noktasindaki kosullarda en yiiksek H» tiretim verimi ve hizinin elde edildigi
goriilmektedir, zira bu noktada C/N ve C/P oranlar sirasiyla 15,21 ve 33,73’tir.
LM’nin hi¢ bulunmadigi fermentasyon deneyinde CH konsantrasyonu 0-60 g/L
arasinda degistirildiginde H iiretim hizinin 5 mLH>/saat altinda degerlerde kaldig1
goriilmiistiir. Bu da CH’ nin da kendi basina substrat olarak kullanilmasinin yiiksek H»
tiretim hizlar1 vermeyecegini gostermistir. Hy iiretim verimi 4.76-103.25 mLH»/10 mL
arasinda degisirken H» tiretim hizi1 0,99-21,42 mLHy/saat arasinda degismistir. Bu
degerler LM-GLI deneylerinde elde edilen degerlerden oldukga yiiksektir. Bunun
temel sebebi cennet hurmasi kabugunun icerdigi mineraller ve vitaminler olabilir.
Deneysel sonuglar incelendiginde en yiiksek Ho verimi (103,25 mLH2/10 mL) ve hiz1
(21,42 mL.H./saat) As noktasinda 30 g/ CH ve 40 g/ LM konsantrasyonlarinda elde

edilmistir.

LM-GLI deney seti sonucuna gére en yiiksek Ho iiretim verimi ve hizini
saglayan kosullar 21 g/L glikoz ve 40 g/L LM kullanildiginda elde edilmistir. LM-CH
deney seti sonuglarina gore de en yiiksek H» iiretimi 60 g/ CH ve 40 g/L LM
kullanildiginda elde edilmistir ancak bu karisim igerisinde glikoz cinsinden toplam
seker konsantrasyonu 13,65 g/L’yi hi¢ gecemedigi i¢in LM-GLI deney setinde
maksimum Hz iiretim sonuglarmi veren 21 g/L glikoz konsantrasyonunun etkisi CH
deneyinde gozlemlenememistir. Bu seker konsantrasyonunu veren CH
konsantrasyonu 123 g/L dir. Bu nedenle CH konsantrasyonunun 123 g/L ve LM
konsantrasyonunun 40 g/L oldugu durum, 21 g/L glikoz ve 40 g/L LM’nin LM-GLI
deney setinde elde edilen verimli Ha tiretimine ulasilabilir diisiincesiyle bu degerlerde

ti¢ tekrarli dogrulama deneyleri yapilmistir.

36



Dogrulama deneyi sonucunda modelin 6nerdigi Hz tiretim verimi 157,54
mLH2/10 mL iken deneysel olarak %90 oranla 142,24 mLH2/10 mL, H> iiretim hiz1
degerinin modele gore 59,21 mLH/saat olmasi bekleniyorken deneysel olarak 21,34
mMLH2/saat hiz degerine ulasilmistir. Deneysel sonuglarin modelin tahmin ettigi

degerlerden ¢ok daha yiiksek ¢ikmasi olumlu bir sonug olarak kabul edilmistir.

Karanlik fermentasyon prosesi ile daha verimli hidrojen iiretmek i¢in ilerleyen
calismalarda farkli as1 kiiltiirii ve 6n islem denemeleri yapilabilir. Deneyler kesikli
isletme modeli yerine yart siirekli besleme modu kullanilarak veya immobilize sistem
ile yapilabilir. Bu sayede daha verimli hidrojen iiretimininin elde edilebilecegini
diisiindiirmektedir. Bu tiir atiklarin yararl {iriinlere doniistiiriilmesi karbon salinima,

atik yonetimi ve enerji ihtiyacini karsilamak agisindan 6nemlidir.
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