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OZET

ATIK KAGIT HAVLUDAN KARANLIK FERMENTASYON iLE HIDROJEN GAZI
URETIMI
YUKSEK LiSANS TEZi
GULIZAR ONARAN
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

CEVRE MUHENDISLIGI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:DOG.DR. HIDAYET ARGUN)
DENIZLI, - 2016

Bu tez kapsaminda atik kagit haviudan kesikli isletme modunda karanlk
fermentasyon ile hidrojen gazi Uretimi arastinimistir. Bu kapsamda baslangi¢
biyokultle, substrat ve C/N/P/Fe oraninin hidrojen tretim verimi ve spesifik hidrojen
Uretim hizi Gzerine olan etkileri incelenmistir. Deneylerde besi maddesi olarak
kullanilan seker ¢ozeltisi 200 g/L atik kagit havlunun %5 H,SO, ile 105°C’de 3.5
saat slreyle asit hidrolizi sonucunda elde edilmistir. Baslangi¢c biyokitle
konsantrasyonu olarak 0.1-6.0 g/L noktalari arasinda cgalisiimis ve en yiksek
hidrojen Uretim verimi 0.927 mol Hz/mol glikoz olarak 0.875 g biyokutle/L’'de elde
edilmigtir. Ancak 0.1 g/L’de benzer verim (0.905 mol Hz/mol glikoz) ve daha yiuksek
6zgul hidrojen dretim hizina (188.81 mL H/g biyokitle.saat) ulasildigi, ayrica
isletme kolayligi agisindan 0.1 g/L biyokitle konsantrasyonunun daha uygun
oldugu sonucuna varilmistir. Baslangi¢ substrat konsantrasyonu ic¢in 5-40 g
glikoz/L arasinda calisiimis ve en ylUksek hidrojen dretim verimi (0.498 mol Hz/mol
glikoz) ve o6zgul hidrojen Uretim hizi (226.67 mL H./g biyokitle.saat) 21 g
glikoz/L'de elde edilmistir. En uygun C/N/P/Fe oraninin belirlenmesi i¢in Design-
Expert yaziliminda bulunan Box-Behnken yiizey tepki metodu ile optimizasyon
yapilmisgtir. Buna gére yapilan deneyler sonucunda en yiksek hidrojen Uretim
verimi (0.656 mol Hz/mol glikoz) ve 6zgul hidrojen dretim hizi (241.64 mL Ha/g
biyokltle.saat) 100/5/9/0.3’lik C/N/P/Fe oraninda tespit edilmistir. Bu sartlarda
gerceklestirilen dogrulama deneyi sonucunda bulunan hidrojen Gretim verimi ve
0zgul hidrojen Uretim hizi degerleri sirasiyla 0.525 mol Hz/mol glikoz ve 243.14 ml
H./g biyokutle.saat olup, beklenilen verim ve hiz deg@erleri ile uyumlu ¢ikmis ve
modelin guvenirligi teyit edilmigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Hidrojen, karanlik fermentasyon, atik kagit havlu, asit
hidroliz, Box-Behnken



ABSTRACT

HYDROGEN PRODUCTION FROM WASTE PAPER TOWEL BY DARK
FERMANTATION
MSC THESIS
GULIZAR ONARAN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

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

DENIZLIi, 2016

In this thesis, hydrogen gas production from waste paper towel by batch
dark fermentation was studied. In this context the effects of initial biomass and
substrate concentrations and the effect of C/N/P/Fe ratio on hydrogen production
yield and specific hydrogen production rate (SHPR) were investigated. Sugar
containing hydrolyzate was used as substrate and this solution was obtained by
acid hydrolysis of 200 g/L waste paper towel with %5 H,SO, at 105°C for 3.5
hours. For the experiments where the initial biomass concentration was varied
between 0.1-6.0 g/L the highest hydrogen production yield (0.927 mol H./mol
glucose) was obtained at 0.875 g/L biomass concentration. However, similar
hydrogen production yield (0.905 mol Hz/mol glucose) and SHPR (188.81 mL Ha/g
biomass.hours) was obtained at 0.1 g/L, which is more favourable to be used due
to practical considerations. For the experiments where the initial substrate
concentration was varied between 5-40 g/L, the highest hydrogen production yield
(0.498 mol Hz/mol glucose) and SHPR (226.67 mL Hx/g biomass.hours) were
obtained at substrate concentration of 21 g glucose/L. Effects of C/N/P/Fe on
hydrogen formation yield and rate were analyzed using the Box-Behnken statistical
experiment design tool in the software Design-Expert. The optimum C/N/P/Fe ratio
resulting highest hydrogen production yield (0.656 mol Hz/mol glucose) and SHPR
(241.64 mL H./g biomass.hours) was predicted by the software as 100/5/9/0.3. A
confirmation experiment at this condition resulted similar yield (0.525 moL Hz/mol
glucose) and SHPR (243.14 mL H./g biomass.hours) indicating the reliability of the
model.

KEYWORDS: Hydrogen, dark fermantation, waste paper towel, acid hydrolysis,
Box-Behnken
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1. GIRIS

Gelisen teknolojiyle birlikte enerji tiketimi ve bunlarin sonucunda cevre
kirliligi gun gectikce artmaktadir. Gegmiste oldugu gibi ginimizde de enerji
Uretiminde fosil kaynaklardan yogun bir sekilde yararlaniimaktadir. Fosil kaynakl
yakitlarin kullanimiyla birlikte atmosfere kukulrt oksitler, azot oksitler, karbon
monoksit gibi hava Kkirligine sebep olan emisyonlar salinmaktadir. Ayrica bu
yakitlarin rezervleri de gin gegtikge azalarak tikenme noktasina gelmistir. Bunlarin
sonucunda meydana gelen kuresel 1sinma ve buzullarin erimesi gibi bircok somut
faktorliin ortaya ¢ikmasi, yenilenebilir ve temiz enerji Gretimi alanindaki ¢alismalari
hizlandirmigtir. Yenilenebilir enerji kaynaklarinin kullanimi ¢evre ile daha uyumlu,
surdurdlebilir ve gesitli avantajlar sunmaktadir. Rizgar, glines, biyokutle gibi gesitli
kaynaklar kullanilarak yenilenebilir enerji Uretimi yapilabilmektedir. Yenilenebilir
enerji Uretimi var olan bir kaynagi tiketmeye degil, o kaynagi belirli slireclerde tekrar
tekrar kullanmayi esas alir. Rizgar, glines ve biyokUtlenin yaninda jeotermal,
tarimsal, dalga, hidrolik gibi dogada var olan ve var olmaya devam eden kaynaklar

yenilenebilir enerji sistemlerini olusturur.

Dinyada oldugu gibi Avrupa Birligi (AB) Glkelerinde ve Turkiye'de de giderek
yenilenebilir enerji kullanimi artmaktadir. Yenilenebilir enerji kaynagi kullaniminda
AB Ulkelerinin 2020 yilinda ki hedefi bu enerji turindn toplam enerjideki payini
%20’ye cikartmaktir. Turkiye'nin ise elektrik Uretiminde yenilenebilir enerji kaynagi

pay! %30 olarak hedeflenmistir (Gromke ve Rensberg 2011).

Biyokutle, yesil bitkilerin glines enerjisini fotosentez yolu ile kimyasal enerjiye
donusturerek depolanmasi sonucu ile meydana gelen biyolojik kutle ve buna bagli
organik madde kaynaklari olarak tanimlanmaktadir (Cetiner 2009). Biyokutle
karbonhidrat¢a zengin tarimsal atiklar, organik yemek atiklari, organik igerigi yuksek
evsel veya endustriyel atiksular ve atiksu aritma tesisi ¢amurlari vb. igerisinde
bulunabilmektedir (Kapdan ve Kargi 2006). Biyokitle diger yenilenebilir enerji
kaynaklarina gore daha bol Uretiimesi nedeniyle avantajlar sunmaktadir. Ayrica
gunes ve ruzgar gibi mevsimsel ve bolgesel etmenlere bagh olmadig icinde daha
genis kullanim alanina sahiptir. Ornegin; AB (lkelerinde 2008 vyilina gore
biyokutlenin yenilenebilir enerji icerisindeki payr %19'dur (Gromke ve Rensberg
2011).



Biyokutleden biyoenerji elde edilmesi icin gesitli kaynaklar kullanilabilir.
Bunun igin 6zel bitkiler yetigtirilebildigi gibi, kullaniimig kati, sivi atiklardan da
yararlanilabilir Biyokutlenin degerlendiriimesi ile elde edilebilen kiymetli Grinlerden
birisi de hidrojen gazidir. Hidrojen, dogada en yaygin bulunan elementtir. Hidrojen
gazi renksiz, kokusuz olup zehirli degildir (Chong ve dig. 2009). Hidrojen gazi diger
fosil kaynaklar gibi kullanildiginda ¢evreye sera gazi salinimi yapmaz. Cevre dostu
olmasinin yaninda hidrojen, 122 kJ/g ylksek eneriji icerigi ile hidrokarbon yakitlarina
gbre vyaklasik 3 kat daha fazla enerji icerir. Hidrojen gazinin yakit olarak
kullaniminda karsilasilan en buylk sorun dogada serbest halde bulunmamasi ve
geleneksel yollarla Uretiminde fazla enerjiye ihtiyag duyulmasidir (Kapdan ve Kargi
2006). Anaerobik curuticlilerden gelen metan ile asitojenik fermentasyon
sonucunda olusan hidrojenin yakit hlcrelerinde yakilma igslemi karsilastirildiginda
hidrojenin metana gore enerji verimliliginde avantajli oldugu séylenmek zorundadir
(Méndez-Vilas 2013).

Hidrojen gazi termokimyasal, elektrokimyasal ve biyolojik metotlarla
Uretilebilir. Bunlar arasinda biyolojik yollar ile hidrojen Uretimi avantajlar
sunmaktadir. Lignosellulozik atiklar da biyolojik hidrojen Uretiminde kullanilabilir. Bu
tar atiklarin hidrojen Uretiminde kullanilabilmesi icin nigsasta ve seker igeren atiklara
gbre daha farkli 6n islemlere tabi tutulmasi gerekir. Clnku lignoselilozik atiklar
icerisinde hazir fermente edilebilir sekerler bulunmayip, bu bilesikler seliloz,
hemiselltloz ve ligninin olusturdugu karmasik ve korunakh bir yapi igerisinde sakli
bulunur dolayisiyla bu korunakli yapinin kirilarak icerisindeki fermente edilebilir
sekerlerin agiga c¢ikartilmasi gerekir. Kagit atiklari da ucuz yoldan kolay ulasilabilen
onemli bir selllozik biyokutle kaynagidir. Kagitlar %85-99 seliiloz, %0 hemisellloz
ve %0-15 lignin igeriklerine sahiptirler. Kagitta bulunan seliloz c¢esitli yollar ile
fermente edilebilir sekere indirgenebilir ve kiymetli Urlnler olusturulmasinda
kullanilabilir (Salam ve dig. 2013).

Bu tez kapsaminda; ciddi sekilde atik olusumuna neden olan atik havlu
kagitlardan karanlik fermentasyon yoéntemi kullanilarak hidrojen gazi Uretimi

Uzerinde ¢aligiimisgtir.



1.1 Tezin Amaci

Bu calismanin amaci sellloz igerigi yuksek olan atik havlu pecgeteden
karanlik fermentasyon ile hidrojen gazi uretmektir. Bu kapsamda hem atik
giderimi hem de temiz yakit Uretimi hedeflenmistir. Tez ¢alismasi (¢ asamadan
olusmaktadir. Birinci agsama deneyi baslangi¢c biyokutle konsantrasyonunun
optimizasyonu hedeflenirken, ikinci asama deneyi baslangic substrat
konsantrasyonunun optimizasyonu hedeflenmistir. Son asama deneyinde ise
C/N/P/Fe oranin optimizasyonu calisiimistir. Bitlin deneyler kesikli isletim ve
mezofilik sartlarda gerceklestiriimistir. Sonuglar matematiksel esitlikler ve
istatiksel yontemlerle degerlendiriimis ve bu konuda yapilabilecek bilimsel

g¢alismalar icin dnerilerde bulunulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1 Hidrojen

Hidrojen evrende en ¢ok bulunan element oldugu disindlmesine ragmen
gezegenimizde saf halde bulunmaz (Mallada ve Ménendez 2008). Hidrojen
genellikle oksijen, karbon ve diger elementler ile birlesik olusturarak suda, fosil
yakitlarda ve sayisiz hidrokarbon bilesiklerde bulunmaktadir (Penner 2006).
Hidrojen, bir proton ve bir elektrondan olusan ve periyodik cetvelin basinda bulunan
en hafif elementtir. Dinya’da bulunan maddelerin %90’Indan fazlasi hidrojen
icermektedir. Glnes ise g¢ogunlukla hidrojenden olusur (Butcher 2014). Ayrica
dinyanin gunesten aldi§i enerji, hidrojenin flizyon tepkimesi sonucunda helyuma
donusmesi ile ortaya c¢ikar (Aslan 2007). Hidrojen gazinin dogal formu iki atomludur
ve H olarak adlandirilir (www.fuelcells.org ). Hidrojen gazi hafif olmasinin yaninda
tum fosil kaynaklara goére birim agdirhgi basina 122 kJ/g gibi yuksek enerji icerir
(Kapdan ve Kargi 2006).

Hidrojen dogal yollarla elde edilen bir gaz olmayip, su, fosil kaynaklar veya
biyokutle gibi gesitli hammaddelerden Uuretilebilen endustriyel bir gazdir (Kardas
2005). Hidrojen; birincil enerji kaynagdi degil, bir enerji tagiyicisidir. Hidrojen, érnegin
benzin, elektrik ve merkezi 1sitma gibi diger enerji tasiyicilari ile birlikte bir ener;ji
kaynagindan uretilir. Enerji tagiyicisi, 6érnegin, 1sitma, nakliye ya da aydinlatma gibi
bir enerji hizmet talebini enerji kaynadindan son kullaniciya aktarir. Hidrojen eger
enerji servisi icin kullanilacak ise son kullanim igin mutlaka 1si, mekanik c¢alisma
veya elektrige donustirulmelidir (Aam 2004). Hidrojen gazi, kullanim verimi yuksek
ayrica g¢evre dostu bir yakittir. ClnkUl oksijen ile birlikte ylksek enerji degerinde
yakildiginda sadece su olusur ve bu hidrojen, sudan surdurulebilir olarak uretiimeye

devam eder.

Bir enerji taslyicisi ve yakit olarak hidrojenin tasidigi potansiyel bilinmekte ve

bu gaz 21. ylzyihn yakiti olarak kabul edilmektedir (Oztlirk ve dig. 2005).


http://www.fuelcells.org/

2.2 Hidrojen Uretim Yéntemleri

Hidrojen, yenilenebilir enerji kaynaklarindan (6rnegin; gunes) Uretilen, asla
degistirmek zorunda olmadigimiz kalici bir enerji kaynagidir (Veziroglu 2003).
Hidrojen uretiminde geleneksel veya biyolojik metotlar kullanilabilir. Geleneksel
yollarla hidrojen gazi eldesi termokimyasal, elektrokimyasal gibi ylUksek sicaklik,
basing ve enerji kullanilarak yapilan ve ¢ogu zaman c¢evre dostu olmadiklarindan
dolay! biyolojik metotlar énemli bir alternatif olmaktadir (Gen¢ 2009). Biyolojik
metotlarin avantajlari arasinda; ilimh kosullarda (25°C, 1 atm) gerceklesebilmesi,
CO (karbonmonoksit) ve HC (hidrokarbon) olusumunun olmamasi ve atiklarin ham
madde olarak kullanilabilirligi sayilabilir (Onaran ve Argun 2014). Tablo 2.1’de farkli
ham maddelerden farkli Uretim verimlerinde hidrojen gazi Uretim yontemleri

karsilastiriimistir.

Tablo 2.1: Hidrojen uretimi icin yontemler, hammaddeleri ve verimleri (Holladay

ve dig. 2008).

Hidrojen Uretim Yéntemleri Kaynaklar Verimler (%) islem Siiresi
Buhar Dénlisim Hidrokarbonlar 70 -85 Hizli
Kismi Oksidasyon Hidrokarbonlar 60 - 75 Hizli
Ototermal Donliglim Hidrokarbonlar 60-75 Kisa
Plazma Doéniisim Hidrokarbonlar 9-85 Uzun
Sivi Faz Donuglim Karbonhidratlar 35-55 Orta
Amonyak Dénisim Amonyak Uygulanabilir Degil Kisa
Biyokutle Gazifikasyonu Biyokdtle 35-50 Hizli
Fotoliz Gilnes Isig1 + Su 0.5 Uzun
Karanlik Fermantasyon Biyokdtle 60 - 80 Uzun
Isikli Fermentasyon Biyokitle + Glines Isigi 0.1 Uzun
Mikrobiyal Elektroliz Hiicreleri(MEC) Biyokdutle + Elektrik 78 Uzun
Alkali Elektroliz Cihazi Su (H20) + Elektrik 50 - 60 Hizh
Polimer Membran elektrolitler(PEM) Su (H20) + Elektrik 55-70 Kisa
Kati Oksit Elektroliz Hiicresi Su (H20) + Elektrik + Isi 40 - 60 Orta
Termokimyasal Su Ayrisimi Su (H20) + Isi Uygulanabilir Degil Uzun
Fotoelektrokimyasal Su Ayrigimi Su (H20) + Giines Isigi 12.4 Uzun




Tablo 2.1’de goruldigu gibi termal yontemlerle hidrojen gazi dretimi diger
yontemlere gore daha hizli ve verimleri daha yiksektir. Buna ragmen pahall ve
cevre agisindan olumsuz etkiler birakmaktadir. Hidrokarbonlardan hidrojen gazi
uretiminde temel asamalar; hidrokarbonun buhar, hava veya oksijen ile isitilip, su ve
hammaddenin parcalanmasi ile olugur (Das ve Veziroglu, 2001). Bu iglemin
sonucunda H,, CO, CO; duretilir. Bu yontemde hem sinirli olan fosil kaynaklar
tiketiimekte hem de fazlaca karbon salinimi gergeklesmektedir. Ayrica
hidrokarbonlari pargalamak icin yliksek sicakliga da ihtiya¢c duyulmaktadir. Bir diger
yontem suyun elektrolizidir. Suyun hidrojen Uretiminde kullaniimasinin
sebeplerinden biri suyun %11.2’sinin hidrojenden olugsmasidir. Dunya hidrojen
uretiminin %20’sini olusturan bu yontemle en saf hidrojen elde edilebilir. 1950’lerde
¢ok kullanilan bu yéntem artik glinimuizde daha az kullaniimaktadir (Besergil 2009).
Biyokutlenin gazlastiriimasi ile hidrojen gazi uretimi de hidrokarbonlardan hidrojen
Uretimine benzemekte ve dolayisiyla yuksek sicaklik ve basing gerektirmektedir. Bu

islem sonucunda da metan, hidrojen ve karbonoksit olusur.

Ham madde kaynagi olarak biyokitleden, karanlik fermentasyon gibi
biyolojik bir proses ile de hidrojen gazi Uretimi mimkunddr. Burada hidrojen gazi
uretiminin  1hmh  sartlarda ve fosil yakit gerektirmeyen kaynaklardan
gerceklestirilebilmesi bu prosesi diger geleneksel yontemler ile hidrojen Uretimi
acisindan avantajli kilmaktadir. Tablo 2.2'de c¢esitli hammaddelerden hidrojen

uretimi icin izlenilmesi gereken yollar hakkinda genel bilgiler verilmektedir.

Tablo 2.2: Biyohidrojen uretimi igin kullanilan biyokltle atiklari ve iglenis sekilleri
(Holladay ve dig. 2008).

BIYOKUTLE KAYNAGI GORUSLER

Nisastadan glikoz ve maltoz hidroliz ile elde edilmeli,
ardindan organik asitlere ve en sonda hidrojene
dénustarulmeliler.

Nisastali tarimsal atiklar ve gida
endustrisi atiklar

Seliilozlu tarimsal atiklar ve gida | ince sekilde 6gutiilip, delignifikasyon asamasindan
endustrisi atiklari _gegirilip nisasta gibi islenebilir.

Istenmeyen yabanci maddeler ve besin dengesi i¢in

Karbonhidratca zengin On aritma gerekli olabilir, daha sonra nisasta gibi

endustriyel atiklar

iglenebilir.
Atiksu aritma tesisinde olusan On aritma gerekli olabilir daha sonra da organik
atik gamurlar asitlere ve en son olarak hidrojen dénisum saglanir.

Atik, igerigine gore belirli 6n islemden gecirildikten sonra verimli bir sekilde
hidrojen gazi tretiminde kullanilabilir. Ornegin; lignin igerigi yiksek olan maddelerde

fermente edilebilir sekere ulasabilmek icin Oncellikle lignin giderimi yapilmasi


http://www.bayar.edu.tr/besergil/hidrojen.pdf

gerekmektedir. Atiklarin yuzey alanlari da hem 6n aritmada hem de fermentasyon
uretiminde etkilidir. Bu yuzden atigin gerekli boyutlara getirilmesi 6nemlidir. Tablo

2.3 biyolojik hidrojen Gretim metotlarini 6zetlemektedir.

Tablo 2.3: Biyolojik hidrojen Uretim yollari (Das ve Veziroglu 2001)

Suyun biyofotolizi

Isikli Fermentasyon

Karanlik Fermentasyon

Isikli ve Karanlik Fermentasyon Bakterilerini Kullanan Hibrit Sistemler

PlwINIE=

Biyolojik hidrojen Uretim vyollarinin tirlerine gdre degisen avantajlari ve
dezavantajlari vardir. Bunlar Tablo 2.4’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.4: Biyolojik hidrojen Gretim yollarinin avantajlari ve dezavantajlari (Das ve
Veziroglu 2008).

