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Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yiiriitiilmesi, arastirmalarinin yapilmasi ve
bulgularinin analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet
edildigini; bu ¢caliymanin dogrudan birincil iiriinii olmayan bulgularin,
verilerin ve materyallerin bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini
ve alint1 yapilan ¢calismalara atfedildigine beyan ederim.
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OZET

BITKiSEL ATIKLARDAN BiYOHIDROJEN GAZI URETIiMi
YUKSEK LiSANS TEZi
NURTEN DIiLARA KAPLAN
PAMUKKALE UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

CEVRE MUHENDISLiGi ANABILiM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF. DR. HIDAYET ARGUN)

DENIZLi, TEMMUZ- 2022

Fosil yakit kullanimi, ¢agimizin en 6nemli sorunlar1 olarak kabul edilen
kiiresel 1sinma ve iklim degisikliginin tetikleyici faktorlerinden biri olan sera
gazlarmin kontrolsiiz salinimina sebep olmaktadir. Bu sebeple, yenilenebilir enerji
kaynaklarinin 6nemi giin gegtikge artmaktadir. Bu ¢alisma kapsaminda, ayrik otu
kokii ve meyan kokiiniin karanlik fermantasyon yontemi ile biyohidrojen iiretim
potansiyeli degerlendirilmis ve deneysel ¢alismalarda kullanilacak olan bitkisel
atiga karar verilmistir. Buna gore ayrik otu kokiinlin daha verimli biyohidrojen
iiretim potansiyeline sahip oldugu goriilmiis ve ¢alismalara ayrik otu kokii ile
devam edilmistir. As1 kiiltiirli olarak orman atiklar1 ve evsel atiklardan olusturulan
kompost  kullanilmigtir.  Biyohidrojen {iretimi i¢in en uygun substrat
konsantrasyonlar1 karisim degerleri, Box-Wilson istatistiksel deneysel tasarim
modeli kullanilarak belirlenmis ve hesaplamalar IBM SPSS (deneme siiriimii) ile
yapilmigtir. Bu kapsamda en uygun hidrojen iiretim kosullarmi saglamak igin
amonyum kloriir ve ayrik otu yapraginin ayrik otu kokii ile harmanlanmasi
gereken konsantrasyon karisim degerleri belirlenmistir. 125 g/L ayrik otu kokii ve
14,875 g/L ayrik otu yapragi kullanilmasinin en uygun hidrojen {iretimini
sagladig1 sonucuna varilmis ve bu nokta icin ii¢ tekrarli verifikasyon deneyleri
yapilmistir. Verifikasyon deney sonuglari ile modelin tahmin etti§i sonuclar
sirastyla Ho verimi, H» iiretim hiz1 ve toplam ugucu yag asidi iiretim verimi i¢in
%92,3, %67,7 ve %92 oraninda