Biyohidrojen ] )
o Avantajlar Dezavantajlar
Uretim yolu
Hidrojen Uretiminde su ve glines Yiksek yogunlukta isiga ihtiyag
1s1gini dogrudan kullanirlar. duyarlar. Olusan oksijen sistem
Direkt Biyo-fotoliz Glines enerjisinin donusumi icin tehlikelidir. Elde edilen
bitkilerle karsilastirildiginda fotokimyasal verimi disuktar.
yaklasik 10 kat daha fazladir.
Cyanobacteri sudan H: Uretebilir. Hidrojenaz enziminin alimi
indirekt Biyo- Atmosferdeki Nz oranini Hz'nin degredasyonunu
fotoliz dizeltebilir. durdurmak igin kaldiriimahdir.
Gaz karisiminin %30 O:igerir.
Genis spektrumlu 11k enerjisi o o
O2 varligi nitrojenaza inhisiyon
buradaki bakteri tarafindan o
Isikh etki yapar. Isik dontusim
kullanilabilir. o
Fermentasyon . i .| verimliligi oldukca dugtktur (%1-
Cesitli organik atiklar kullanilabilir. 5)
Isik olmadan buttn giin H: Gretimi O:2 hidrojenaz igin guglu
gerceklesebilir. inhibitérdar. Elde edilebilir
Cesitli substratlar karbon kaynagi hidrojen verimi nispeten
Karanlk olarak kullanilabilir. Butirik, laktik | dusuktdr. Hidrojen verimi artikgca
Fermentasyon ve asetik asit gibi ¢esitli yan fermentasyon termodinamik
ardnler Uretilebilir. Anaerobik olarak elverigsiz hale gelir.
prosestir, bundan dolay1 Oz Uretilen gaz karigimi iginden
limitleyici degilidir. CO2’nin ayrilmasi gerekir.




221 Biyofotoliz

Biyofotolizde suyun algler yardimiyla hidrojen ve oksijene pargalanmasi
saglanir. Biyofotoliz dogrudan ve dolayli olmak tzere ikiye ayirir. Gines 1s1g1 altinda
suyun biyofotoliz ile hidrojen Uretimi temiz bir yaklagim olarak kabul edilir. Bununla
birlikte, disuk H» gazi verimliligi, 1sik gereksinimi ve aciga ¢ikan oksijenin hidrojenaz

enzimleri Gzerindeki inhibisyonu biyofotolizin baslica dezavantajlaridir (Geng 2009).

Direkt (dogrudan) biyofotoliz surecinde elektronlar sudan iki fotosistem (PSl|
ve PSI) araciligi ile hidrojene akar (Geng¢ 2009). PSI; CO; azalmasi icin indirgeyici
Uretecek fotosistem, PSIl; oksijen aciga cikaran ve suyu ayristiran sistemdir
(Sentirk ve Buyudkglngdr 2015). Yesil alg, Cyanobacteria gibi mikro algler
hidrojenaz barindirdiklarindan dolayi CO, azalimi degil hidrojen Uretimi yaparlar. Bu
asamada PSII 1sik enerjisini absorbladigi zaman elektronlar Gretilir. Bu elektronlar
PSI tarafindan absorbe edilen isik enerjisini kullanarak ferrodoksine (Fd) transfer
edilir. Daha sonra hidrojenaz enzimi hidrojen Uretmi ic¢in indirgenmis Fd'den
elektronlari kabul eder (Geng 2009, Sentirk ve Blylikgingér 2015).

2H,0 +lsik Enerjisi —» 2H; + O3 (2. 1)

Denklem (2.1) direkt (dogrudan) biyofotoliz reaksiyonunu 6zetlemektedir
(Levin ve dig. 2004). Burada su yesil algler tarafindan dodrudan glnes enerijisi ile
hidrojen ve oksijene pargalanir. Uretilen hidrojen iyonlari hidrojenaz enzimleri
yardimiyla hidrojen gazina donusgurler. Suyun ve gunes 1s1dinin ulasilabilirligi kolay
oldugundan dolayi bu yontem tercih edilebilir. Fakat suyun pargcalanmasinda ortaya
cikan oksijenin ortamda birikmesiyle hidrojenaz enzimleri inhibe olur. Bu da hidrojen
gazinin olusumunu olumsuz etkiler. Literatirde dogrudan biyofotolizin hidrojen
uretim hizi 0.07 mmol/saat.L olarak belirtiimistir (Manish 2008). Hizin diguk olmasi

ve oksijen inhibisyonu bu prosesin uygulanabilirligini azaltmaktadir.

Esitik (2. 2), (2.3) ve (2.4) dolayli yoldan biyofotoliz reaksiyonlarini
Ozetlemektedir. (2.2) numaral reaksiyon mikro-algler tarafindan, (2.3) numarali ise

Cyanobacteria tarafindan gercgeklestirilir.

6H:0 + 6CO, SKENCUSL - 11 06 + 60, (2.2)
CeH1206 + 2H20 ——  4H,+ 2C0O, + 2CH3;COOH (2.3)
2CHsCOOH + 4 H,0  SKENCMSl gy, 4 40, 2. 4)



Burada o6ncelikle mikro-algler karbondioksiti kullanarak fotosentez iglemini
tamamlayarak glikoz dretir. Cyanobacteria ise glikozu pargalayarak asetik asit ve
hidrojen Uretir. Hidrojen Uretimi hem hidrojenaz hem de nitrojenaz enzimleri ile
yapilabilir. Cyanobacteria gereksinimleri N2, Oz, su, mineral tuzlar ve 1giktir. (2.4)
numarall esitlikte asetatin hidrojene dénisimu verilmistir. Bu sistem ile hidrojen
Uretimi hava Kirliliginin nedenlerinden olan CO. tiketilmesinden dolayi ¢cevre dostu
bir yaklasim olarak kabul ediimektedir (Benemann 1997). Fakat verim, hiz ve diger
gereksinimlerden dolayi ekonomik degildir. Literatiire gore dolayh fotoliz i¢in rapor
edilen hidrojen Uretim hizi 0.333 mmol/saat.L’dir (Geng 2009).

2.2.2 Isikh Fermentasyon

Isikh fermentasyon prosesinde fotosentetik bakteriler UYA’lari anoksik
kosullarda H, ve CO, donustirdrler (Argun ve Kargi, 2011, Tao ve dig. 2006, Nath
ve Das, 2004). Molekiler H, Uretebilen bu mikroorganizmalar, giines veya suni isik
enerjisinin altinda indirgenmis bilesikleri drnedin organik asitleri azot elementinin
yetersiz oldugu sartlarda nitrojenaz ile katalizler. Fotosentetik bakteriler suyu
parcalamada yeterli dedillerdir. Fakat anaerobik sartlarda basit organik asitleri
elektron verici olarak kullanirlar. Elektronlar ATP formunda enerji kullanan
ferredoksin ile nitrojenaza tasinirlar. Azotun yoklugunda nitrojenaz enzimi protonu
hidrojen gazina indirgeyebilir. Fotosentetik mikroorganizmalarin, hidrojen tretiminde
glikoz, sukroz gibi karbon kaynaklarinin yerine UYA'y! tercih ederler. Fotosentetik
bakterinin kullanilmasinda ki avantaj PS |l slrecinin olmayigi bunun sonucunda

hidrojen Uretiminin oksijen ile inhibe edilmeyisidir (Gulsen ve dig. 2014).

Isikli fermentasyon ile hidrojen gazi Uretiminde mor kikurtstuz bakteriler en
yaygin bilinen tirlerdir (Rhodobacter sphaeroides O.U001, Rhodobacter capsulatus,
R. sphaeroides-RV, Rhodobacter sulfidophilus, Rhodopseudomanas palustris ve
Rhodospirillum rubrum’dur (Basak ve Das 2007). Esgitlik 2.5, asetik asitten 1gikh

fermentasyon ile hidrojen Gretimini 6zetlemektedir.

CH3COOH+2H,0 ————  4H,+2C0, AG'=+104 kJ (2.5)

Buna gore teorik olarak 1 mol asetik asitten 4 mol hidrojen gazi Uretilebilir.
Ayrica bu yodntemle hidrojen Uretimi biyofotolize gbére daha hizli (145-160
mmol/saat.L) gerceklesir (Gllsen ve dig. 2014).



Isikh fermentasyon ile hidrojen gazi Uretiminde dnemli olan parametreler;
baslangic UYA konsantrasyonu, pH, sicaklik, karistirma hizi, sk tart, 1sik
yogunlugu, kullanilan 1s1gin dalga boyu olarak siralanabilir. UYA konsantrasyonun
1800-2500 mg/L araliginda olmasi gerektigi rapor edilmigtir (Argun ve Kargi 2011).
Tavsiye edilen pH calisma aralidi 6.8-7'dir. Halojen, floresans, tungsten vb. Isik
kaynaklar aydinlatma amaciyla kullanilabilir. Sicakligin 30-35°C araliginda olmasi
tavsiye edilmektedir (Gen¢ 2009). Ekstra besin kaynadi olarak demir ve
molibdateklenmesi nitrojenaz enzimi Uzerinde etkilidir. Ayrica kullanilan ortamin
amonyak iceriginin 20uM Uzerinde olmasi nitrojenaz enzimi Uzerinde inhibisyona
neden olur (Argun ve Kargi 2011).

Organik asitlerin substrat olarak kullanilabilir olmasi isikli fermentasyonun
en bluyuk avantajlarindandir. Bu sistemin dezavantajlari ise karbon kaynagi olarak
secilen malat ve laktatin azli§i, deney boyunca i1sik dagiiimin homojen olmayisi ve

sistemin hidrojen Uretimin de PHB sentezine kaymasidir (Argun ve Kargi 2011).

2.2.3 Karanlik Fermentasyon

Karanlk fermentasyon (KF) prosesi spor olusturan anaerobik ve anoksik
bakteriler tarafindan karbonhidratlarin  kullaniimasi ile gergeklesir. Karanlik
fermentasyon ile hidrojen Uretimi 151kl fermentasyona gore daha hizlhdir. Gece ve
gunduz gaz dretimi yapilabilir ve ilave 1sik kaynadina ihtiya¢ duyulmaz (Das ve
Veziroglu 2001).

KF metabolizmasinin isleyisine ve olusan Urunlere gére metabolik yollag
degisebilir. Anaerobik pargalanma basamaklarindan biri olan asidojen safhada
organik materyaller parcalanarak ortamda hidrojen, karbondioksit, organik asit ve
diger Urunler olugur. Burada olugsan organik asit tirlerine gére fermentasyonun tipi
belirlenir. Bunlar propiyonik asit tipli, butirik asit tipli ve etanol tipli fermentasyon
olarak adlandirilir (Li ve dig. 2009).

KF, anaerobik kosullarda gerceklestigi icin mikroorganizmalar hidrojen iyonu
gibi elementleri elektron alicisi olarak kullanabilirler. Bu reaksiyonlarin
gerceklesmesinde hidrojenaz enzimleri aktif rol oynar (Senturk ve Blyukgungor
2015).

Cesitli substratlarin katabolizmasi sirasinda olusan piruvatlarin anaerobik

metobolizmalari mikrobiyal hidrojen uretimini tetikler. Ornegin KF’da gok kullanilan
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glikozun pargalanmasi sonucunda piruvat olusur. Piruvat, asetil CoA’ya okside olur.
Asetil CoA metabolizma yol izi ile asetil fosfata donusturdltr. Bu proseste ATP elde
edilirken ayni zamanda yan urin olarak asetat olugur. Piruvatin asetil CoA’ya
oksidasyonunda indirgenmis ferrodoksin (Fd) gereklidir. inidrgenmis Fd hidrojenaz
enzimi tarafindan oksidasyona ugratilir bunun sonucunda Fd ve molekuler hidrojen
Uretir (Nath ve Das 2004).

Karbonhidrat kullanilarak gerceklesen anaerobik karanlik fermentasyon
sonucunda asetik, butirik ve propiyonik asit olusur (Kapdan ve Kargi, 2006).
Karbonhidrat kaynagi olarak glikoz kullanildiginda hidrojen gazi ile birlikte baskin
olarak asetik ve butirik asit olugur (Nath ve Das 2004). Teoride karanhk
fermentasyonda yan drln olarak Uretilen ugucu yag asitleri (UYA) tlrliine gore
hidrojen verimleri degisir. Sekil 2.1’de 1 mol glikoz igin hidrojen Uretim agamalari,
yan Urin olarak butirat Sekil 2.1a ve asetat Sekil 2.1b, dzetlenmistir. Yalnizca asetik
asit olusursa 1 mol glikoz bagina 4 mol hidrojen gazi olusur. Butirik asitte 1 mol
glikoz basina 2 mol hidrojen Uretilirken, propiyonik asit Uretiminde 1 mol glikoza 1
mol hidrojen gazi tiketilir. Laktik asit veya etanol Uretiminde hidrojen Uretimi veya
tiketimi gergeklesmez. Asetik asitin ve bitirik asitin beraber olustugu sistemlerde

teorikte 1 mol glikoza 2.5 mol hidrojen Uretimi gergeklesir (Argun ve Kargi 2011).
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2CoASH 2C0: 2CoASH

a) Glikoz———2 Piruvat 2 HsetilCMBmirat +2 mol Hz/mol glikez
2NAADH 2Fds.  2Fda

[FeFe] H: ase

2CoA5H  2C0:

b) Glikoz{iz Piruvat 2 AsetilCol ——— 2 Asetat + 4 mol Ha'mol glikoz

2NAD" 2ZMADH  2Fd.k 2Fdn

\Y,

MAD-[FeFe] Hz ase [FeFe] Hz ase

£\
FWAS

Sekil 2.1: a) Birim glikoz basina bdtirat ve hidrojen olusturmak icin izlenen
metabolizmik yolizi. b) Birim glikoz basina asetat ve hidrojen
olusturmak icin izlenen metabolizmik yolizi. (Fdo: oksitlenen
ferrodoksin, Fding: indirgenen ferrodoksin) (Morales ve dig. 2015’den
uyarlanmistir).

UYA’larin ortamda birikmesi ve ileriki bir basamakta parcalanamamasi
karanlik fermentasyon c¢ikis suyunda Kirlilik yakinun birikmesine neden olur bu
nedenle c¢ikis suyunda olusan bu TUYA'lardan 1sikli fermentasyon ile hidrojen
Uretimi bu olumsuzluklarin bertarafina katki saglayacaktir. Esitlik 2.6’da glikoz
molekulinin asetik asit ve hidrojene donisimunit 6zetlemektedir. Gibbs serbest
enerjisinin negatif olmasi reaksiyonun kendiliginden gerceklestigi ve ekstra enerjiye
ihtiyac duyulmadigini géstermektedir.
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CsH1206+2H,O0 ——» 2CH3COOH+4H,+2C0O, AG'=-206kJ (2. 6)

KF prosesinde farkli substratlardan hidrojen uretilmesi mimkindir. Ornegin
birincil nesil eneriji bitkileri yetistirilip kullanilabildigi gibi atik maddelerden de hidrojen
uretilebilir. KF ile hidrojen uretiminde nisasta ve selliloz igeren tarimsal atiklar, gida
endustrisi gibi karbonhidratca zengin atiksular ve atiksu aritma ¢amurlari ham
madde olarak degerlendirilebilir. Nisasta icerikli atiklarin selliloz icerikli atiklara gore
hidrojen Uretiminde kullanimi daha kolaydir. Clinki nisastadan fermente edilebilir

sekerlerin eldesi sellloza gore daha kolaydir.

Ornegin selliloz igeren tarimsal atiklar fiziksel veya kimyasal 6n aritim
islemlerine tabi tutulduktan sonra fermentasyonda kullanilabilir. Sekil 2.2 bu tur

atiklardan hidrojen Uretim basamaklarini 6zetlemektedir.
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Seliilloz veya Atik Su
Nisasta icerikli

Atiklar veya
Tarimsal Atiklar
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Sekil 2.2: Sellloz/nisasta iceren tarimsal atiklar ve gida sanayi atik sulari igeren

biyolojik hidrojen Uretimi proses diyagrami (Kapdan ve Kargi 2006).
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Bu islemlerin amaci fermentasyon igin yapisal ve igeriksel engelleyicileri
ayirmak, lignoselllozik yapilyr gevsetmek ve bdylece enzimatik hidrolizi ve sellloz
ya da hemiselilozdan fermente edilebilir seker olusum miktarini artirmaktir
(Adiglizel 2013). Sekil 2.3'de 6n igleme tabi tutulan lignoselilozik atigin nasil bir
degisim gecirdigi anlatiimaya calisiimistir.
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Sekil 2.3: On-muamelenin lignoseliilozik yapiya potansiyel etkisinin sematik

gosterimi (Adiguzel 2013).

Hidroliz islemleri fizikokimyasal veya enzimatik olabilir. Esitlik (2.7)de
selllozun hidrolizini agiklayan genel denklem verilmistir. Kimyasal hidrolizde en
yaygin olarak asit hidrolizi kullanilir bu iglem enzimatik hidrolize gére daha ucuzdur,
ancak hidroliz esnasinda olusan toksik bilesikler bu ydntemin uygulanabilirligini

zorlagtirmaktadir.

(CeH100s)n+ NH,O — NCeH1206 2.7)

Asit hidroliz igcin H2SO4, HCI, H3sPO4 gibi asit tlrleri gesitli kosullarda 1sil
islemle birlikte atiga uygulanir. Asit hidrolizi ile amaglanan lignoselilozik atigin lignin
yapisini gevsetmek, uzun sellloz zinciri kirip daha basit yapidaki glikoz

molekdllerine ulagsmaktir. Ortaya ¢ikan glikoz fermante edilebilir 6zelliktedir.

Asit hidrolizi seyreltik asit veya konsantre asit kullanilarak gergeklestirilir.
Konsantre asit hidrolizi oda sicakliginda ve %50’'in (zerinde asit konsantrasyonu
uygulanarak gergeklesir. Bu slregte kullanilan asit, B-glycosidic baglarin
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kirlmasindan sonra glikoz ve oligosakkaritlerin olusumu igin sellilozun sismesini,
¢dzinmesini ve dekristallesmesini destekler. Seyreltik asit hidrolizinde ilk olarak
uzun sellloz zinciri kuguk zincir yuksek polimerizasyon derece (DP) seluloza
donusur. Yuksek DP kiguk DP oligomerlere ve daha sonra da oligomerler glikoza
donusdr. Bu islemlerin yaninda 5-HMF (5-hydroxymethylfurfural) gibi birgok ara trin
olusur. Teorik olarak 1 selllozdan 0.77 g 5-HMF uretilir (Argun ve Onaran 2016).

Asit hidrolizinde glikozun yaninda cesitli organik asitler veya sellilozik atigin
iceriginin asit ve sicaklik ile reaksiyonundan biyokitleye inhibisyon etkisi
yaratabilecek HMF’nin yaninda degdisik toksik maddeler, tuzlar olusabilir.
Detoksifikasyon yontemleri kullanilarak bu toksik maddeler giderilebilir.
Detoksifikasyon yoéntemleri; kireg, aktif karbon adsorpsiyonu, recine gibi degisik
fiziksel ve kimyasal metotlardir (Nissila ve dig. 2012, Lee ve di§.2011).

Bu tez calismasinda gerekli glikoz surubu seyreltik asit hidrolizi kullanilarak
elde edilmistir. Seyreltik asit hidrolizinin tercih edilmesinin sebebi; dusik kimyasal
kullanimi, reaksiyon igin gerekli sicakligin dusuk olmasi, hizli olmasi ve glikoz
zincirlerini  parcalama 06zelliginin  yuksek olmasindandir. Toksik maddelerin
gideriminde ise aktif karbon adsorpsiyonu kullaniimigtir.

Substrata ilave olarak ortama konulan azot, fosfat, demir vb. besin maddeleri
orani da hidrojen uretim veriminde etkilidir. Bu besin maddelerinin orani kullanilan
substrata ve mikroorganizma kulttirine gore dedisiklik gésterebilir. Azot; protein,
nukleik asit veya enzimlerin yapisinda bulundugu icin énemlidir. Fakat fazla azot
miktar1 hdcrenin pH dengesini bozdugundan inhibisyon yapabilir (Gen¢ 2009).
Benzer sekilde bir diger onemli besin maddesi olan fosfor da hem mikrobiyal
gelisme de hem de biyokimyasal reaksiyonlari tamponlamada énemlidir (Ghimire ve
dig. 2015). Ayrica hidrojen uretiminde etkisi olan hidrojenaz enzimi igerdigi metal
iyonlarina gére 2 sinifa ayrilir. Bunlar [Fe-Fe] hidrojenazlar ve [Ni-Fe]
hidrojenazlardir. Bakterilerin blyluk ¢ogunlugunda [Ni-Fe] hidrojenazlar bulunurken,
az bakteride [Fe-Fe] hidrojenazlari vardir. Karanlik fermentasyon prosesinde bu
metal iyonlar katilarak hidrojenaz enzimi faaliyetleri artirilabilir (Taherdanak ve dig.
2016).

KF prosesinde sicakhk faktéri de kullanilan bakteri turine gére
degismektedir. Mikroorganizmalarin aktivitelerini maksimum yerine getirebilmesi i¢in
en uygun sicakhgin secilmesi gerekir. Fermentasyon, mezofilik (25-40°C'),
termofilik(40-65°C), ekstrem termofilik (65-80°C) veya hipertermofilik (> 80°C)
kosullarda gergeklesebilir (Levin ve Chahine 2010).

Ortam kosullarina gére degisen pH degerinin de hidrojen gazi Uretimi Gzerine

onemli etkisi vardir. Baslangic pH'I disinda sistem igletildigi stre¢ boyuncada pH’in
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kontrol edilmesi gereklidir. Clnkl karanlik fermentasyonda Uretilen organik asitler
ortamin asitlik derecesini artirir. Asitligin artip, pH’nin dismesi ile hidrojenaz
enziminin aktivitesi olumsuz etkilenir. pH arttikga hidrojen Uretimi artar fakat yliksek

pH’larda Gretim azalir.

Hidrojen dretiminde karigik bakteri kaltiri de kullanabilir. Fakat karigik
kiltdrin icinde bulunan metanojenler, homo-asetojenler gibi hidrojen tlketen
bakterilerin giderilmesi gerekir. Karisik kultirden biyolojik hidrojen Uretimini
zenginlestirmek icin temel olarak 1sil-sok, asit, baz, havalandrima, dondurma-
¢dzdirme, kloroform, sodyum 2- bromoetansulfonat veya 2-bromoetansilfonik

asitve iyodopropan kullanilan 6n islemler rapor edilmistir ( Wang ve Wan 2009).

KF, genel olarak kesikli veya surekli igsletim modlarindan birinde gerceklesir.
Literatirde, glikoz ve sukroz gibi substratlar igin genellikle kesikli isletim modu
kullanilirken,organik atiklarda surekli isletim modu kullaniimaktadir (Wang ve Wan
2009).

Hidrolik alikonma slresinin (HAS) surekli olarak igletilen reaktorlerde
hidrojen ve yan Urln olusumu Uzerine etkisi vardir. Uygun HAS belirlemede substrat
tlrd, reaktér tipi ayrica mikroorganizma turi de onemlidir. HAS, uygun araliklarda
artikga bakterilerin hidrojen Uretime potansiyellerini artarir fakat yliksek HAS'leri

azaltir (Senturk ve Buylkgungor 2015).

2.3 Literatiir Ozeti

Karanlik fermentasyon prosesi i1sikli fermentasyon ve biyofotolize gére daha
yuksek verimlere saptir. Buna ragmen, substrattan hidrojene doéntsim verimi
dusuktir. Bunun sebebi gesitli formlarda yan trinin olusumudur (Chandrasekhar ve
dig. 2015). KF prosesinde genel olarak, spor olugturan Clostridium tarleri,
Enterobacter sp, Bacillus sp, ve bazi termofilik bakteriler kullanildigi gibi ayrica
anaerobik asitojenik gamurda bu amag icin en yaygin kullanilan kulttrleri iceren
camur tdrleridir (Argun ve Kargi 2011). Chin ve dig. (2003) Clostridium
acetobutylicum slspansiyon kiltiriind kullanarak beslemeli kesikli reaktérde
hidrojen Uretimi Uzerine ¢alisma yapmiglardir. Hidrojen Gretmek igin mevcut ortam
pH ve sicakhdin sirasiyla 6 ve 37°C oldugu belirtiimigtir. Biyoreaktdrin yukleme
hacmi 650 mmol Ha/L kiltir ile verimi yaklasik 2.0 mol Hz/mol glikoz olmustur.

Asetat ve butirat olusumu metabolitlerin yaklasik %80’i olusmus ve bu iki tir
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metabolitin hidrojen Uretimi potansiyeline inhibe etkisi oldugu belirtiimistir (Chin ve
dig. 2003).

Magnusson ve dig. (2008) yaptiklari calismada hicbir 6n aritma yapmadan
selllozik maddeden hidrojen Uretmeyi amaclamistir. Deneylerde
Clostridiumthermocellum ATCC 27405 termofilik bakteri tarini kullaniimistir.
Substrat olarak ise iglenip kurutulmus tahil, arpa kabugu ve yanik kirli arpa kabugu
kullaniimistir. Baslangi¢ substrat konsantrasyonu 5 g/L ve ¢alisma hacmi 26 mL'dir.
Deneyler 60°C yapilmistir. Deneylerin sonucunda en iyi verim olarak 1.27 mmol
Ha/glikoz islenip kurutulan tahildan elde edilmistir. Digerlerin de ise arpa kabugu
1.24 mmol Hj/glikoz, atik arpa kabugun ise 1.18 mmol H./glikoz olarak rapor
edilmistir (Magnusson ve dig. 2008).

Saripan ve Reungsang (2014) eszamanl sakkarfikasyon ve fermentasyon ile
selllozdan termofilik kosullar altinda fil glbresi asisi ile hidrojen Uretimini
incelemiglerdir. Model substratin hazirlanmasinda karboksimetil seliloz (CMC)
kullaniimigtir. Deneylerde baslangi¢ pH, sicaklik, ve substratin etkileri arastiriimistir.
120 mL serum siselerinde 70 mL calisma hacminde deneyler gergeklestiriimigtir.
Maksimum hidrojen verimine ve hizina 55°C sicaklikta, pH 7 ve CMC substrat
konsantrasyonu 0.25 g/L iken ulasiimistir. Bu optimal kosullarda maksimum
hidrojen verimi 7.224+0.62 mmol H2/g CMCexkienen, hidrojen tretim hizi ise 73.4+3.8 mL

H>/L saat olarak bulunmustur (Saripan ve Reungsang 2014).

Chu ve dig. (2010) pamugu hidroliz yapip, hidrolizatta fermentasyon
deneyleri yapmiglardir. Deneylerde baslangi¢ substrat seker konsantrasyonunu ve
baslangi¢c pH degerlerinin hidrojen uretimine etkileri incelenmistir. Deneyler 37°C’de
yapiimistir. Baglangi¢ seker konsantrasyonu 15 g R-seker/L ve baslangi¢c pH’si 8.2
iken verim 0.99 mol Hy/mol R-seker elde edilmistir. Bu ¢alisma da Gompertz Esitlik
Modeli simulasyonu kullanilarak 30 g/L substrat konsantrasyonunda ve 8.4
baslangi¢c pH’sin da maksimum hidrojen Uretim hizi olan 253 mL Hy/h/L ulagiimistir
(Chu ve dig. 2010).

Li ve dig. (2012) ¢im silajindan karanlik fermentasyon ile hidrojen Uretimi
Uzerine gahsmiglardir. Cim silajini hem substrat hem de bakteri kaynagi olarak
kullanmiglardir. Oncellikle pH degerini 4'Uin altinda tutarak laktik asit fermentasyonu
ile gcimden silaj uretilmistir. Bu ¢galismada silajin fermentasyonu basarili olmustur. Bu
asamadan sonra silaj notralize edilerek hidrojen uretimi ¢calisiimistir. 25-200 g silaj/L

baslangi¢ substrat konsantrasyon araliginda deneyler yapiimistir. Deney sirasinda
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sicaklik 37°C, pH 7.0'de tutulmustur. Metanojenlerin inhibisyonu icin ortama 2-
bromoethanesulfonic asit eklenmigtir. En yuksek hidrojen verimi 37.85.8 mLH2/ g
silaj olarak 25 g silaj/L konsantrasyonunda elde edilmistir. Cozlntr metobolitler
olarak asetat ve bitiratin son konsantrasyonlari sirasi ile 1.5 0.2 ve 0.50.00 g/L
olarak kayit edilmistir. 25 g/L silaj konsantrasyonundaki ortamda bakteri igerigi
Ruminobacillus xylanolyticum, Acetanaerobacterium elongatum ve Clostridium
populeti olarak tespit edilmistir. Bu ¢galismaya goére pH nétralizasyonu ile ¢im silajinin
icinde bulunan dogal bakteriler ile hidrojen Uretiminin gerceklesebilecedi teyit
edilmistir (Li ve dig. 2012).

Argun ve dig. (20082) anaerobik camur ile atik bugday tozu kullanarak
karanlk fermentasyon yontemi ile hidrojen gaz Uretimi Uzerine c¢alisma
yapmiglardir. Caligma kapsaminda hidrojen uretim verimine ve 6zgul hidrojen hizina
C/N ve C/P oranlarin etkisini incelemislerdir. Kullandiklari ¢ozeltide N ve P oranlari
yetersiz oldugundan ekstra N ve P eklemesi yapiimistir. Box—Wilson istatiksel deney
tasarim yontemi kullanilarak deney seti tasarlanmigtir. C/N orani 20-200, C/P orani
ise 50-1000 arasinda olacak sekilde ayarlanmistir. Hidrojen uretim verimi ve 6zgul
hidrojen dretim hizi C/N ve C/P oranlarindaki artis ile artmistir. Bunun sonucunda
hidrojen Uretimi icin gerekli azot ve fosfat igeriklerinin dusuk seviyelerde olabilecegi
rapor edilmistir. Maksimum hidrojen Uretim verimi ve 6zgul hidrojen Uretimi hizi
sirasiyla 281 mL H./g nisasta ve 98 mL H./gbiyokutle.saat olarak kaydedilmigstir. Bu
degerlere C/N orani 200 ve C/P orani 1000 oldugunda ulasiimistir. Sonug¢ olarak
atik bugday tozu ¢ozeltisinden hidrojen uretimi icin gerekli C/N/P orani 100/0.5/0.1
olarak belirtilmistir (Argun ve dig. 2008%).

Thermoanaerobacterium bakterilerinin baskin oldugu ¢amur ile palm yagi
atigi (POME) kullanilarak 60°C ardigsik kesikli anaerobik reaktorde C/N, C/P
oranlarinin ve demir konsantrasyonunun hidrojen Uretiminde etkisi incelenmigtir.
Buna go6re merkezi bir kompozit tasarim cevap ylzey metodolijisi (RSM) kullanilarak
hidrojen verimi ve POME giderimi optimize edilmistir. RSM analizinde optimum
degerler 257 mgFe*/L, C/N 74 ve C/P 559 olarak belirlenmigtir. Bu degerlerde
tahmin edilen hidrojen tretim verimi 6.5 L H./L POME ve KOI giderim verimi %58’
dir. Yapilan kontrol deneylerinde ise gergek degerler 6.33 LH,/LPOME ve KOI
giderim verimi %55 olarak bulunmustur (O-Thong 2008).

Lakshmidevi ve Muthukmar (2010) kagit ve kagit hamuru atiklarini enzimatik

hidroliz uyguladiktan sonra karanlik fermentasyon iglemi yapmislardir. Karanlk
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fermentasyon islemi 1500 mL siselerde 1000 mL g¢alisma hacminde
gercgeklestirilmigtir. Ortama 900 mL sterilize edilmis kagit ve kagit atigi hamuru
konulmus ve 100 mL E.aerogenes (MTCC 2822) igeren asi eklenmistir. Besin
maddelerinin de ilavesinden sonra deney 35+2°C’de 150 rpm karistirma ve pH 7’'de
gerceklestiriimistir. Deney sonucunda biyogaz hesabi, seker giderimi, ugucu yag
asidi olusumu, kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) degisimi ve renk giderimi 6lglimleri
yapilmistir. 22 g/L baslangic seker konsantrasyonuna gore maksimum hidrojen
verimi 2.03 mol Hx/mol seker ve hidrojen uretim hizi 225 mmol Hi/g hilicre/saat
olarak hesaplanmistir.  Sonuglar, kagit ve kagit hamuru endistrisi atiklarinin
biyohidrojen Uretimi icin ham madde olarak kullanilabilirligini g&stermektedir
(Lakshmidevi ve Muthukmar 2010).

Pendyala ve dig. (2013) sentetik olarak hazirlanan yiyecek ve kagit atiklarina
once termal olarak 6n islem uygulayip daha sonra yine 6n igslem gecirmis karisik
anaerobik kltdr ile karanlik fermentasyon islemi yapmiglardir. Deneylerde baslangic
pH, baslangic linoelik asit (LA) konsantrasyonu ve kimyasal oksijen ihtiyacinin (KOI)
hidrojen ve metan gazinin uretimi Gzerine etkisi Box-Behnken deney dizaynina gore
tasarlanmistir. Deneyde kullanilan sentetik atik kompozisyonu: %13(wt) pismis
piring, %13(wt) pismis makarna, %10 (wt) ekmek, ayrica %18 (wt) baklagiller, %10
(wt) patates, %8 (wt) marul, %8 (wt) brokoli, %10 (wt) elma, %10 (wt) muz
bunlara ek olarak 50 g kagit ve 50 g oluklu mukavva 1.5 litre su iginde
karistinimigtir. Bu karisim blenderdan gegirilip, buhar basingli reaktérde isil iglem
uygulanmistir. Daha sonra 0Ornek sUzllip atik karekterizasyonu yapilmistir.
Fermentasyon deneyleri 800 rpm karistirma hizi ile 37°C'de yapilmigtir. Box-
Behnken dizaynina gére 1.6 g/L LA, 5.93 pH ve 9.34 gKOI/L baglangi¢ kosullarinda
tahmini maksimum hidrojen verimi 87 mL/gKOI veya 98 mL H./gUK olarak
hesaplanmistir. Ana mikrobiyal kiltirde pH 5 de LA ve LA'siz kosullarda saptanan
bakteri tdrleri Clostridium sp.,Enterococcus asini, Enterococcusfaecalis ve

Lactobacillusgallinarum'dur (Pendyala ve dig. 2013).

Wang ve Wan (20082) tarafindan yapilan ¢alismada karisik kultar kullanilarak
glikozdan hidrojen Uretim potansiyelinde sicakhdin etkisi incelenmistir. Sicaklik
araligi olarak 20 - 55°C secilmis ve bu sicakliklarda kesikli deneyler yapiimistir.
Baslangi¢c pH’si 7 olarak ayarlanan deneylerde 20 — 40°C sicaklik arahdinda
substratin giderim verimi ile hidrojen Uretim verimi sicaklik ile birlikte artis
gOstermistir. Maksimum substrat giderimi %98.1, ve en yuksek kumdulatif hidrojen
uretim ve hidrojen dretim verimi sirasiyla 269.9 mL ve 275.1 mL H./g glikoz olarak

bulunmustur. Bu sonucun elde edildigi kosullarda lag fazi da 7 saat olarak rapor
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edilmigtir. Karisik kulturler ile hidrojen Uretiminde fermentasyon sicakhiginin optimize
edilebilmesi igin geligtirilen genigletiimis Ratkowsky modelleri kullaniimis ve bunlarin

sonucunda 40°C’nin en uygun sicaklik oldugu belirtilmistir (Wang ve Wan 20082?).

Mu ve dig. (2006) anaerobik kultir ile glikozdan mezofilik sicaklik
araliklarinda hidrojen Uretim potansiyellerini arastirmigtir. Sicaklk araligi olarak 33 —
41°C secilmig, bu sicaklik araliginda sicaklik artikga hidrojen dretim verimi, glikoz
tlketimi ve hidrojen uUretimi artmistir. Buna ragmen 6zgul hidrojen dretim hizi ise 33 -
39°C arahginda artmig, 41°C’ye yukseldikge azalmistir. Burada olugsan Urlnlerin
dagilimi da blylk 6lgiide sicaklik degisiminden etkilenmistir. Uretilen hidrojen
miktari, hidrojen verimi ve buyume hizinin sicaklik ile dogrusal iligkilerinin oldugu
bulunmustur (Mu ve dig. 2006).

Fang ve Liu (2002) aragstirmalarinda glikozdan hidrojen uretimi Uzerinde pH
etkisini incelemiglerdir. pH 4.0-7.0 araliginda sicakhk 36 °C ve 6 saat hidrolik
allkonma suresinde yapilan deneylerde glikoz giderimi, hidrojen ve organik asit
dretim verimleri %90’in Uzerine ¢ikmigtir. Bu ¢alismada optimum pH degeri olarak
5.5 belirlenmis, bu pH'da biyogaz karisiminin %65+2 hidrojenden olustugu
belirtilmistir. Ayrica birim glikoz basina olusan hidrojen ve 6zgul hidrojen Uretim
hizlari sirasiyla 2.1£0.1 mol Hz/mol glikoz ve 4.6+0.4 L H> /g UAKM.gun olarak rapor
edilmistir. Cikis sivi karigiminda ise asetat (%15.3-34.1), butirat (%31.2-45.6) ve
bunlara ilaveten az miktarda diger UYA Urunleri ve alkol bulunmustur (Fang ve Liu
2002).

Lee ve dig. (2002) soya kuspesi mikrobiyal florasi ve sukroz cozeltisi
kullanarak, hidrojen Uretiminde kultir Gzerine pH’In etkisini incelemiglerdir. pH 3-12
degerleri arasinda deneyler yapilmistir. pH 3.0, 11 ve 12’de hidrojen Uretimi
gOzlenmemis, ayrica 5.0-5.5 arasinda da dusik hidrojen uretimi Uretimi rapor
edilmistir. Deney karisiminda pH degeri birden dismis ve 30 saatte hidrojen
dretimine  baglanmistir. pH 6.0-10.0 arasinda metan gazinin olusumu
g6zlenmemistir. Sukroz giderimi, baslangic pH degeri 3.0 ile 9.0 arasinda artikca
artmig, maksimum sukroz giderimi ise (%95) pH 9.0’da gd6zlenmistir. Maksimum
hidrojen Uretim verimi ve hidrojeniretim hizi ph 9'da 126.9 cm?®/g sukroz ve 36.3
cm®/g UAKM.saat olarak bulunmustur. Maksimum UYA ve alkol olusum verimleri
sirasiyla 0.7g KOI/g sukroz (pH 8) ve 128 mg KOi/g sukroz (pH 9) olarak
kaydedilmistir (Lee ve dig. 2002).
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Wang ve Wan (2008P) camura 5 farkh (asit, baz, 1sil sok, havalandirma ve
kloroform) 6n aritma metotlari uygulamistir. TUm testler i1sil sok 6n islemli camurun
fermentasyon ile glikozdan hidrojen Uretimine uygun oldugunu goéstermistir. Isil sok
uygulanan camur ile yapilan deneyde maksimum hidrojen Uretim hizi, hidrojen
verimi, substrat giderimi ve biyokUtle konsantrasyonu sirasiyla 215.4 mL, 120.4
mL/saat, 221.5 mL/g glikoz, %97.2 ve 1739 mg/L olarak rapor edilmigtir (Wang ve
Wan 2008°).

Lin ve dig.’nin (2008) yaptigi bir calismada pH 7.1’de 30-55 °C arasinda ve
12 saat hidrolik allkkonma siiresinde ksiloldan (20 g KOI/L) hidrojen Uretimi
arastinilmigtir. Clostridia bakteri tirinin baskin oldugu artima ¢camuru Kkilttrinde
sicakhida bagli hidrojen gazi uretimi, verimi, Uretim hizi ve 6zgul hidrojen Uretim hiz
degerleri sirasiyla %25.1-42.2 (v/v), 0.4-1.4 mol Hx/mol xylose, 0.06—0.24 mol H./L
gin ve 0.02-0.10 mol H./g UAKM.gin arahidinda degismis ve 50°C isletme
sicakliginda en yuksek degerlerine ulasmistir. Termodinamik analiz yonteminde
hidrojen dretim hizi ve Arrhenius esitligi kullanilarak hesaplamalar yapiimis ve
bunlara gore aktivitasyon enerjisinin 74.7 kJ/mol oldugu gdsterilmistir (Lin ve dig.
2008).

Zahedi ve dig. (2014) belediye kati atiklarinin organik kisimlarindan
termofilik-kuru karanlk fermentasyon ile mikrobiyal toplulugun gelisimi ve hidrojen
gazi Uretimi Uzerine arastirma yapmiglardir. Calismalarda dokuz farkli organik
yukleme hizi (9-220 g TUKI/I/gin) kullaniimigtir. Populasyon dinamikleri tzerine
yapilan g¢alismada OYO (9-110 g TUK/l/gin) artmasi ile Eubacteria:Archaea ve
Hydrolytic—acidogenic bacteria (HABs):acetogens aralarindaki iligki de artmistir. Bu
durum belediye kati atiklarinin organik kisimlarindaki mikrobiyal icerikten kuvvetli
olarak etkilenmistir. Asetojenlerin ve Archealarin varlid1 ile mikroorganizmalar
substrattan metansiz biyogaz tretimi gerceklestirmislerdir. Maksimum hidroliz degeri
%63 £ 7 olarak 110 g TUK/l/gin OYO olarak kaydedilmigtir. OYO 28 - 43 ¢
TUKI/I/glin arasindayken ylUksek asidifikasyon verimine (%57-60) ulasiimistir (Zahedi
ve dig. 2014).

Ren ve arkadaslari (2006) pilot Olgekte surekli igletiien anaerobik
fermentasyon reaktorini (yaklasik hacmi 1.48 m3®) 200 giinden fazla sirede
isletmiglerdir. Bu biyolojik hidrojen Gretim reaktérii 3.11-85.57 kg KOI/m? reaktér/giin
arasindaki OYO degerlerinde ve melas kullanilarak c¢alistiriimigtir. Biyogaz ve
hidrojen verimi OYO’nun 3.11-68.21 kg KOIi/m? reaktér/giin arah@indaki artigi ile
orantili artmis fakat daha ylksek OYO degerlerinde dismustir. Biyogaz igeriginde
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CO; ve H; dlgcliimis ve Hy ylzdesi %40 - 52 arasinda degismistir. Maksimum
hidrojen Uretim hizi 5.57 m® H./m®rektor/gin ve 6zgil hidrojen Gretim hizi 0.75 m?3
Hokg KSUAKM/giin olarak rapor edilmisti. OYO degeri 35-55 kg KOi/m?
reaktér/giin araliginda KOI giderimi basina hidrojen verimi 26.13 mol/kg’dir (Ren ve
dig. 2006).

Lin ve dig. (2008) kesikli ve surekli testlerin fermentatif hidrojen Uretimine
etkisini incelemistir. Substrat olarak nisasta, mikrobiyal kuiltir olarak da kagit
fabrikasi artima g¢amuru kullaniimis ve sicaklik 35°C’ de (KOIi 20 g/L) deneyler
yapiimistir. Kesikli deneylerde pH ve substrat test araliklar sirasiyla 5-7 ve 5-60 g
KOI/L olarak belirlenmis, bunlarin dogrultusunda hem siirekli reaktérlerde hidrolik
alikonma sdresinin (HAS) hidrojen Uretimindeki etkisi hem de hidrojen verimi ve
hidrojen Uretim hizindaki degisimler calisiimistir. Deney sonuglarina gore baslangig
pH degerinin hidrojen verimine ve hidrojen Uretim hizina etkisinin oldugu
go6rilmustar. Optimum baslangic pH 5.5’de maksimum hidrojen verimi ve hidrojen
Uretim hizi sirasiyla 1.1 mol Hz/mol heksoz ve 10.4 mmol H./L/saat ve butirat
konsantrasyonu 7700 mg KOI/L olmustur. Siirekli hidrojen iiretiminde, optimum HAS
degeri 4 saat olarak bulunmugtur. HAS degeri 4 iken sirasiyla hidrojen Uretim verimi
ve hidrojen dretim hizi 1.5 mol Hz/mol heksoz ve 450 mmol H./L/saat olarak
bulunmustur. Bu noktada dusuk butirat konsantrasyonu diger noktalara gére daha
distik olup 3000 mg KOI/L olarak kayit edilmistir (Lin ve dig. 2008).

Zhang ve dig. (2006) camurdan hidrojen Uretimi igin yeni bir yaklagimda
bulunmuslar ve hizli grandl yapan, 37°C’de isletilen anaerobik surekli karigtirmali
reaktor gelistirmislerdir. Mikrobiyal granulasyonun tesvik edilmesi igin kullanilan
kiltir 24 saat sure ile pH 5.5den 2.0'a kaydirilarak asit inklibasyonuna tabi
tutulmustur. Kultdr inkibasyondan sonra pH’si 5.5’de sabitlenmis ve reaktér 12, 6,
2, 1 ve 0.5 hidrolik alikonma surelerinde igletilmistir. Asit inkibasyonun baglatiimasi
ve granulin 114 saat gelistiriimesinden sonra mikrobiyal toplama hemen
gercgeklestirilmistir. Granul ¢amur formu biyokutlenin 32.2 g UAKM/L'ye kadar
tutulmasini kolaylastirmis ve hidrojen uretimini gelistirmistir. 10 g/L baslangi¢ glikoz
konsantrasyonunda HAS degeri dlstukce hidrojen Uretim hizi ve hidrojen verimi
artmistir. 0.5 saatlik HAS'de granil gamur tabakasi bir kez sabit olmus ve hidrojen
uretim hizi (3.20 L Hy/L.saat ), hidrojen Uretim verimi (1.81 mol Hz/mol glikoz)

maksimum degerlere ulagsmistir. (Zhang ve dig. 2006).
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Tablo 2.5’de farkli substrat ve karanlik fermentasyon sartlarinda hidrojen gazi
uretim verimleri ve hizlar 6zetlenmistir. Tabloda goraldigu gibi ayni substrat
kullanilsa bile kullanilan kaltar turlerine gore hidrojen dretim verimi ve hizi
degisebilir. Substratin 6n artima iglemleri de hidrojen olusumunu etkileyen 6nemli
asamalardan biridir. Baslangi¢ substrat ve biyokitle konsantrasyonlari, pH, sicaklik
ve bunlarin yani sira C/N/P gibi nutrient oranlari da hidrojen Uretimini artiran veya

limitleyenfaktorlerdir.
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Tablo 2. 5: Literatlrde gesitli hammaddeler igin farkli karanlik fermentasyon sartlarinda gergeklesen deneyler ve sonuglari.

Asi Kiltir Substrat Substrat KF Isletim Reaktér . . L
L L ; o HUV HUH OHUH Kaynaklar
Tard Tard On Aritma Kosullari Tipi
iki basamakli asit 6n 20 g KOI/L substrat
Tarimsal mantar
Evsel atiksu 1 aritma (40°C 20dk konsantrasyonu Kesikl 2.52 mol Hz/g 4.38 (Li ve dig.
atigi esikli . -
aritma camuru ] g . %55H2S04+40°C pH: 7.0 37°C inklbator KOI L/L/giin 2011)
(lignoselilozik)
20dk %6.9H2S04 sicakligl
89-220
mL/saat -127
Clostridi Glikoz yukleme L&ind 680 0
ostridium araliginda L/g alik
_ ] hiz1:8.3g/Lreaktor/saat . 1.08 mol .g Mg glikoz (Zhang ve
acetobutylicu Glikoz - ] o Sirekli ) glikoz /Lreaktor
Glikoz besleme debisi: 1.6 Hz/mol glikoz dig. 2006)
m ATCC 824 kons.
mL/da HRT: 2.1 dak
degistikce
degismis
10-30 gKOI/L arasindaki 2.46 mol
Evsel atiksu Sukroz ve substrat konsantrasyonlari Kesikli Hz/molsukroz 745 (Wang ve
- esikli -
aritma gamuru ananas atigi pH:7.5 inkUbator sicakhgi veya 5.25 ml/L/saat dig. 2006)
37°C 125rpm molH2/gKOi
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Tablo 2.5: Literatlrde gesitli hammaddeler icin farkh karanlik fermentasyon sartlarinda gergeklesen deneyler ve sonuglari (devami).

Asi Kiltar Substrat Substrat KF Isletim Reaktor . . L
L L r . HUV HUH OHUH Kaynaklar
Tard Tard On Aritma Kosullari Tipi
. ) , _ . 15g/L substrat
Inek gubresi Seyreltik HCI asit ile o 149.69 mL 7.6 mL (Zhang ve
Misir sapi konsantrasyonu pH:7 36 Kesikli - .
kompostu 30 dk kaynatildi. . H2/g TVS Hz/saat dig. 2007)
C 90 rpm
20 g/L substrat Srekdi
substral 1.54 mol H
Evsel atiksu ) g karistirmali 54 mol Haf 0.97 (Wu ve dig.
Glikoz - konsantrasyonu pH:6.5 . -
gamuru . tank reaktor . L/saat/L 2007)
40 °C HRT: 4 saat mol glikoz
(CSTR)
Alkali
Hidrolizi(%0.75NaO 15 g/L substrat
. . i o 163.1mL H2/g 110 (Yang ve
Inek Glbresi Misir Sapl H108°C 0.5 saat) ve | konsantrasyonu 35°C 150 Kesikli - .
. misirsapl mL/L/saat dig.2015)
Selilaz Enzim rpm
hidroliz
52.4mL Hz/
g yemekatigi
_ Yemek Atig . . %5(w/v) yemek atig
Biohydrogen Glikoamiloz ve ] o (294.47 mL 210.7mmol 249.5 mL (Han ve dig.
. (kati hal o (21.7gglikoz/L) 37 °C Kesikli ) _
bacterium R3 proteaz hidrolizi Hz/g glikoz), Ha/L H2/g glikoz 2015)
fermentasyonu) pH:4-4.6
2mol Hz/mol

glikoz
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Tablo 2. 5: Literaturde cesitli hammaddeler icin farkli karanlk fermentasyon sartlarinda gergeklesen deneyler ve sonugclari (devami).

Asi Kaltar Substrat Substrat KF Isletim Reaktor . . o
o > i o HUV HUH OHUH Kaynaklar
Tard Tard On Aritma Kosullari Tipi
. Sarekli
20 gKOI/L substrat
karistirmali 874 432 mmol ]
} konsantrasyonu 3 gSQO4? 4.7 mol Hao/ (Chen ve dig.
Evsel atiksu | Sukroz ve Silfat - . tank mmol Ha/g
/L pH:5.5 35°C HRT:4 . mol sukroz . ) 2007)
reaktor H2/L.glin | VSS.gin
saat
(CSTR)
Kagit hamur )
5 Alkali(%3NaOH 0.5:3.5 (kagit atigr:kagit )
camuru (kagit . 5 . L 151.70 mL (Chairattanamano
_ Kagit Atig 121°C 2saat ve hamur gamuru) Surekli - - .
fabrikasi L Hz/g TVS korn ve dig. 2012)
enzimatik on iglem pH:6 C/N:40

atiksu aritma)

Termofilik

mikrobiyal Sekiz farkl ticari ] oH:6.7 60 °C Kesikli 6 mmol Ha/g ) ) (Carver ve dig.

topluluk kagit kurusubstrat 2015)

(TC 52)
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Tablo 2. 5: Literaturde cesitli hammaddeler icin farkli karanlk fermentasyon sartlarinda gergeklesen deneyler ve sonugclari (devami).

6.0 36 °C inkibator sicakhgi

Asi Kiltd Substrat Substrat KF isleti . — w
$1 Rultur Hostra LbStS gietim Reaktor Hidrojen Uretim Hidrojen Ozgul Hidrojen
Tioi Verimi Uretim H Oretim H Kaynaklar
Tard Tard On Aritma Kosullari P! enm retim Hizt retim Hizt
Pakmaya o 3.84 g glikoz/L substrat 140 mL H2 18.9 g glikoz/L
] Asit Hidroliz o
Fabrikasi Kagit konsantrasyonu 0.5 g/L o /g toplamseker 5.49 mL icin 0.51 mL (Eker ve Sarp
) B (pH2.2 121 o Kesikli L
anaerobik Atig C 90 dak) biyokutle konsantrasyonu 1.01 mol Hz/mol Hz/saat H2/gbiyokutle.s 2016)
a
gamuru pH:6.8 glikoz aat
Kagit
fabrikasi
o 60°C inkibatorde 2Hz
Clostridium atiklarind
calkalama derecesi o (Moreau ve dig.
thermocellum an - Kesikli 11.20 molHz2/m?3 - -
baslangi¢ pH:7.1 son 2014)
(DSMZ 1237) kaynakli
) . pH:5.83 5k/cm?
lignoselul
ozik lifler
S 21 g glikoz/L substrat
Asit Hidroliz
Mondi Kagit konsantrasyonu ve 0.1
) (%5H2S04 o o 243.14 mL
fabrikasi Atik Havlu . gbiyokditle/L biyokitle o 0.525 mol 2.86 mL .
] 105 °C Kesikli ) H2/gbiyokutle.s Bu Calismada
anaerobik Kagidi . konsantrasyonlu Hz/mol glikoz H2/saat
3saat30dakik aat
aritma gamuru ) C/NP/Fe:100/5/9/0.3 pH:5.5-
a




3. MATERYAL ve METOTLAR

3.1 Mikroorganizma

Tez kapsaminda yiritilen karanlk fermentasyon deneylerinde, izmir'in Tire
ilgesinde bulunan MONDI Kagit Fabrikas’ndan getirilen anaerobik ¢amur
kullanilmistir. Bu anaerobik ¢amur, hidrojen tiketimine neden olan metanojen ve
homo-asetojenlerinin  aktivitelerini  sonlandirmak i¢in kaynatiimistir. Bdylece
metanojen ve homo-asetojenler yerine hidrojen olusumunda etkili olan spor
olusturan bakterilerin baskin hale gelmesi saglanmigtir. Kaynatma iglemi, ceker
ocak altinda isiticii miknatisli karigtirici  Gzerinde yapilmistir. Bir saat suren
kaynatma isleminde ¢camurun pH’si 5.9'da sabit tutulmustur. Kaynatma isleminden
sonra gerekli biyokltle konsanstrasyonunu elde etmek icin gamur, 36°C’de iki glin
siire ile inkibe edilmistir. ki gln sonunda standart metotlara (metot
numarasi:2540D) goére yapilan askida kati madde deneyi ile biyokiitle
konsantrasyonu belirlenmistir (Eugene ve dig. 2012) Besi ortaminda karbon kaynagi
olarak 10 g/L seker iceren asit ile 6n islemden gecirilmis atik kagit havlu hidrolizati
kullaniimistir.  Asit hidrolizati kosullari 200g/L atik kagit havlunun 135°Cve pH 1’de
15 dakika otoklavlanmasi ile elde edilmistir. C/N/P/Fe orani 100/2/0.2/0.5 olacak
sekilde NH4Cl, KH,PO. ve FeS04.7H,0 ilaveleri yapiimistir. Bu temel ntrientlerin
disinda ortama 0.2 g/L MgS0.4.7H,0 ve 0.1 g/L L.sistein.HCI eklenmigtir. Besi sivisi
Uzerinde bulunan gaz faz argon gazi ile yaklasik 5 dakika supurtlerek ortamdaki

oksijen uzaklastiriimig boylelikle anaerobik ortam kosullari saglanmaya calisiimistir.

3.2  Atik Kagit Havlu

Deneylerde ham madde olarak Pamukkale Universitesi Muhendislik
Fakultesi tuvaletlerinde biriken atik el kurulama kagit havlulari kullanilmigtir. %100
selllozdan olusan bu atik, karanlik fermentasyon ile H, tretimi icin énemli bir ham
madde Ozelligi tagimaktadir. Kullanilan atik kagit haviunun kompozisyon analizleri
Dokuz Eyliil Universitesi Mihendislik Fakiiltesi Akredite Atiksu Laboratuvarinda

yaptirilmistir. Bu analizlerin yapilmasinda toplam azot (TN), toplam fosfor (TP) ve
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toplam karbon (TC) igin sirasiyla ISO 11261, EPA 3051A+SM 4500 PD ve BS EN
13137 metotlar kullaniimigtir (ISO 1995, Eugene ve dig. 2012, EN. BS. 2009).
Yapilan analizler sonucunda elde edilen TN, TP ve TC igerikleri sirasiyla 470

mg/kg, <1 mg/kg ve 574.162 mg/kg olarak belirlenmigtir

3.3 Deneysel Caligmalar

3.3.1 Atik Kagit Havlunun On islenmesi

Atik kagidin 6n islenmesinin amaci karanlik fermentasyonda kullanilacak
substrat icin glikoz c¢ozeltisi elde edilmesidir. Bunun icin atik, asit hidrolizine tabi
tutulmustur. Asit hidrolizi dncesinde toplanilan kagit haviu atiklari makas yardimiyla
kesildikten sonra 50°C’de etlivde 48 saat slreyle kurutulmustur. Asit hidrolizinin
amaci selliloz molekulleri arasindaki baglari kirip glikoz surubu elde etmektir.
Burada asit tirii olarak H.SO, segcilmistir. Asit hidrolizi Pamukkale Universitesi
Cevre Muhendisligi bélim laboratuvarinda bulunan otoklavda (HIRAYAMA HG-50)
gercgeklestirilmistir (Kati/sivi orani: 0.2 (w/w), asit yuzdesi: %5 H»SOs, sicaklik:
105°C, sure: 3.5 saat). Hidroliz sonrasi olusan hidrolizat dikkatlice suzildikten
sonra Ust suyu buzdolabinda +4°C’ de karanlik fermentasyon deneylerine kadar
saklanmistir. Hidrolizatta seker ve HMF analizleri yapiimistir. Otoklav isleminde
gbzlemlenen buharlasma olayr nedeniyle hidrolizatta dlgilen glikoz ve HMF
konsantrasyonlari buharlasmadaki su kaybi dikkate alinarak Esitlik (3.1) e gore
tekrar duzeltilmistir (Breuer ve dig. 2014).

Cp= Csx (Vs/Vp) (3.1)

burada Cp; buharlasma dikkate alinarak dizeltilen glikoz veya 5-HMF
konsantrasyonu (g/L), Vs; asit hidrolizi sonrasi hidrolizat toplam hacmi (L), Vp; asit

hidrolizi dncesi kagit ve asit ¢ozeltisi toplam hacmi (L) temsil etmektedir.

Hidroliz esnasinda meydana gelen 5-HMF'nin karanlk fermentasyonda
kullanilan mikroorganizmalar Uzerinde inibisyon etki yaratacigindan dolay hidrolizat
icerisindeki 5-HMF aktif karbon adsorpsiyonu ile giderilmigtir. Giderim igin iki
asamali aktif karbon adsorpsiyonu uygulanmistir. Bu iglem; 40°C, 150 rpm ve 20
saat surede galkallyicida gergeklestirilmigtir. Toz aktif karbonlar Denizli'de bulunan

meyve suyu fabrikasindan (Konfrut A.S) temin edilmistir. Birinci asamada, 5 g/L FA
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toz aktif karbon ile hidroliz sonucunda olusan karamelize renk ve bir miktar 5-HMF
giderilmistir. ikinci asama da ise SH tipi toz aktif karbon ile birlikte 5-HMF bilyiik
Olgude giderilmigtir. Aktif karbon asorpsiyonundan dnce 883.86 mg/L civarinda olan
5-HMF konsantrasyonu, islemden sonra 0.41 mg/L seviyesine inmistir. Elde edilen
hidrolizat, 3 M KOH baz ¢b6zeltisi ile nétralize edilip istenilen glikoz konsantrasyonu
icin karanlik fermentasyon 6ncesinde seyreltilmigtir. Seyretilen hidrolizatta 5-HMF

konsantrasyonu 0 mg/L’ye dismustur.

3.3.2 Karanlik Fermentasyon

Karanlk fermentasyon deneyleri, kesikli sartlarda, 300 mL boro-silikat serum
siselerinde, pH 5.5-6’da mezofilik kosullarda (36°C) inklibatérde gerceklestiriimigtir.
Anaerobik kosullar, ortama L-Cystein.HCI ilavesi ve (st sivi boslugunun Argon gazi
ile supurulmesiyle saglanmistir. Deney slresince sivi ve gaz numuneler alinarak
gerekli o6lcimler yapilip, fermentasyonun performansi takip edilmistir. Deney
siselerinden alinan sivi numuneler kati partiktllerinden arindirilmak amaci ile
santrifijlenmistir. Daha sonra kalan berrak sivi fazda seker ve toplam ugucu organik
asit olcimleri yapiimistir. Seker konsantrasyonu oélgimleri fenol-asit yéntemi ile
toplam ugucu organik asit (TUYA) konsantrasyonu ise spektrofotometrik yontem
kullanilarak analitik kitler yardimiyla &lgilmuistir. Deney esnasinda toplam gaz
Olcimleri, sivi yer degistirme metoduyla belirlenmistir. Gaz konsantrasyonu ise gaz
kromotografi (GC) cihazinda dlgtlmusttr. Sivi yer degistirme kaplarinda %2 H.SO.
ve %10 NaCl igerikli ¢ozelti kullaniimistir (Logan ve dig. 2002). Deney boyunca
olusan hidrojen gazi esitlik 3.2’ye gore kimdulatif olarak toplanip hesaplanmigtir
(Logan ve dig. 2002). Deney silresince hesaplanan kumdlatif hidrojen olusum
verileri Esitlik 3.3'de verilen Gompertz esitligi (Lee ve dig. 2008) ile korele edilerek
maksimum hidrojen Uretim potansiyeli, lag faz suresi ve hidrojen Uretim hizi

hesaplanmistir.

VHz,i = VHz,i.1+VW CHz,H‘VG,i CHz,i-VG,i—l CHQ!i_l (3 2)
burada VH; ve VH21 (i) inci ve (i-1)’ inci kosullardaki kiimulatif H, hacmini (mL),
Vw sivl yer dedistirme sisteminde dlgilen toplam gaz hacmini (mL), CH2; ve CHa;a
(i) inci ve (i-1)" inci kosullarda o6l¢ulen hidrojen gazi yuzdelerini, Vg, ve Vg,.1 ise (i)
inci ve (i-1)" inci kosullarda sisede bulunan sivi Ustlu hava bosluk hacmini (mL) temsil

etmektedir.
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H(t) =P exp{— exp{ R;e ( X—t)}+1} 3.3)

burada P; hidrojen Uretim potansiyeli (mL), Rny; hidrojen Gretim hizi (mL Hz/saat), A;

lag faz periyod (saat), t; fermentasyon siresi (saat)dir.

Karanlik fermentasyon surecinin yorumlanmasinda Esitlik (3.4)'te gosterilen 6zgul

hidrojen Uretim hizi ve Esitlik (3.5)'te verilen hidrojen Gretim verimi kullaniimigstir.

OHUH = Rm/(VoXo) (3 4)

burada, Vo; baslangig¢ sivi hacmi (L), Xo; baslangi¢ biyokitle konsantrasyonu (g X/L),

Rm; gomperiz esitlijinde elde edilen hidrojen tretim hizi (mL H./saat).

Y = AHJ./ AS (3.5)

burada, Y; mol Hz/mol substrat, AH2; deney boyunca Uretilen kiimulatif hidrojen

(mol) ve AS; tuketilen substrat (mol glikoz).

Hidrojen gazi mol sayisi Esitlik 3.6'ya gére hesaplanmisti.

PV=nRT (3 6)

bu esitlikte n; mmol hidrojen gazi, P; 1 atm, VH,; Uretilen hidrojen gazi hacmi (mL),
R; ideal gaz sabiti (0.082 Latm/molK), T; sicaklik (K).

Karanlik fermentasyon deneylerinin ilk asamasi olan baslangi¢ biyokutle
konsantrasyonunun hidrojen Uretimine etkisinin arastiriimasi ¢aligmalari 300 mL’lik
serum siselerinde 45 mL c¢alisma hacminde mezofilik sartlarda (T:36°C, pH:5.5-6.0)
inkibatorde gerceklestiriimisti. Deney esnasinda tum siselerde biyokutle
konsantrasyonu  haricindeki  diger sartlar sabit tutulmustur.  Biyokutle
konsantrasyonlari ise 0.1, 0.5, 0.875, 1, 1.5, 3, 6 g/L olarak degistiriimistir. Deney
baslangi¢c seker konsantrasyonu 7 g glikoz/L olarak belirlenmigtir. Tum siselerdeki
substrat konsantrasyonu ayni hidrolizat kullanilarak elde edilmistir. Glikoz ve
biyokutle disinda ortama 2.8 g/L K:HPO4, 3.9 g/L KH2PO4, 15 mg/L FeS0..7H-0,
0.2 g/L MgS04.7H20 ve 0.2 g/L L.sistein.HCI eklenmistir.

Karanlik fermentasyon ile hidrojen gazi Uretim slrecinde baslangi¢ substrat
konsantrasyonunun etkisini incelemek adina 300 mL’lik serum giselerinde 45 mL

c¢alisma hacimlerinde deney yapilmigtir. Deney mezofilik sartlarda (T:36°C, pH: 5.5-
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6.0), kesikli isletme sistemi ile inklibatérde yapilmistir. Bu deney siselerinin timinde
substrat konsantrasyonlari hari¢ diger tim parametreler sabit tutulmustur. Substrat
konsanstrasyonlari 6, 15, 21, 30, 41 g/L olarak degistirilmistir. Ortama ilave edilen
biyokutle konsantrasyonu 0.15 g/L, nutrient miktarlari ise 0.1 g/L MgS0Q..7H-0, 10
mg/L FeSO,.7H,O(EDTA'h) ve 0.1 g/L L.sistein.HCI olarak belirlenmistir.

Karanlk fermentasyonun son asamasi olan C/N/P/Fe oraninin hidrojen
Uretim verimine ve 6zgul hidrojen Uretim hizina etkisini incelemek amaci ile Desin-
Expert 8.01 yaziliminda bulunan Box-Behnken Ylzey Tepki (BBYT) metodu
kullanilmistir. N/C (X1), P/C (X2) ve Fe/C (X3) oranlari bagimsiz dediskenler olarak
segilirken hidrojen Uretim verimi (HUV) (mol Hz/mol glikoz) (Y1) ve 6zgil hidrojen
dretim hizi (OHUH) (mL H./g biyokitle.sa) (Y2) ise amag fonksiyonlar olarak
secilmigtir. Bu dizenlemeye gére bagdimsiz degiskenlerin araliklari N/C orani igin
(X1): 0-0.05 (g/g), P/C orani igin (Xz): 0-0.1 (g/g) ve Fe/C orani igin (X3): 0-3.13x103
(9/g) kararlastinimistir. (BBYT) yontemi ile olusturulan 15 deneyden olusan set iki
kere yapilmis olup deneylerin bitiminde her nokta igin hidrojen Uretim verimi ve
OHUH degerleri hesaplanmigtir. Bu tasarimda C/N, C/P, C/Fe oranlari bagimsiz
degisken olarak segcilirken, hidrojen Uretim verimi (HOV) ve 6zgil hidrojen Uretim
hizi (OHUH) amag fonksiyonu olarak secilmistir. Deney sonuglari Esitlik 3.7 ile

korele edilerek denklem katsayilari belirlenmistir.

Y = bo + b1X1 + boXo+ baXat+ b12X1Xo + b13X1Xs + b23XoXs + b11X11 + b2oXoo + b3zXos
(3.7)

burada, Y amag fonksiyonunu (hidrojen olusum verimi YHUV veya 6zgl
hidrojen Uretim hizi YOHUH). b harfleri ise fonksiyonun katsayilaridir (b0: esitlik

sabiti, b1, b2, bs, lineer, bz, bis, b2, etkilesim, bii, bz, bss kuadratik katsayilardir).

Deney tasariminda bulunan bitin noktalar 300 mL serum siselerinde, 36°C
inkUbatérde, baslangi¢ glikoz ve biyokutle konsantrasyonlari sirasiyla 20 g/L ve 0.1

g/L olacak sekilde inkiibatérde statik kosullarda gergeklesmistir.
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3.4 Analitik Yontemler ve Hesaplamalar

3.4.1 Hidrojen Gazi Analizi

Karanlik fermentasyon deneylerinde olusan gaz karisimindaki hidrojen gazi
konsantrasyonu gaz kromotografisinde belirlenmistir. Bunun icin Agilent 7820A
model cihaz kullaniimistir. Cihazda 6lcim amagh kullanilan kolon &zellikleri;
Supelco, Carboxen™ 1010 PLOT Fused Silica Capillary Column, 30 m x 0.53 mm,
U.S. Patents 5-549-445 ve 5-607-580'dir. Taslyici gaz olarak azot gazi
kullaniimistir. N2 debisi 8 mL/dak olup, firin, giris ve dedektér sicakliklari sirasiyla;
110, 230 ve 250 °C’ dir. Cihazda standart kalibrasyon gazlari ile olusturulan
kalibrasyon egrisini kullanilarak hidrojen gazinin konsantrasyonu belirlenmigtir.
Numune olgumleri 6ncesi standart gaz ile cihazin dogru dlgim yapip yapmadigi

kontrol edilmistir.

3.4.2 Toplam Seker Analizi

Toplam seker analizi glikoz cinsinden fenol-asit yontemi kullanilarak
belirlenmigtir (DuBois ve dig. 1956). Bunun igin analitik saflikta 0-100 mg/L glikoz
araliginda kalibrasyon egrisi ¢ikartiimistir. Olglimler 487 nm’de Hach Lange (DR
5000) UV-visible spektrofotometre kullanilarak yapilmistir.

3.4.3 Seliiloz Derigsimin Belirlenmesi Hesabi

Kullanilan atik havlunun icerisinde bulunan seluloz fenol-asit yontemi
kullanilarak tespit edilmigtir (DuBois ve dig. 1956). Fenol-asit yontemi
uygulanmadan &nce atik havlu hidroliz edilerek igerisindeki tim selllloz
molekullerinin kirilip glikoza dénligsmesi saglanmigtir (Ferrer ve dig. 2013). Bu islem
icin dnce atik havlu kagit bir saat boyunca ¢eker ocagin altinda %72’lik konsantre
H.SO, asit ¢oOzeltisinde bekletilmistir. Bir saatin sonunda c¢oézelti ¥4 oraninda
seyreltilip 121°C bir saat sureyle otoklavlanmistir. Sonrasinda hidrolizatta fenol-asit
yontemi uygulanarak c¢ikan glikoz konsantrasyonunu 1.1 sellilozdan glikoza
donusum katsayisina bolunerek seluloz konsantrasyonu hesaplanmigtir. Buna gore

10 g/L atik havlunun hidrolizi sonucu belirlenen seliloz konsantrasyonu 10.00+0.2
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g/L olarak o&lgulmustir. Boylece atik kagidin %100 selilozdan olustugu teyit

edilmistir.

3.4.4 5-HMF Analizi

Hidrolizatta asit hidroliz ile meydana gelen 5-hidroksilmetilfurfural (5-HMF)
Olgimleri 280 nm dalga boyunda Hach Lange (DR 5000) UV-visible
spektrofotometre kullanilarak tayin edilmistir. Bu analiz i¢in 5-HMF standardi
(Sigma-Aldrich W501808 Aldrich, 5-HMF, = %99 purity) kullanilarak cesitli
konsantrasyon noktalari icin ¢ozeltiler hazirlanip kalibrasyon egrisi olusturulmustur
(Zhang ve dig. 2013) ve bu denklem numunude bulunan bilinmeyen 5-HMF

konsatrasyonunun tespit edilmesinde kullaniimistir.

3.4.5 Toplam Ugucu Yag Asidi Analizi
Karanlk fermentasyon sivi numunelerinde toplam ucucu yag asidi
konsantrasyonu Merck (Spectroquant, 1.01763.0001) marka kitler kullanilarak
fotometrede (PhotoLab S12) élctimustir.

3.4.6 Biyokutle Konsantrasyon Analizi

Biyokltle konsantrasyonu standart metotlar No: 2540D’e goére yapilmigtir
(Eugene ve dig. 2012).
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4. BULGULAR

4.1 Karanlik Fermentasyon

4.1.1 Baglangig Biyokiitle Konsantrasyonunun Hidrojen Uretimine
Olan Etkisi

Farkli baslangi¢ biyokitle konsantrasyonlari i¢in kimdlatif hidrojen gazi
hacminin zamana goére degisimi Sekil 4.1'de gosterilmistir. 6 g/L biyokitle
konsantrasyonu hari¢ diger noktalarin adaptasyon slreleri 20 saat oldugu
gorulmastir. Tum kosullar icin Uretilen maksimum hidrojen gazi hacimleri 15 ile 45
mL arasinda degisim gostermistir. Hidrojen yuzdesi ise %5-13 olarak dlgulmustar.
En vyuksek kumulatif hidrojen gazi hacmi (41.69 mL) 0.5 g/L biyokitle
konsantrasyonunda elde edilmistir. Sekil 4.2’de goéruldigu Uzere 0.5 g/L’den daha
yuksek biyokutle konsantrasyonlarinda kumdulatif hidrojen gazi hacmi giderek
azalmistir. Organizma ilavesi yapilmayan kontrol sisesinde (121°C 30 dakikada
otoklav kullanilarak sterilize edilmistir) herhangi bir gaz ¢ikisi gdézlenmemis olup,
organizma ilavesinin hidrojen Uretimi Uzerinde etkisi gorllmustar. 0.1 ile 1 g/L
arasinda elde edilen kumdlatif hidrojen gazi hacimlerinde ¢ok buyuk bir fark
gOzlenmistir. En dusuk kimdalatif hidrojen gazi uretimi miktari 6 g/L’de 15.98 mL

olmustur.

36



L)
A B~ On
o o O

(m
(98]
(8]

ojen

L.30
25
20
15

Kumulatif Hidr

—
o

Sekil 4.1:

50
45
40
35
30
25
20
15
10

Kumulatif Hidrojen (mL)

20 40 60 80 100 120
Zaman (saat)

Kimudlatif hidrojen gazinin farkh biyokutle konsantrasyonlar (g/L) icin
zamana gore degisimi. m 0.1, ¢ 0.5, 0 0.875, ¢ 1.0, A 1.5, A3.0, x 6.0.
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Baslangic biyokutle konsantrasyonu (g/L)

Sekil 4.2: Maksimum kumdlatif hidrojen hacminin biyokltle konsantrasyonuna goére

degisimi.
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Tdim biyokltle konsantrasyonlarina ait hidrojen Uretim verileri Gompertz
esitligi ile Statistica bilgisayar programinda regresyon analizi ile korele edildikten
sonra elde edilen katsayilar Tablo 4.1’de verilmistir. Tablo 4.1’de verilen degerler ile
Sekil 4.1 ve 4.2'deki hidrojen uretimleri uyumlu oldugu gorulmektedir. Maksimum
hidrojen Uretim potansiyelleri (P) 6nce 0.1 g/L’den 0.5 g/L’ye kadar artis goésterdikten
sonra 6 g/L’ye kadar azalig gostermistir. Hidrojen Uretim hizi degerleri ise 0.1 g/L’
den 0.875 g/’ e kadar artmig, daha ylksek biyokitle konsantrasyonlarinda
azalmistir. Sekil 4.1 incelendiginde adaptasyon sireleri yaklasik 20 saat
civarindayken, Gompertz esitliine gére bu slre 30-37 saat seviyelerinde
hesaplanmistir. Bunun nedeni regresyon analizi sirasinda Statistica programinin hiz
icin edim hesabini 30-37. saatlerde baslatmasi olmustur. Yapilan regresyon
analizleri icin elde edilen korelasyon katsayilari 0.98’ in Uzerinde ¢ikarak hesaplanan

Gompertz katsayilarinin guvenilir oldugu anlasiimistir.

Tablo 4.1: Farkli biyokutle konsantrasyonlari icin Gompertz esitligi katsayilari.

Baslangi¢ biyokutle
konsantrasyonu P (mL H>) R (mL Hz/saat) A (saat) R?
(g/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
1.5 33.84 1.18 36.72 0.99
3 30.01 1.26 35.83 0.98
6 15.88 0.26 5.93 0.98

Ozgil hidrojen uretim hizlari (OHUH), hidrojen Gretim veriminin biyokiitle
konsatrasyonuna gore degisimi Sekil 4.3'te verilmistir. Buna gore 0.875 g/L’ye kadar
hidrojen Uretim verimi artarak bu noktada maksimum degeri olan 0.927 mol Hz/mol
glikoz’a ulasmistir. Diger taraftan hidrojen verimi biyokutle konsantrasyonun
artmasiyla birlikte digerek 6 g/L’'de 0.322 mol Hz/mol glikoz degeri elde edilmistir.
En yiksek OHUH degeri 188.81 mL H./g biyokiitle.saat ile 0.1 g/L biyokutle
konsantrasyonunda elde edilmigti. OHUH biyokiitle konsantrasyonunun artigiyla

birlikte azalmistir.
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Sekil 4.3: (0) Ozgil hidrojen tretim hizi (OHUH) ile (m) Hidrojen Uretim veriminin

biyokltle konsantrasyonuna goére degisimi.

Deney verilerine goére hesaplanan toplam ugucu yag asidi olusum
verimlerinin biyokitle konsantrasyonuna gore degisimleri Sekil 4.4’te gosterilmistir.
Tablo 4.2'te goéruldigu gibi biyokiutle konsantrasyonun artigiyla birlikte TUYA
konsantrasyonu da belirli bir seviyeye kadar artmistir. TUYA konsantrasyonu deney
baslangicinda ortalama 300 mg/L olup, deney sonunda tim kosullarda 2500
mg/L’ye yaklagmistir. Birim glikoz tlketimi basina olusan TUYA miktari Sekil 4.4’te
verilmistir. Buradan da goruldugu gibi TUYA verimi agi ilavesi ile birlikte 250-350 mg

TUYA/g glikoz seviyelerine ¢iktiktan sonra sabitlenmigtir.
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Tablo 4.2: Biyokitle deneyi baslangic ve sonundaki glikoz ve TUYA

konsantrasyonlari.

Baslangig Glikozpas. Glikozson TUY Abas. TUYAson
Biyokiitle (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)
Konsantrasyonu
(g/L)
0.1 7.39 0.36 0.32 2.04
0.5 7.47 0.22 0.32 2.09
0.875 7.27 0.23 0.32 2.50
1.0 7.54 0.24 0.30 2.30
15 7.58 0.24 0.29 211
3.0 7.79 0.27 0.26 2.06
6.0 8.07 0.25 0.34 2.79
350
300 —4—
§ 250
g 200
g 150
E
g 100
50

0 e .
0

Biyokutle Konsantrasyonu (g/L)

Sekil 4.4: Toplam ugucu yag asidi olusum veriminin biyokutle konsantrasyonuna

gore degisimi

5 g/L baslangi¢ biyokutle konsantrasyonu icin kimulatif hidrojen Uretimi,

TUYA ve substrat degisimleri Sekil 4.5'te verilmistir. Buna gbre parametrelerin
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zamana gore degisimi kesikli igletim ile uyumu ¢ikmistir. Glikoz verimli bir sekilde
tuketilirken hidrojen ve TUYA’da artig gozlenmistir. Tum degerler 110 saat sonra
sabitlenmistir. Deney sonunda kumulatif hidrojen hacmi 41.69 mL, TUYA 2092 mg/L
seviyelerinde glikoz konsantrayonu ise 230 mg/L seviyesinde

kalmistir.
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Sekil 4.5: 0.5 g/L baslangi¢ biyokitle konsantrasyonunda TUYA (mg/L) (m), glikoz

(mg/L) (A )ve kimdalatif Hidrojen (mL) (¢#) hacminin zamana goére degisimi.

Elde edilen sonuglar 1.0 g/L altinda olan baslangic biyokiitle
konsantrasyonlari i¢in kuimulatif hidrojen hacminin ve hidrojen Uretim verimlerinin
birbirlerine yakin oldugunu géstermektedir. En yilksek OHUH degeri ise 0.1 g/L
biyokltle konsantrasyonunda 188.81 mL H./g biyokitle.saat olarak tespit edilmistir.
1.0 g/L altinda kalan biyokutle konsantrasyonlari kendi aralarinda incelendiginde 0.1
g/L’'nin daha avantajh oldugu sdylenebilir. Clnkl, buyuk bir reaktérin az miktarda
biyokutle ile beslenmesi ¢ok miktarda biyokutle ile beslenmesinden ekonomik ve
uygulama acgisindan daha avantajlidir.

0.875 g/L baslangic biyokitle konsantrasyonun gerceklestidi deney
ortaminda en yuksek hidrojen dretim verimi 0.927 mol Hz/mol glikoz olarak elde
edilmigtir. Bu deger teorik 4 mol H./mol glikoz olan hidrojen olusum veriminin
yaklasik dortte biri olup, teorikte ki dederin altinda kalmigtir. DisUk hidrojen Gretim
veriminin elde edilmesinin nedenleri arasinda, hidrolizat icerisinde notralizasyon
islemi sonrasinda olugsan asiri tuz miktarinin veya asgi ¢amuru igerisinde hidrojen
tuketimine neden olan homo-asetojen turd mikroorganizmalarin varhgi olabilir.

Hidrolizat icerisinde 5-HMF miktari 0 mg/L civarinda oldugu i¢in 5-HMF’nin toksik
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etki yapma ihtimali bulunmamaktadir. Hidrojen veriminin dusuk olmasinin bir baska
nedeni, organik asit birikimi ile Grin inhibisyon etkisini dnlemek amaciyla baglangig
seker konsantrasyonunun 7 g/L’de tutulmasi olabilir. Bu deneylerde seker
konsantrasyonun disuk tutulmasindaki amag¢ mikroorganizmalarin hizli TUYA
olusumundan ve buna bagll ani pH disusinden olumsuz etkilenmemelerini
saglamaktir. Literatirde optimum baglangic seker konsantrasyonu veya KOI
esdegeri kosullara gére degisiklik gosterse de genellikle 20 g/L seviyelerinde rapor
edilmistir (Wu ve dig. 2007, Lin ve Chang 2004, Eker ve Sarp 2016). Bunlarin
yaninda deney esnasinda UYA olusumuna bagh ani pH disuslerini engellemek igin
kullanilan fosfat tamponlarinin ayrica nétralizasyon esnasinda olusan tuzlar ile
birlikte mikroorganizma hticre zari Gzerindeki ozmotik basinci arttirmalari ile birilkte
mikrobiyal etkinliklerini olumsuz yonde etkilemis olabilirler. Literatlirdeki bir
calismaya gore atik bugday tozundan karanlik fermentasyon yontemi ile hidrojen
uretimi denemelerinde optimum baslangi¢ substrat ve biyokutle konsantrasyonu
olarak sirasiyla 20 g/L ve 2.5 g/L belirlenmistir. Bu durumda substrat/biyokiitle
oraninin 0.125 oldugu rapor edilmistir (Argun ve dig. 2008°). Tez kapsaminda
yapilan bu ¢alismada da baslangi¢ substrat konsantrasyonu olan 7 g/L ile biyokitle
konsantrasyonu 0.875 g/L oranlandiginda ortaya ¢ikan 0.125 sonucu ile ¢alismanin
literatr ile uyumlu oldugunu gdstermektedir. 0.875 g/L biyokutle konsantrasyonunda
en yuksek hidrojen veriminin olan 0.927 mol Hz/mol glikoz olarak bulunmasina
ragmen, karanlhk fermentasyon asamasinin devaminda 0.1 g/L kullanilmasi tavsiye
edilmistir. Clnkd 0.1 g/L’ de elde edilen 0.905 mol Hz/mol glikoz verimin 0.927 mol
Hz/mol glikoz verimine ¢ok yakin olmasi, OHUH en yiiksek degerinin 0.1 g/L’de ve
188.81 mL H./g.saat olmasi ve disuk seviyedeki biyokitle konsantrasyonunun

kullaniminin daha pratik olmasidir.

4.1.2 Baslangi¢ Substrat Konsantrayonun Hidrojen Uretimine Olan
Etkisi

Farkli substrat konsantrasyonlari icin kimdulatif hidrojen gazinin (mL) zamana
gore degisimi Sekil 4.6’da gosterilmistir. Deney 260 saatlik bir stire boyunca devam
etmistir ve kimulatif hidrojen gazi tretimi 10-65 mL arasinda degismigstir. Kimulatif
hidrojen hacmi, substrat konsantrasyonunun 6 g/L’den 21 g/L’ye yukselmesiyle
birlikte artig gOsterdikten sonra daha yuksek glikoz konsantrasyonlarinda
dismuigstir. Sekil 4.6’da goérlldigu gibi 6, 30 ve 41 g/L substrat

konsantrasyonlarinda kUmdalatif hidrojen hacimleri yaklasik ayni dizeyde
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seyretmistir. Ancak 6 g/L konsantrasyonunda hidrojen olusumu daha erken
baslamistir. Bunun sebebi 30 ve 40 g/L’de substrat inhibisyonu olabilir. 15 ve 21 g/L
substrat (seker) konsantrasyonundaki kumulatif hidrojen olusumlarinin diger
derigimlere gére daha verimli oldugu acgikg¢a gérilmektedir. Hidrojen ylzdesi ise 21
g/l substrat konsantrasyonunda %17’e c¢ikmistir. 21 g/L'nin  Ozerindeki

konsantrasyonlarda ise hidrojen yluzdesi azalarak %3’e  dismustar.
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Sekil 4.6: Farkli baslangi¢c substrat (glikoz) konsantrasyonlari (g/L) icin kimdulatif
hidrojen (mL) hacminin zamana gore degisimi. (¢) 6, (A) 15, (m) 21, (o)
30, (o) 41.

Farkh substrat konsantrasyonlarina ait zaman ve kumulatif hidrojen hacim
verilerinin Statistica programi yardimiyla regresyon analizi sonucu Gompertz esitligi
katsayilari belirlenmis ve Tablo 4.3'de verilmistir. Tablo 4.3'de goruldugu gibi
maksimum hidrojen Uretim degerleri (P) ile adaptasyon sureleri (A) Sekil 4.6’da
verilen grafikle uyumlu ¢ikmistir. Adaptasyon surelerinin seker konsantrasyonu ile
beraber artis gosterdigi gortlmektedir. Bu sire 41 g/L i¢in 102.67 saate ulagsmistir.
21 g/L’ den daha dusuk seker konsantrasyonunda ise bu sure daha az gikmistir.
Adaptasyon siresine benzer bir durum hidrojen UGOretim hizinda (Rm) da
gorilmektedir. Rm degeri 6 g/L’den 21 g/L’ ye kadar 0.25’ ten 1.53 mL Hj/saat
degerine dogru artis gostermis, daha yiksek seker konsantrasyonlarinda azalarak
0.1 mL Hz/saat degerine dismustar.
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Tablo 4.3: Farkli baslangi¢ substrat (glikoz) konsantrasyonlari (g/L) i¢cin Gompertz
katsayilari (Xo: 0.15 g/L, Vo: 45 mL).

Glikozeas (g/L) P (mL) Rm (mLH2/saat) A (saat) R?
6 11.40 0.25 11.93 1.00
15 35.95 0.59 37.07 0.99
21 65.26 1.53 27.05 0.99
30 16.04 0.08 52.00 0.95
41 10.23 0.10 102.67 0.98

Deney baslangicinda ve sonucunda analizlenen glikoz ve TUYA
konsantrasyonlari Tablo 4.4’de gosterilmigtir. Tablo 4.4’de géruldugu gibi 21 g/L
substrat konsantrasyonuna kadar glikozun yaklasik tamami kullaniimis ve 1 g/L’nin
altina dismustir. Fakat baslangi¢ glikoz konsantrasyonu 21 g/L’den daha yuksek
olan kosullarda son glikoz konsantrasyonlarinin 1 g/L’'nin Uzerinde kaldigi
gorulmastur. Bunun yaninda tum deney kosullarinda TUYA konsantrasyonu
artmistir.  TUYA'nin artisi  glikoz konsantrasyonu ile dogru orantili olarak
gerceklesmistir. Deney baslangicinda 1 g/L’nin Gzerinde TUYA konsantrasyonunun
olmasi hidrolizattan kaynaklanmaktadir. Bu durumun asit hidrolizi esnasinda organik

asit olusumundan kaynaklanabilecegi literatlirde rapor edilmistir (Yin ve Tan 2012).

Tablo 4.4: Deney baslangici ve sonundaki substrat (glikoz) ve toplam ugucu yag

asidi (TUYA) konsantrasyonlari.

Glikozsas Glikozson TUYABas TUYAson
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (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

Farkli substrat derisimleri i¢in hidrojen ve TUYA olusum verimleri Sekil 4.7°de
verilmigtir. Burada da géruldugu gibi hidrojen Uretim verimi  glikoz
konsantrasyonunun 6 g/L’den 21 g/L’ye artmasiyla birlikte artis gosterdikten sonra
daha yuksek seker konsantrasyonlarinda dugsmustur. En yuksek hidrojen verimi 21
g/L’de 0.498 mol Hz/mol glikoz olarak elde edilmistir. Bu verimin digik olmasinin
birgok nedeni olabilir. Oncelikle asit hidroliz sirasinda 5-HMF’den bagka bilinmeyen

toksik maddelerin olugsumu, nétralizasyon sonucu ortamda asiri tuz birikiminin
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bakteriler Uzerinde inhibisyonu, iz elementler veya vitamin eksiklidi ile enzimatik
faaliyetlerin verimsiz kaligi gibi nedenlerden kaynaklanabilir. $ekil 4.7 incelendiginde
birim glikoz tlketimi basina TUYA dretim verimleri ise baslangi¢ substrat
konsantrasyonu artikga azalmigtir. En yuksek TUYA olusumu 6 g/L’de 291.88 mg
TUYA/g glikoz, en dusuk ise 41 g/L’de 39.85 mg TUYA/g glikoz olarak kayit
edilmistir. En ylksek hidrojen Uretim veriminin elde edildigi 21 g/L baslangi¢ substrat

konsantrasyonunda distk TUYA dretim veriminin olmasi, mikroorganizmalar

Uzerindeki TUYA inhibisyonunun daha az olmasini saglamistir.
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Sekil 4.7: Hidrojen (0) ve toplam ugucu yag aside (TUYA) (o) uretim verimlerinin

farkli baglangi¢ substrat (glikoz) konsantrasyonlari igin degisimi.
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Ozgul hidrojen Uretim hizinin (OHUH) baslangi¢ glikoz konsantrasyona gére
degisimi Sekil 4.8'de verilmistir. OHUH, glikoz konsantrasyonunun 6 g/L’den 21
g/L'ye yukselmesiyle orantih olarak 36.88'den 226.66 mL H./g biyokutle.saat
degerine ¢ikmis daha sonra baslangi¢ glikoz konsantrasyonun artmasiyla birlikte

diuserek 13 mL Ha/g biyokutle.saat degerine kadar inmistir.
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Sekil 4.8: Ozgiil hidrojen Uretim hizinin (OHUH) farkli baslangic substrat (glikoz)

konsantrasyonlarina gore degisimi.

Yukarida agiklanan sonuglar dogrultusunda en uygun baslangi¢ substrat
konsantrasyonun 21 g/L olmasi gerektigi sonucuna ulasiimistir. Buna goére biyokiitle
konsantrasyonunun 0.1 g/L ve baslangig¢ substrat konsantrasyonunun 21 g/L oldugu
en uygun kosullarda deney yapiimistir. Burada bdlim 4.1.1 ve 4.1.2°deki
deneylerden farkh olarak baglangi¢c sivi hacmi haric (300 mL) diger tum deney
sartlari ayni tutulmus ve elde edilen sonuglar Sekil 4.9'da verilmigtir. Goruldugu gibi
glikoz konsantrasyonu dugus gosterirken, kimdalatif hidrojen hacmi ve TUYA
konsantrasyonu artis gostermistir. Parametrelerin degisimi kesikli blylime ile
uyumlu olup, deney basladiktan 150 saat sonra sabit hale gelmistir. Burada
maksimum Uretilen hidrojen ylUzdesi 36 olarak kaydedilmistir. Bu dogrulama

deneyine ait Gompertz esitlik katsayilari Tablo 4.5’te verilmigtir.
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Sekil 4.9: 21 g/L baslangi¢c seker konsantrasyonu kullanilarak gerceklestirilen

Tablo 4.5: Optimum baslangic substrat (21 g/L) ve biyokiitle

karanlik fermentasyon deneyinde kumdulatif hidrojen hacmi (A), glikoz
(g/L) (©), TUYA (g/L) (o) ve biyokltle (g/L) (o) konsantrasyonlarinin

zamana gore degigimi.

(0.15 g/L)

konsantrasyonlarinda igletilen karanlk fermentasyon dogrulama deneyi

Gompertz esitligi katsayilari ve verimleri.

Verim Verim
P Rm A
(mol Hx/mol (mg TUYA/g
(mLHz) | (mLH2/saat) (saat) _ _ R?
glikoz) glikoz)
326.54 3.79 47.14 0.36 257.00 0.97

Dogrulama deneyindeki

sonuglarin  Bolim 4.1.1

ve 4.1.2'de vyapilan

deneylerden farkli gikmasinin bir nedeni ylksek sivi hacminde c¢alisiimis olmasi

olabilir. Ayrica farkli hidrolizatin kullaniimig olmasi da sonuglari etkilemis olmasi

muhtemeldir. Baglangig biyokutle ile substrat konsantrasyonun optimize edildigi
deneylerde kullanilan hidrolizat 50 g/L kagit atiginin 135°C’ de %5 H,SO4 ve 0.05

kati/sivi (w/w) oraninda 2 saat isleme suresi ile muamele edilmesi sonucunda elde

edilirken dogrulama deneyinde kullanilan hidrolizat 200 g/L kagit atiginin 105°C’ de

%5 H,SO4ve 0.2 kati/sivi (w/w) oraninda 3.5 saat hidroliz edilmedi ile elde edilmistir.
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Hidrolizat eldesindeki bu degisimin sebebi asit hidrolizi esnasinda olusan toksik
madde olusumunu azaltmaktir. Yapilan bu iglem hidrolizat kompozisyonunda
degisime yol agmistir. Ozellikle hidrolizat baglangic TUYA konsantrasyonlarinda
farkhliklar gbzlenmistir. Baslangi¢ substrat konsantrasyonunun hidrojen Uretimine
olan etkisinin arastirildigi deneylerde baslangic TUYA konsantrasyonu 2945 mg/L
civarinda iken bu deger dogrulama deney hidrolizatinda 440 mg/L’ye dusmustar.
Literatirde yapilan calismalarda seliloza uygulanan asit hidrolizi sonucunda
glikozun yaninda karboksil asitlerin ve 5-HMF’nin de olusacagi rapor edilmistir (Yin
ve Tan 2012). Tablo 4.5'de goruldigi gibi hidrojen Uretiminin daha yiksek TUYA
Uretim verimi ve adaptasyon siliresinde gerceklestigi goérilmektedir. Hidrojen Gretim
verimi ise (0.498 mol Hz/mol glikoz’dan 0.36 mol Hz/mol glikoz'a) daha ylksek TUYA
(5800 mg/L) olusumu nedeniyle dists gostermistir.
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4.1.3 C/N/P/Fe Oraninin Hidrojen Uretimine Olan Etkisi

Hidrojen Uretim verimi ve OHUH'lan igin Design-Expert ile adimsal model
uyumlulugu testi yapildiginda her iki amag¢ fonksiyonu icin en uygun modelin
kuadratik model tart oldugu bulunmustur (Lack-of-Fit test p-degeri >0.05).
Degiskenlere ait araliklarin Design-Expert programina girilerek elde edilen deneysel
ve tahmini sonuglar Tablo 4.6’da 6zetlenmisgtir.

Tablo 4.6: Box-Behnken istatistiksel deney tasarim degerleri ve sonuglari tablosu.

Degiskenlerin gercek ve kodlanmis
degerleri Sonuclar
X1 X2 X3 v . \..(2
Verim OHUH
(molHz/mol glikoz) (mLH2/gbiyokitle.sa)
Deney N/C P/C FelC
No orani orani orani Deneysel | Model Deneysel Model
(w/w) (w/w) (w/w) Sonug | Tahmini Sonug Tahmini
1 0.025 (0) | 0.05 (0) | 1.56x107 (0) 0.628 0.630 162.38 171.27
2 0.025 (0) | 0.1 (+1) | 3.13x103 (+1) 0.492 0.460 231.43 215.63
3 0.025 (0) | 0.05 (0) | 1.56x107 (0) 0.547 0.590 168.09 171.27
4 0(-1 | 0(-1) | 1.56x103 (0) 0.491 0.460 63.81 54.57
5 0.05 (+1) | 0.1 (+1) | 1.56x1073 (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) | 3.13x10°3 (+1) 0.620 0.620 174.29 180.94
8 0.05 (+1) | 0.05 (0) 0(-1) 0.393 0.390 172.38 171.37
9 0(-1) | 0.1(+1) | 1.56x103 (0) 0.324 0.360 21.87 36.67
10 0.025 (0) | 0.05 (0) | 1.56x10°3(0) 0.586 0.590 183.33 171.27
11 0.025(0) | O(-1) |3.13x103(+1) 0.327 0.360 89.05 97.18
12 0(-1) [0.05(0) [3.13x102 (+1) 0.183 0.180 37.14 38.15
13 0.025 (0) | 0.1(+1) 0(-1) 0.494 0.460 196.19 188.05
14 0.05(+1)| 0(-1) | 1.56x107 (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

Tablo 4.6’da goruldugu gibi hidrojen olusum verimi 0.183-0.634 mol Hz/mol
glikoz arasinda degisirken, OHUH degeri ise 37.14-231.43 mL H,/g biyokiitle.sa
arasinda degismistir. Her bir dediskenin amag¢ fonksiyonlarina olan etkisi farkli
olmustur. Tablo 4.6 incelendiginde deney sonugclari ile tahmin edilen degerlerin

birbirine yakin ¢iktigi gértlmektedir. Buna gére hidrojen Uretim verimini temsil eden
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Esitlik (4.1) kuadratik model igin korelasyon regresyon katsayisi olan R? degeri %85
iken OHUH icin Esitlik (4.2)'de belirlenen R? %92 olmustur.

Degiskenlerin bu etkileri Design-Expert yazilimi tarafindan 6énerilen kuadratik
model fonksiyonlari ile Esitlikler (4.1) ve (4.4)'de daha net gorilmektedir. Est (4.1)
ve (4.2)de degiskenler ile hidrojen Uretim verimi ve hizi arasindaki baglantilar
gercek degisken katsayilari esas alinarak tanimlanirken, Est. (4.3) ve Est (4.4)te
verilen esitlikler kodlanmis katsayilara gore verilmistir. Est. (4.3)’'te yer alan lineer
katsayilar (b1, b. ve bs) incelendiginde bagimsiz degiskenlerin farkli oranlarda
hidrojen Uretim verimine katki sagladiklari goérilmektedir. Bu durumda N/C (b::
0.050) ve P/C (bz: 1X107?) oranlari hidrojen veriminin artisina olumlu yonde katki
saglarken Fe/C (bs: -0.053) olumsuz yénde etki etmistir. Ozgil hidrojen Uretiminin
kodlanmis degiskenlere gore iliskisini gosteren (4.4) no’lu Esitlik incelendiginde N/C
(b1: 52.66) orani OHUH artisina en yiksek katki saglarken, P/C (bz: 31.48) orani
ikinci ve Fe/C (bs: -13.95) oraninin ise en az seviyede Kkatkisinin oldugu
anlasiimaktadir. Fakat ikili etkilesim ve kuadratik katsayilar irdelendiginde bireysel
olarak OHUHnin azalmasina katki gosteren bir degiskenin tam tersini

gosterebilecedi anlasiimaktadir.
Gergek degisken katsayilarina gore dizenlenmis model fonksiyonlari:

Y verin=0.6660-1.655X1+0.53X2-90.64X3+41.40X1 X2+4339.20X1 X3+624.00XX3-
103.60X12-25.20X2?-26521.60X32 (4.1)

Y oron=127.2195+4529.7546X1-213.0558X2-54197.5237X3+32386.7285X1 X2+

4.79635x10"5X1X3+3.5505x10*5X»X3-95842.58X1%-5216.8460X,°+4.9682x10%6X 52
4.2)

Kodlanmis degisken katsayilarina gére dizenlenmis model fonksiyonlari:

Y veriv =O.59+0.050X1+1X10_3X2-0.053X3+0.052X1X2+0.17X1X3+O.049X2X3- 0.065)(12
- 0.063X,% - 0.065X3? (4. 3)

Yorun=171.27452.66X1+31.48X>-13.95X3+40.48X1Xo+18.74 X1 X3+27. 74X Xs-
59.90X:%-13.04X,%+ 2.13X3? (4. 4)

Tablo 4.7 ve 4.8 de sirasiyla hidrojen Uretim verimi ve OHUH modelleri igin
Design-Expert yaziliminda yapilan varyans analizleri (ANOVA) sonuglari verilmistir.
Tablo 4.7°de goruldugu gibi hidrojen Uretim verimi modeli i¢in hesaplanan p olasilik

degerinin 0.05’ten dusuk gikmasi modelin dnemli oldugunu igaret etmektedir. Ayrica
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Lack of Fit analizine ait p degerinin 0.05’ten yuksek ¢ikmasi Lack of Fit’ in dnemsiz

oldugunu ve model uyumlulugunun iyi oldugunu vurgulamaktadir. X1, Xz, X1Xz, X1X3

parametrelerinin p degerlerinin 0.05’ ten didsik g¢ikmasi bu dederlerin hidrojen

uretimi Uzerinde dnemli etkisinin oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.7: Hidrojen Uretim verimine ait varyans analiz (ANOVA) tablosu.

Istatistiksel

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-PIC 8x10-6 1 8x106 3.346 x10° | 0.9561
Xs-FelC 0.022 1 0.022 9.35 0.0282
X1 X2 0.011 1 0.011 4.48 0.0879
X1X3 0.11 1 0.11 48.06 0.0010
XoX3 9.506x103 1 9.506x103 3.98 0.1027
X12 0.015 1 0.015 6.47 0.0516
X2? 0.015 1 0.015 6.13 0.0561
X3? 0.015 1 0.015 6.47 0.0516
Kalan (Residual) 0.012 5 2.391x103
Lack of Fit 8.674x103 3 2.891x103 1.76 0.3821 |6nemsiz
Pure Hata (Pure | 5 585410+ 2 1.641x10°3
error)
Cortomam | o25 | 14

OHUH modeli icin ANOVA tablosu sonuglari Tablo 4.8'de dzetlenmistir.

Burada da model icin dnerilen p olasilik degerinin 0.05’ten distk olmasi modelin

onemli oldugunu ifade etmektedir. X1, Xz, XiXz, Xi%, XoXsparametreleri tek tek

incelendiginde degerlerin 0.05’ ten dislik ¢ikmasi bu parametrelerin OHUH Uzerinde

onemli bir etkisinin oldugunu gdsterir. Bu analizde de Lack of Fit testi icin p

degerinin 0.05’ ten yuksek gikmasi onemli bir uyumsuzlugun olmadigina ve modelin

guvenli bir sekilde kullanilabilecegini gostermigtir.
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Tablo 4.8: Hidrojen uretim hizina ait varyans analiz (ANOVA) tablosu.

istatistiksel Kareler | Serbestlik Kareler ) ]
. F-degeri P-degeri
parametreler Toplami | derecesi ortalamasi
Model 57344.45 9 6371.61 20.40 0.0020 onemli
X1-N/C 22184.43 1 22184.43 71.03 0.0004
X2-PIC 7930.18 1 7930.18 25.39 0.0040
Xz-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
X2X3 3077.61 1 3077.61 9.85 0.0257
X1? 13248.75 1 13248.75 42.42 0.0013
X2? 628.05 1 628.05 2.01 0.2154
X3? 543.22 1 543.22 1.74 0.2444
Kalan
) 1561.71 5 312.34
(Residual)
Lack of Fit 1327.10 3 442.37 3.77 0.2167 | ©nemsiz
Pure Hata
234.62 2 117.31
(Pure error)
Cor Toplam
58906.16 14
(Total)

Hidrojen Uretim verimine P/C ve N/C oranin etkileri Egitlik 4.1 kullanilarak

incelenmis ve Sekil 4.10’da gdsterilmistir. Burada goérildigi gibi P/C orani sabit
tutuldugunda hidrojen dretim verimi N/C oranin artmasiyla bir degere kadar artmig
fakat daha sonra azalis gostermigstir. Hidrojen Uretim verimi P/C orani 0’ dan 0.06
(9/gya cikmasiyla maksimum 0.593 mol Hz/mol glikoz dederine ulasmis ve daha
yuksek P/C oranlarinda dislise gegmis, bunun yaninda verimlerin degerleri 0.35-0.6
mol Hz/mol glikoz arasinda degisim gdstermistir. Bunun nedeni 0.06 (g/g) P/C
oraninin altinda kalan degerlerin mikrobiyal buyumeye fosfor limitlemesi yapmasi,
daha yuksek P/C oranlarinda ise mikroorganizmalar Uzerinde fosforun inhibisyon
etkisinden kaynaklanmistir. Ortamda N/C ve P/C oranlarinin sifir oldugu durumda
hidrojen Uretim verimi 0.5 mol Hz/mol glikoz degerine ulasmistir. Cok az miktarda
azot ilavesi 0.1 mol Hz/mol glikoz derecesinde verim artigina neden olmustur. En
ideal N/C ve P/C oranlan Sekil 4.10’da gdsterildigi gibi sirasiyla 0.03 ve 0.06

degerlerinde elde edilmistir.
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Sekil 4.10: Hidrojen Uretim veriminin farkli P/C oranlarinda N/C oranina goére

degisimi.

Farkhh N/C oranlarinda hidrojen Uretim veriminin P/C oranina gore degigimi

Sekil 4.11°de verilmistir. Burada goruldigu gibi sabit N/C oranlarinda P/C oraninin

artmasiyla bir dereceye kadar hidrojen verimi ylkselmis fakat daha yulksek

degerlerde disuse gec¢mistir. N/C oraninin 0'dan 0.03’e artirnimasiyla en ylksek

deger olan 0.593 mol

Hz/mol glikoz’a ulagiimistir.

N/C oraninin daha c¢ok

artinlmasinda ise hidrojen uretim verimi azalmisgtir. 0.06 (g/g) P/C oranin altindaki

degerler fosfor limitlemesine, yliksek degerler fosfor inhibisyonuna neden olmustur.

0,7

0,5

0,4

Hidrojen Verimi (molH,/mol
glikoz)

0,3

Sekil 4.11:

0,6

Fe/C orani: 0.0013 (g/g)

N/C orani (g/g)

degisimi.
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Sekil 4.12'de degisik P/C oranlarinda hidrojen Uretim veriminin Fe/C oranina
goére degisimi gosterilmistir. Sabit N/C ve Fe/C oranlarinda, hidrojen Uretim verimi
P/C oraninin artmasiyla birlikte belirli bir degere kadar arttiktan sonra daha yuksek
P/C oranlarinda azalmigtir. Diger taraftan sabit P/C oranlarinda hidrojen Uretim
verimi Fe/C oraninin belirli bir degere artmasiyla birlikte Fe limitlemesi nedeniyle
azalmig daha yuksek Fe/C oranlarinda ise Fe inhibisyonu nedeniyle azalmistir. En
yuksek hidrojen Uretim verimi (0.593 mol Hz/mol glikoz) P/C oraninn 0.1, Fe/C
oraninin ise 0.002504 (g/g) oldugu durumda elde edilmistir.
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0,6 - 0.04 —

0,55

0.02 _j

0,5 -

0,45

P/C orani (g/g)
0,35

Hidrojen Verimi (molH,/mol glikoz)

0,3 T T T T
0 0,000626  0,001252  0,001878  0,002504 0,00313
Fe/C orani (g/g)

Sekil 4.12: Hidrojen Uretim veriminin farkh P/C oranlarinda Fe/C oranina gore
degisimi.

Ozgul hidrojen dretim hizinin farkh P/C oranlarinda N/C oranina gore
degisimi Sekil 4.13’de verilmistir. Burada fark edildigi gibi ortama hi¢ azot ve fosfor
katkisi yapilmamisken OHUH degeri 65.15 mL H./g biyokdtle.saat olup, bu deger
azot ve fosfor ilavesi sonucunda yaklasik U¢ kat ylkselme saglamistir. Sabit P/C
oranlarinda N/C oraninin artirimasi ile OHUH degeri 6nce artmig, daha sonra
azalmistir. P/C orani 0.1 (g/g) i¢in azalma olmayip, OHUH degeri N/C 0.04 (g/g)'dan
sonra sabit kalmigtir. Bu durum azot miktarinin bir noktaya kadar limitlemeye bir
noktadan sonra da inhibisyona neden oldugu ile agiklanabilir. P/C oranin artmasiyla
OHUH degeri surekli artmistir ve en yilksek degeri olan 220.17 mL Ha/g
biyokutle.saat’ e P/C orani 0.1 (g/g)'de ulagmistir.
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Sekil 4.13: Ozgiil hidrojen tretim hizinin (OHUH) farkli P/C oranlarinda N/C oranina

g6re degisimi.

Ozgul hidrojen dretim hizinin farkhh N/C oranlarinda P/C oranina gore
gosterdigi degisim Sekil 4.14’te gdsterilmistir. N/C oranin sabit tutulup, P/C oranin
arttinimasi OHUH (zerinde 0, 0.01 ve 0.02 (g/g) N/C oranlar igin gok etkili
olmasada 0.03, 0.04 ve 0.05 (g/g) N/C oranlarinda etkili olmustur. C/N oraninin
0’dan 0.04’e arttinimasi OHUH degerinin olumlu ydénde artmasina sebep olmustur.
Fakat daha yiiksek N/C oranlara ¢ikarilmasi OHUH’ (in diismesi ile sonuglanmistir.
Bu kosullarda en yiiksek OHUH degeri olan 220.17 mL H./g biyokiitle.saat’in 0.1
(g/g) N/C ve 0.04 (g/g) P/C oraninda bulunabilecegi belirlenmistir.
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Sekil 4.14: Ozgiil hidrojen tretim hizinin (OHUH) farkli N/C oranlarinda P/C oranina

gOre degisimi.

Ozgil hidrojen Uretim hizinin farkli P/C oranlarinda Fe/C oranina gore

degdisimi Sekil 4.15'te gosterilmigtir. Digtk P/C oranlarinda (0-0.04) Fe/C oraninin

arttirlmasi OHUH'nin azalmasina, 0.04 (g/g) P/C oranindan daha yiiksek Fe/C

oranlart OHUH'(in artmasina neden olmustur. Maksimum OHUH (220.17 mL H./g
biyokltle.saat) 0.00313 (g/g) Fe/C oraninda P/C oraninin 0.1 (g/g) oldugu kosulda

elde edilmistir.

300

250 4 N/Corani: 0.05 (9/g)

— o008

—

—

=
o
w
9
2 200 A 1
—‘é - — 006
3 — 0.04 A
o 150 -\
L 0.02 —
£ 100 \
0
T
D 50 A
2 P/C orani
O
O T T T T
0 0,000626 0,001252 0,001878 0,002504

Fe/C orani (g/g)

0,00313

Sekil 4.15: Ozgil hidrojen Gretim hizinin (OHUH) farkli P/C oranlarinda Fe/C

oranina gore degisimi.
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Design-Expert yazilimi kullanilarak yapilan deneylerde ve hesaplamalarda
en yliksek hidrojen verimi ve OHUH degerini veren kosullarin N/C: 0.05, P/C: 0.09
ve Fe/C: 0.00278 oranlarinda elde edildigi belirlenmigtir. Bu optimum oranlarda
deneysel olarak isletilen karanlik fermentasyon deneyine ait sonuclar Sekil 4.16'da
gOsterilmistir. Sekil 4.16’ya gore TUYA (g/L), glikoz (g/L) ve kimulatif Hidrojen (mL)
uretiminin kesikli igletim ile uyumlu oldugu goérulmektedir. Burada glikoz tuketilirken,
Urin olarak da hidrojen ve TUYA'nin olustugu gorilmektedir. Hidrojen gazi yaklasik
30 saat adaptasyon suresinden sonra olusmaya baslamistir. Deney sonucunda
ulasilan en ylksek kiimulatif hidrojen hacmi 190 mL olmustur. Deney baslangicinda
20 g/L olan substrat konsantrasyonu deney sonucunda 1 g/L’nin altina dismustur.
TUYA dUretimi ise deney sonunda 5 g/L seviyelerine ulagsmistir. Deney boyunca
Uretilen veya tuketilen tUm parametreler 190 saat sonra sabit dedere ulagsmistir..
Yapilan bu deneye ait Gompertz sabitleri sirasiya P: 222.79 mL H,, Rm: 2.86 mL
H./saat ve A: 29.72 saat olarak hesaplanmistir. Bu degerler deney kosullarinda elde
edilen Sekil 4.16 ile uyumlu gikmistir.

250 25
200 - 20
E
= - 15 &
[
& 150 ?
(@] jah)
S - 10 2
= 100 2
= = [}
[{=]
2 90 —A—h 0 E
O T T T -5
0 50 100 150 200 250

Zaman (saat)

Sekil 4.16: N/C: 0.05, P/C: 0.09 ve Fe/C: 0.003 optimum oranlarda isletilen karanhk
fermentasyon deneyine ait TUYA (g/L) (m), glikoz (g/L) (A) ve kimdlatif
hidrojen (mL) (#) Uretiminin zamana gore degisimi.
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Sekil 4.16’nin ait oldugu deneyde hidrojen (retim verimi ve OHUH degerleri
sirastyla 0.525 mol Hz/mol glikoz ve 234.14 mL H./g biyokutle.saat elde olarak
edilmigtir. Design-Expert programi hidrojen (retim verimini ve OHUH degerini
sirastyla 0.656 mol Hz/mol glikoz ve 241.64 mL H./g biyokutle.saat olarak tahmin
etmistir. Sonug olarak tahmin edilen degerler ile bulunan gercek dederlerin birbirine
yakin ¢ikmasi modelin guvenirligini teyit etmigtir. Ayrica yapilan deneylerde H:

yuzdesi 30 ile 44 arasinda degismistir.

Yukarida verilen sonuglar incelendiginde en yuksek hidrojen uretim verimi ve
OHUH degerlerine ulagmak igin gerekli olan nutrient oranlarinin N/C: 0.05, P/C: 0.09
ve Fe/C:0.003 oldugu bulunmustur. Baska bir ifadeyle optimum C/N/P/Fe oraninin
100/5/9/0.3 oldugu belirlenmigtir.

Literatirde karanlik fermentasyon ile hidrojen Uretiminde 6nerilen optimum
C/N/P orani, kullanilan substrat ve mikrobiyal asi ile substrat icerisindeki azot, fosfor
miktarlarina gore farklihk gostermektedir. Karigik mandira atiksuyundan karanlik
fermentasyon ile hidrojen Uretimi (izerinde yapilan calismada KOI/N ile KOI/P
sirastyla 100.5 ile 120 olarak bulunmustur (Gadhe ve dig. 2013). Alkol kaynakl
atiksulardan hidrojen Uretiminde ise KOI/N/P orani sirasiyla 100/6/0.5 olarak rapor
edilmistir (Intanoo ve dig. 2012). Bu tez caligmasinda da elde edilen en uygun
C/N/P/Fe oranlan kullanilan hidrolizat ve asiya gore 0Ozel olup tekrarlanabilir

sonuglar vermigtir.
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5. SONUG VE ONERILER

Atik kagit havludan karanlik fermentasyon ile hidrojen Uretiminde en uygun
baslangi¢ biyokitle konsantrasyonunun 0.875 g/L oldugu bulunmustur. Ancak 0.1
g/L ile 0.875 g/L degerleri igin hidrojen Uretim verimlerinin (0.875 g/L’nin HUV degeri
0.927 mol Hy/mol glikoz, 0.1 g/L'nin HUV degeri 0.905 mol Hy/mol glikoz) yakin
¢ikmasi, 0.1 g/L’'nin hem kig¢ik hem de biylk dlgek calismalarda kullanilabilirliginin
daha pratik oldugunu gostermistir. Teorik hesaplamalardaki glikozdan elde edilen 4
mol Hz/mol glikoz verim degerine ulagilamamistir. Bunun nedenleri; hidrolizat
icerisinde noétralizasyon islemi sonucunda olusan asiri tuz konsantrasyonu ve asi
¢amurunun igerisinde hidrojen tiketimine neden olan homo-asetojen
mikroorganizma turlerinin varhgi, iz element ve vitamin eksikligi nedeniyle enzimatik
faaliyetlerin yeterli verime ulasamamis olmasi seklinde yorumlanabilir. Hidrolizat
icerisinde bulunan 5-HMF konsantrasyonunun deney baslangicinda 0 mg/L’ ye
indirildigi icin bu maddenin toksik etki yapma ihtimali bulunmamaktadir. Ancak
iletkenlik degerlerinin 70 mS/cm seviyesinde olmasi ortamda halen mikrobiyal
inhibisyona sebep olabilecek iyon varligina isaret etmektedir. Bu calismada 0.875
g/L baslangi¢ biyokitle konsantrasyonu ile 7 g/L olan baslangic seker
konsantrasyonu arasinda 0.125 biyokutle/substrat orani bulunmaktadir. Bu da

literatlr ile uyumlu ¢ikmstir.

Atik kagit havludan karanlik fermentasyon ile hidrojen Uretiminde en uygun
baslangi¢ substrat (seker) konsantrasyonunun ise 21 g/L oldugu belirlenmigtir. Tezin
bu asamasinda elde edilen en ylksek hidrojen Uretim verimi ve 6zgul hidrojen verimi
sirasiyla 0.498 mol Hz/mol glikoz ve 226.67 mL H./g biyokitle.saat olarak tespit
edilmistir. 21 g/L substrat konsantrasyonun altindaki degerler substrat limitlemesine
Uzerideki degerler ise substrat inhibisyonuna neden olmustur. Burada da teorik
verime ulagilamamasinin sebebi biyokutle konsantrasyonu deneyinde belirtilen asit
hidrolizi sonucunda substratta olugan inhibitor maddelere veya asi c¢amuru

iceresinde bulunan hidrojen tiiketimine neden olan bakterilere baglanabilir.

Atik kagit havludan karanlik fermentasyon ydntemi ile hidrojen Uretiminde
onemli parametrelerden olan optimum C/N/P/Fe oraninin hidrojen uretimi verimi ve
6zgul hidrojen Uretimine etkileri incelenmis ve en uygun oranin C/N/P/Fe:

100/5/9/0.3 oldugu belirlenmistir. Bu durumda ulagilan en yuksek hidrojen Uretim
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verim ve 0zgul hidrojen uretim hizlari sirasiyla 0.525 mol Hz/mol glikoz ve 243.14

mL H./g biyokutle.saat olmustur.

Karanlk fermentasyon prosesi ile daha verimli hidrojen Uretmek icin ilerleyen
calismalarda asi kiltlrd olarak ylksek iletkenlik ve tuz konsantrasyonuna dayanikl
mikroorganizmalar kullanilabilir. Asit hidrolizinden kaynaklanan toksik maddeler tam
olarak belirlendikten sonra bunlarin giderimi yapilabilir. Boylece toksik maddelerden
arinan seker cozeltisi daha saglikl olarak karanlik fermentasyonda kullanilabilir.
Deneyler kesikli isletme modeli yerine yari strekli besleme modu kullanilarak veya
immobilize sistem ile yapilabilir. Bu iki prosesin, mikroorganizmalarin toksik madde
etkilerinden daha az zarar gérmlerine olanak saglayacagi ve daha verimli hidrojen

Uretimininin elde edilebilecegini disunulmektedir.
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7.EKLER

EK A: Baslangi¢ biyokiitle konsantrasyonun hidrojen liretimine olan etkisi

Tablo A. 1: Kontrol sisesi verileri.

89

cun | Zaman Vs Vo CHz CHz Vw Kamalatit | Kamalatif Ny TUYA Glikoz
(saat) (mL) (mL) (%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) P (mglL) (mg/L)
0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.0 348 7149.5
1 15.20 45 265 0 0 10 0 0
01
2 36.50 45 265 01 10 0975 0.0716
3 63.10 45 265 04 0.4 40 123 0.04854
07
4 85.45 45 265 07 0 5 025 0.07991
5 110.2 45 265 07 0.7 0 » 025 007991 | 6.09 315 6173.15
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Tablo A. 2: 0.1 g/L baslangi¢ biyokitle konsantrasyonlu deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve QHz _CHz Vw Kimilatif Kimilatif pH TUYA Glikoz
(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)
0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.15 328 7393.1
1 15.3 45 265 0.02 0.02 10 0.05 0.0021 5.8
2 37 45 265 3 3 10 8.25 0.32 5.9
3 63.54 45 265 10 10 40 30.80 1.21 5.1
4 86.3 45 265 12.18 12.18 36.57 1.44 5.9
5 111.06 45 265 12.85 12.85 0 38.35 1.51 5.9 2044 367.02
Tablo A. 3: 0.5 g/L baslangi¢ biyokitle konsantrasyonlu deney verileri.
Giin Zaman Vsivi Ve CH> CH; Vw Kiumulatif Kimilatif pH TUYA Glikoz
(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)
0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.15 324 7474.3
1 15.35 45 265 0.1 0.1 10 0.27 0.01 6.1
2 36.55 45 265 4 4 10 11.01 0.43 6.05
3 63.2 45 265 11.3 11.3 60 37.13 1.46 55
4 85.16 45 265 13.02 13.02 41.69 1.64 5.8
5 109.52 45 265 13.02 13.02 0 41.69 1.64 5.8 2092 229.99




Tablo A. 4: 0.875 g/L baslangig biyokitle konsantrasyonlu deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve QHz 'CHz Vw Kdmulatif Kdmulatif pH TUYA Glikoz
(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)
0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.15 328 7271.3
1 15.4 45 265 0.2 0.2 40 0.61 0.02 6.1
2 37 45 265 5.42 5.42 40 16.61 0.66 5.6
3 63.19 45 265 12.0 12.0 40 38.84 1.53 54
4 86.2 45 265 12.93 12.93 0 41.31 1.63 5.9
5 110.53 45 265 12.93 12.93 0 41.31 1.63 5.9 2508 238.11
>
Tablo A. 5: 1 g/L baslangi¢ biyokitle konsantrasyonlu deney verileri.
Giin Zaman Vsivi Ve C_Hz .CHz Vw Kimilatif Kdmulatif oH TUYA Glikoz
(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)
0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.15 304 7543.9
1 15.47 45 265 0.2 0.2 40 0.61 0.02 6.1
2 37.1 45 265 3.8 3.8 50 12.23 0.48 5.9
3 63.28 45 265 11.48 11.48 20 34.72 1.37 5.6
4 86.1 45 265 12.15 12.15 10 37.71 1.48 6.1
5 1104 45 265 12.15 12.15 0 37.71 1.48 6.1 2300 243.5




Tablo A. 6: 1.5 g/L baslangi¢ biyokitle konsantrasyonlu deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve C_Hz _CHz Vw Kamdlatif Kiamuilatif oH TUYA Glikoz
(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)
0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.15 292 7589.8
1 15.55 45 265 0.1 0.1 50 0.31 0.01 6.1
2 37.15 45 265 0.8 0.8 60 2.65 0.10 5.9
3 63.33 45 265 11.58 11.58 10 32.37 1.30 5.3
4 86.18 45 265 12.12 12.12 0 33.80 1.36 5.7
5 110.5 45 265 12.13 12.13 0 33.83 1.36 5.8 2116 249.88
N
Tablo A. 7: 3 g/L baslangi¢ biyokutle konsantrasyonlu deney verileri.
Giin Zaman Vsivi Ve C_Hz .CHz Vw Kimo{latif Kim{latif pH TUYA Glikoz
(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)
0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.15 260 7799.1
1 16 45 265 0.2 0.2 50 0.63 0.024 6.1
2 37.2 45 265 0.9 0.9 50 2.93 011 5.9
3 63.39 45 265 9.87 9.87 0 26.70 1.05 5.8
4 86.25 45 265 11.07 11.07 29.88 1.17 5.7
5 111 45 265 11.07 11.07 29.88 1.17 5.8 2064 271.2
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Tablo A.8: 6 g/L baslangi¢ biyokitle konsantrasyonlu deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve CHz CH: Vw Kumdlatif Kumdlatif oH TUYA Glikoz

(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)

0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.15 348 8073.15
1 14.22 45 265 2.29 2.29 50 7.21 0.28 6
2 38.47 45 265 3.6 3.6 0 10.68 0.42 5.9
3 62 45 265 4.33 4.33 0 12.61 0.49 6
4 86.35 45 265 5.42 5.42 0 15.50 0.61 6

5 110.5 45 265 5.6 5.6 0 15.98 0.63 6 2796 259.43
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EK B: Basglangi¢ substrat (seker) konsantrasyonun hidrojen uretimine olan etkisi

Tablo B.1: 6 g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonlu deney verileri.

Giin Zaman Vsvi Ve CH> CHz Vw Kimdulatif Kiumulatif pH TUYA Glikoz

(saat) (mL) (mL) (%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)

0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.0 560 6606.35

1 20.3 45 265 1.62 1.62 30 4.779 0.18 5.7

2 44.3 45 265 3.7 3.7 20 11.03 0.43 5.9

3 68.3 45 265 3.7 3.7 10 11.40 0.44 6.0

4 91.45 45 265 3.7 3.7 0 11.40 0.44 6.0

5 116.35 45 265 3.7 3.7 0 11.40 0.44 6.0

6 139.55 45 265 3.7 3.7 0 11.40 0.44 6.0

7 187.05 45 265 3.7 3.7 0 11.40 0.44 6.0

8 235.3 45 265 3.7 3.7 0 11.40 0.44 6.0

9 258.8 45 265 3.7 3.7 0 11.40 0.44 6.0 2460 90.43
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Tablo B.2: 15 g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonlu deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve QHz 'CHz Vw Kdmulatif Kimdulatif pH TUYA Glikoz

(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VHz (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)

0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.1 920 14819.2

1 20.45 45 265 1.02 1.02 20 2.90 0.11 6.5

2 44 45 265 1.65 1.65 20 4.90 0.19 6.3

3 68.05 45 265 6.38 6.38 15 18.39 0.72 5.9

4 91.17 45 265 8.55 8.55 30 26.71 1.05 5.8

5 115.25 45 265 11.6 11.6 10 35.95 141 5.8

6 140.02 45 265 11.6 11.6 0 35.95 141 5.8

7 187.5 45 265 11.6 11.6 0 35.95 141 5.8

8 236.15 45 265 11.6 11.6 0 35.95 141 5.8

9 259.3 45 265 11.6 11.6 0 35.95 141 5.8 2725 909.4
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Tablo B.4: 21 g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonlu deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve C_Hz _CHz Vw Kumdlatif Kumdlatif pH TUYA Glikoz

(saat) (mL) (mL) (%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)

0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.1 2945 21330.2
1 20.5 45 265 241 241 20 6.86 0.27 54
2 44.05 45 265 8.45 8.45 15 24.14 0.95 5.3
3 68.1 45 265 17.4 17.4 40 54.81 2.16 54
4 91.55 45 265 17.4 17.4 60 65.25 2.57 5.1
5 116 45 265 17.4 17.4 0 65.25 2.57 5.7
6 140.4 45 265 17.4 17.4 0 65.25 2.57 5.9
7 188.25 45 265 17.4 17.4 0 65.25 2.57 5.8
8 236.1 45 265 17.4 17.4 0 65.25 2.57 5.7

9 260.05 45 265 17.4 17.4 0 65.25 2.57 5.8 4755 670.875




9.

Tablo B.5: 30 g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonlu deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve QHz .CHz Vw Kumdlatif Kumdlatif pH TUYA Glikoz
(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)
0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.0 1895 30256.3
1 20.55 45 265 0 0 20 0 0 5.9
2 44.1 45 265 0.06 0.06 0 0.17 0.0067 5.9
3 68.15 45 265 0.7 0.7 0 1.86 0.073 5.9
4 92 45 265 2.27 2.27 0 6.02 0.237 5.9
5 115.55 45 265 2.29 2.29 0 6.08 0.239 5.9
6 139.55 45 265 3.18 3.18 0 8.43 0.333 5.9
7 187.04 45 265 3.29 3.29 0 8.73 0.344 5.9
8 234.25 45 265 591 591 20 16.85 0.665 5.9
9 258.2 45 265 5.91 5.91 0 16.85 0.665 5.9 3775 3411.38
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Tablo B.6: 41 g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonlu deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve CHz CH: Vw Kumdlatif Kumdlatif pH TUYA Glikoz

(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (mg/L) (mg/L)

0 0 45 265 0 0 0 0 0 6.0 2885 41220.6
1 21 45 265 0 0 20 0 0 6.0
2 44.04 45 265 0 0 0 0 0 6.0
3 68.08 45 265 0.3 0.3 0 0.79 0.031 6.0
4 91.28 45 265 0.5 0.5 0 1.32 0.052 6.0
5 115.28 45 265 0.7 0.7 0 1.85 0.073 6.0
6 140.08 45 265 1.08 1.08 0 2.86 0.112 6.0
7 163.18 45 265 2.46 2.46 0 6.51 0.257 6.0
8 187.38 45 265 3.36 3.36 10 9.28 0.366 6.0

9 211.38 45 265 3.76 3.76 0 10.34 0.408 6.0 4310 5468.24
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Tablo B.7: 21 g/L baslangi¢ substrat konsantrasyonlu dogrulama deney verileri.

Kimulatif

Giin Zaman | Vs Ve Cin .CHz Vw Kumdulatif AH> pH TUYA Glikoz Biyokutle Derigimi

(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) (mmol) (mg/L) (mg/L) (g/L)
0 0 300 310 0 0 0 0 0 6.9 440 21345.6 0.15
1 20.3 290 320 0.5 0.5 40 1.8 0.071 6.1 678 18467.8 0.17
2 44.3 280 330 3.35 3.35 30 12.26 0.48 5.3 986 15465.4 0.22
3 67.55 270 340 24.16 24.16 140 117.17 4.62 4.8 1166 10368.4 0.8
4 94.05 260 350 24.16 24.16 35 125.11 4.93 4.95 1890 5453.2 1.16
5 118.4 250 360 34.17 34.17 280 264.35 10.43 4.76 2280 3246.3 1.6
6 145 240 370 36.12 36.12 80 303.88 11.99 5.2 2760 2987.5 1.85
7 168.55 230 380 36.12 36.12 20 310.60 12.25 5.43 3270 2204.6 1.92
8 189.1 220 390 36.12 36.12 5 312.07 12.31 5.3 4648 1436.7 2.12
9 212 210 400 36.12 36.12 25 320.01 12.62 55 5780 900.4 2.2
10 236.1 200 410 36.12 36.12 0 320.01 12.62 6.1 5800 490.85 2.21




6.

EK C: C/N/P/Fe oranin hidrojen liretimine olan etkisi

Tablo C. 1: 1’nolu sisenin deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve C?Hz 'CHz Vw Kimulatif Kidmulatif pH ORP Glikoz
(saat) (mL) (mL) (%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (g/L)
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.9 70 20.9
1 16.00 139 171 0 0 20 0 0 6.89
2 42.05 138 172 0.04 0.04 0 0.06 0.002 6.6
3 60.00 137 173 1 1 0 1.73 0.068 6.4
4 84.48 136 174 5.8 5.8 15 10.96 0.43 5.43 -150
5 113.53 134 176 26.03 26.03 175 92.23 3.64 5.1
6 136.17 132 178 34.52 34.52 160 163.1 6.43 5.1
7 159.24 1315 178.5 37.09 37.09 70 193.83 7.65 5.97
8 182.22 131 179 37.09 37.09 0 194.02 7.65 6.3
9 207.00 130.5 179.5 37.09 37.09 0 194.20 7.66 6.3
10 231.00 130 180 37.09 37.09 0 194.39 7.67 6.3
11 356.10 130 180 37.09 37.09 0 194.39 7.67 6.3 -362 0.872
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Tablo C. 2: 2'nolu sisenin deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve C?Hz .CHz Vw Kiumulatif Kamaulatif pH ORP Glikoz
(saat) (mL) (mL) (%) (-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (9/L)
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.9 67 20.1
1 20.55 139 171 0.06 0.06 20 0.11 0.004 6.45
2 37.00 138 172 3.06 3.06 5 5.42 0.21 5.9
3 60.47 136 174 12.88 12.88 20 25.15 0.99 5.38
4 85.02 134 176 22.82 22.82 70 58.87 2.32 5.3 -97
5 114.34 133 177 33.62 33.62 240 158.91 6.27 51
6 136.39 132 178 38.49 38.49 60 191.00 7.53 5.2
7 160.01 130 180 41.17 41.17 55 219.24 8.65 5.5
8 183.08 129 181 42.80 42.80 40 239.72 9.46 5.4 -265
9 207.40 128.5 181.5 42.80 42.80 0 239.94 9.46 6.3
10 233.22 128 182 42.80 42.80 0 240.15 9.47 6.27
11 355.30 128 182 42.80 42.80 0 240.15 9.47 6.27 -440 0.725
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Tablo C.3: 3'nolu sisenin deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve C_IHz _CHz Vw Kumdlatif Kumdlatif pH ORP Glikoz
(saat) (mL) (mL) (%) (i-1%) (mL) VHz (mL) nHz (mmol) (g/L)
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.5 76 20.7
1 20.30 139 171 0 0 20 0 0 6.3
2 39.10 138 172 2.4 24 5 4.24 0.16 5.7
3 62.57 137 173 8.9 8.9 20 17.27 0.68 5.6
4 87.15 135 175 29.09 29.09 170 102.26 4.03 4.9 -196
5 116.58 133 177 35.94 35.94 260 208.41 8.22 4.95
6 139.05 132 178 35.94 35.94 20 215.71 8.51 5.4
7 162.36 131 179 35.94 35.94 0 216.07 8.52 6.1
8 185.32 130 180 35.94 35.94 0 216.42 8.54 6.05
9 209.59 129.5 180.5 35.94 35.94 0 216.60 8.54 6.05
10 236.11 129 181 35.94 35.94 0 216.78 8.55 6.05
11 357.05 129 181 35.94 35.94 0 216.78 8.55 6.05 -453 0.622
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Tablo C. 4: 4’nolu sisenin deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve CFHz .CHz Vw Kidmulatif Kimdlatif oH ORP Glikoz

(saat) (mL) (mL) (1%) (-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (g/L)

0 0.00 140 170 0 0 0 0 6.8 66 20.9

1 18.45 139 171 0 0 0 0 0 6.7

2 37.25 138 172 0.9 0.9 20 1.54 0.06 5.9

3 61.13 137 173 3.45 3.45 0 6.14 0.24 6.2

4 85.26 135 175 5.28 5.28 5 9.41 0.37 6.12 -149

5 115.04 134 176 13.24 13.24 0 25.46 1.00 5.8

6 137.05 133 177 31.53 31.53 15 83.19 3.28 5.3

7 160.27 132 178 35.02 35.02 80 100.22 3.95 54

8 183.33 131 179 39.51 39.51 30 116.51 4.59 5.6

9 208.10 130 180 39.51 39.51 20 126.26 4.98 5.4

10 233.58 129 181 42.11 42.11 25 143.99 5.68 5.5

11 254.21 128 182 42.17 42.17 30 148.74 5.87 6.2

12 279.43 127 183 42.17 42.17 10 155.25 6.12 6.2

13 305.25 126.5 183.5 42.17 42.17 15 155.46 6.13 6.2

14 327.00 126 184 42.17 42.17 0 155.67 6.14 6.2

15 355.49 126 184 42.17 42.17 0 155.67 6.14 6.2 -460 4.83
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Tablo C. 5: 5’nolu sisenin deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve QHz .CHz Vw Kimulatif Kidmulatif oH ORP Glikoz
(saat) (mL) (mL) (%) (i-1%) (mL) VHz (mL) nHz (mmol) (g/L)
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.98 65 20.9
1 21.10 139 171 0 0 0 0 0 6.9
2 39.00 138 172 0.1 0.1 20 0.17 0.006 6.4
3 62.52 137 173 55 55 0 9.95 0.39 5.74
4 87.09 135 175 13.79 13.79 8 26.36 1.04 55 -115
5 116.50 134 176 35.04 35.04 13 158.51 6.25 51
6 138.58 133 177 37.47 37.47 270 208.12 8.21 5.48
7 162.58 132 178 38.14 38.14 120 209.69 8.27 5.7
8 185.19 131 179 38.14 38.14 0 210.07 8.29 6.3
9 209.52 130.5 179.5 38.14 38.14 0 210.26 8.29 6.3
10 236.03 130 180 38.14 38.14 0 210.45 8.30 6.3
11 357.00 130 180 38.14 38.14 0 210.45 8.30 6.3 -487 0.819
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Tablo C. 1: 6’'nolu sisenin deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve CHz CHz Vw Kamdlatif Kimdilatif pH ORP Glikoz
(saat) (mL) (mL) (i%) (i-1%) (mL) VHz (mL) nHz (mmol) (9/L)
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.9 70 20.8
1 20.05 139 171 0 0 18 0 0 6.8
2 37.40 138 172 0.1 0.1 0 0.17 0.006 6.7
3 61.30 136 174 7.48 7.48 20 14.51 0.57 5.51
4 85.36 134 176 27.89 27.89 170 97.99 3.86 4.7 -119
5 115.17 133 177 38.74 38.74 210 198.83 7.84 5.1
6 137.18 132 178 38.74 38.74 20 206.78 8.16 5.8
7 160.39 1315 178.5 38.74 38.74 0 206.97 8.16 6.1
8 183.45 131 179 38.74 38.74 0 207.17 8.17 6.1
9 208.22 130.5 179.5 38.74 38.74 0 207.36 8.18 6.1
10 232.00 130 180 38.74 38.74 0 207.55 8.19 6.1
11 356.00 130 180 38.74 38.74 0 207.55 8.19 6.3 -420 0.705
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Tablo C. 2: 7’nolu sisenin deney verileri.

Zaman

Vsivi

Ve

CH:2

Vw

Kimdalatif

Kimalatif

Gin | “caay | mu) | mu | CH20® | (10 ML) | VH:(mL) |  nHz (mmol) pH | ORP | Glikoz (g/L)
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.8 49 20.7
1 19.40 139 171 0 0 22 0 0 6.8
2 38.55 138 172 0.03 0.03 0 0.05 0.002 6.65
3 62.44 137 173 4.95 4.95 5 8.81 0.34 6.5
4 87.00 136 174 8.04 8.04 5 14.63 0.57 6.1 -112
5 116.44 134 176 28.79 28.79 190 106.02 4.18 51
6 138.48 132 178 36.57 36.57 140 171.64 6.77 5.2
7 | 16221 | 131 179 | 37.76 37.76 90 208.12 8.21 5.3
8 185.10 130 180 44.1 44.1 50 241.96 9.54 55
9 209.47 129.5 180.5 44.1 44.1 0 242.18 9.55 6.3
10 | 23551 | 129 181 441 441 0 242.40 9.56 6.3
11 | 35655 | 129 181 441 441 0 242.40 9.56 63 | -460 0.889
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Tablo C. 3: 8'nolu sisenin deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve Cin 'CHz Vw Kdmulatif Kimlatif oH ORP Glikoz
(saat) (mL) (mL) (%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (g/L)
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.7 63 20.3
1 20.35 139 171 0.03 0.03 10 0.05 0.002 6.4
2 39.25 138 172 0.4 0.4 8 0.72 0.028 6.3
3 63.15 137 173 6.58 6.58 18 12.60 0.49 5.9
4 87.25 135 175 26.03 26.03 127 79.83 3.15 4.9 -134
5 117.08 134 176 34.61 34.61 140 143.64 5.66 51
6 139.16 133 177 34.61 34.61 20 150.52 5.94 6.3
7 162.45 132 178 34.61 34.61 0 150.86 5.95 6.24
8 185.46 131 179 34.61 34.61 0 151.21 5.96 6.27
9 210.15 130.5 179.5 34.61 34.61 10 153.47 6.05 6.27
10 236.20 130 180 34.61 34.61 0 153.64 6.06 6.27
11 357.15 130 180 34.61 34.61 0 153.64 6.06 6.27 -367 0.467
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Tablo C. 4: 9'nolu sisenin deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve CHz CH: Vw Kumdlatif Kumdlatif oH ORP Glikoz
(saat) (mL) (mL) (%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (g/L)
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.9 78 20.6
1 20.50 139 171 0 0 20 0 0 6.1
2 38.25 138 172 0.04 0.04 0 0.06 0.002 5.8
3 62.14 137 173 10.91 10.91 13 20.29 0.80 5.3
4 86.12 135 175 18.49 18.49 15 36.54 1.44 5.6 -120
5 116.02 134 176 24.18 24.18 15 50.37 1.98 5.6
6 138.13 132 178 26.89 26.89 15 59.71 2.35 51
7 161.17 131.5 178.5 28.15 28.15 0 62.10 2.45 5.6
8 185.31 131 179 28.15 28.15 10 64.78 2.55 6.1
9 208.50 130.5 179.5 28.15 28.15 10 67.60 2.66 6.1
10 235.03 130 180 28.15 28.15 10 70.51 2.78 6.1
11 254.41 129 181 29.02 29.02 10 75.27 2.97 6.14
12 280.09 128 182 29.22 29.22 0 75.92 2.99 6.09
13 305.42 127 183 31.18 31.18 5 81.36 3.21 5.9
14 327.21 126 184 31.18 31.18 0 81.67 3.22 5.9
15 356.30 126 184 31.18 31.18 0 81.67 3.22 5.9 -481 7.84
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Tablo C. 5: 10’nolu sisenin deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve C?Hz .CHz Vw Kimdulatif Kimlatif pH ORP Glikoz
(saat) (mL) (mL) (1%) (i-1%) (mL) VH2 (mL) nHz (mmol) (g/L)
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.7 86 20.3
1 20.30 139 171 0 0 20 0 0 6.5
2 39.15 138 172 0.2 0.2 0 0.34 0.013 6.4
3 63.05 137 173 6.8 6.8 10 12.44 0.49 6.1
4 87.20 135 175 32.32 32.32 195 120.26 4.74 4.7 -156
5 117.03 133 177 38.5 38.5 230 220.39 8.69 5.3
6 139.10 132 178 39.1 39.1 10 225.76 8.91 5.9
7 162.40 131 179 39.1 39.1 0 226.15 8.92 6.1
8 185.41 130 180 39.1 39.1 0 226.54 8.94 6.15
9 210.04 129.5 180.5 39.1 39.1 0 226.74 8.94 6.15
10 236.15 129 181 39.1 39.1 0 226.93 8.95 6.15
11 357.1 129 181 39.1 39.1 0 226.93 8.95 6.15 -451 0.678
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Gin

Zaman
(saat)

Vsivi
(mL)

Ve
(mL)

CH2
(1%)

CH:2
(i-1%)

Vw
(mL)

Kimalatif
VH2 (mL)

Kiamuilatif
nHz (mmol)

pH

ORP

Glikoz
(g/L)

Tablo C. 11: 11’nolu sisenin deney verileri.




06

0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.4 75 20.1
1 20.45 139 171 0.06 0.06 20 0.11 0.0045 6.65

2 38.50 138 172 0.06 0.06 0 0.11 0.0045 6.15

3 62.34 137 173 1.45 1.45 0 2.52 0.099 6.1

4 86.52 136 174 2.23 2.23 0 3.89 0.15 59 -109

5 116.35 135 175 3.45 3.45 0 6.04 0.23 59

6 138.41 133 177 8.66 8.66 0 15.34 0.60 53

7 162.15 132 178 8.66 8.66 0 15.42 0.60 5.7

8 185.10 131 179 8.87 8.87 0 15.88 0.62 6.3

9 209.12 129 181 11.44 11.44 10 21.86 0.86 5.6

10 235.46 128 182 24.02 24.02 75 62.88 2.48 53

11 254.59 127 183 29.61 29.61 80 97.04 3.83 54

12 280.28 126 184 31.02 31.02 60 118.54 4.67 6.1

13 306.00 125 185 31.02 31.02 15 122.98 4.85 6.1

14 327.40 124 186 31.02 31.02 0 123.29 4.86 6.1

15 356.50 124 186 31.02 31.02 0 123.29 4.86 6.1 -482 1.025

Tablo C. 12: 12’nolu sisenin deney verileri.




T6

Giin Zaman Vsivi Ve CHz CH: Vw Kimulatif Kumulatif pH ORP Glikoz

(saat) (mL) (mL) (%) (i-1%) (mL) VHz (mL) nHz (mmol) (/L)

0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.7 91 20.8

1 20.20 139 171 0 0 15 0.0003 1.2E-05 6.5

2 39.30 138 172 1.89 1.89 5 3.27 0.12 5.7

3 63.18 136 174 11.04 11.04 42 19.46 0.76 5.8

4 87.30 135 175 19.72 19.72 50 35.07 1.38 5.3 -114

5 117.15 133 177 28.93 28.93 40 52.08 2.05 51

6 139.22 132 178 35.49 35.49 50 64.40 2.54 6.3

7 162.50 131 179 35.49 35.49 10 65.12 2.57 6.24

8 185.50 130 180 37.22 37.22 20 69.05 2.72 6.2

9 210.15 129.5 180.5 37.22 37.22 40 69.69 2.75 6.2

10 236.20 129 181 37.22 37.22 10 70.34 2.77 6.2

11 357.1 129 181 37.22 37.22 0 70.80 2.79 6.2 -462 1.24

Tablo C. 13: 13’nolu sisenin deney verileri.




c6

Giin Zaman Vsivi Ve CH CHz Vw Kumdlatif Kumdlatif oH ORP Glikoz
(saat) (mL) (mL) (i%) (i-1%) (mL) VHz (mL) nHz (mmol) (/L)
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 6.8 69 20.8
1 18.55 139 171 0 0 21 0 0 6.4
2 37.15 138 172 0.1 0.1 0 0.17 0.006 6.1
3 61.01 136 174 15.26 15.26 40 32.65 1.28 5.3
4 85.15 134 176 29.09 29.09 165 105.30 4.15 4.9 -89
5 114.49 133 177 36.43 36.43 190 187.80 7.41 54
6 136.53 132.5 177.5 37.63 37.63 20 197.63 7.80 6.2
7 160.16 132 178 37.63 37.63 0 197.82 7.80 6.1
8 183.22 131 179 37.63 37.63 0 198.20 7.82 6.14
9 207.55 130.5 179.5 37.63 37.63 0 198.39 7.82 6.14
10 233.40 130 180 37.63 37.63 0 198.58 7.83 6.14
11 355.40 130 180 37.63 37.63 0 198.58 7.83 6.30 -440 0.432




€6

Tablo C. 1: 14’nolu sisenin deney verileri.

Kimalatif

Kimalatif

Gin | (Gan | mb | O | ® | o | mb s e o | ore |
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 7.1 74 20.9
1 19.10 139 171 0 0 18 0 0 6.9
2 38.35 138 172 0 0 0 0 0 6.83
3 62.25 137 173 1.41 1.41 0 2.43 0.09 6.4
4 86.41 135 175 4,99 4,99 0 8.73 0.34 6.1 -112
5 116.16 134 176 24.75 24.75 80 63.36 2.50 53
6 138.27 133 177 33.75 33.75 140 126.78 5.00 51
7 161.55 131 179 35.27 35.27 60 151.34 5.97 54
8 184.59 130.5 179.5 36.12 36.12 20 160.27 6.32 6.1
9 209.01 130 180 36.12 36.12 20 167.22 6.59 57
10 235.25 129 181 37.58 37.58 25 179.62 7.08 6.2
11 254.53 128 182 37.58 37.58 30 190.81 7.53 6.2
12 280.23 127 183 37.58 37.58 10 194.76 7.68 6.2
13 305.54 126 184 37.58 37.58 0 195.13 7.70 6.2
14 327.35 125 185 37.58 37.58 0 195.51 7.71 6.2
15 356.40 125 185 37.58 37.58 0 195.51 7.71 6.2 -437 0.703




6

Tablo C. 2: 15'nolu sisenin deney verileri.

Giin Zaman Vsivi Ve QHz 'CHz Vw Kdmulatif Kidmulatif pH ORP Glikoz
(saat) (mL) (mL) (%) (i-1%) (mL) VHz (mL) nHz (mmol) (g9/L)
0 0.00 140 170 0 0 0 0 0 7.1 63 20.7
1 19.30 139 171 0.04 0.04 20 0.07 0.003 6.3
2 37.30 138 172 4.13 4.13 5 7.31 0.28 5.7
3 61.20 136 174 12.59 12.59 25 25.26 0.99 6.1
4 85.30 135 175 14.83 14.83 15 31.53 1.24 55 -137
5 115.10 133 177 25.34 25.34 40 60.57 2.39 51
6 137.10 132 178 32.91 32.91 60 94.04 3.71 55
7 160.33 131 179 40.78 40.78 95 147.20 5.80 5.3
8 183.39 130 180 41.21 41.21 95 187.53 7.40 5.6
9 208.18 129 181 44.27 44.27 80 228.90 9.03 5.90
10 234.04 128.5 181.5 44.41 44.41 20 238.26 9.40 5.80
11 254.30 128 182 44.41 44.41 10 242.63 9.57 6.20
12 279.48 127.5 182.5 44.41 44.41 10 247.02 9.74 6.20
13 305.31 127 183 44.41 44.41 0 247.24 9.75 6.20
14 327.05 126.5 183.5 44.41 44.41 0 247.46 9.766 6.20
15 355.55 126.5 183.5 44.41 44.41 0 247.46 9.76 6.20 -350 0.901
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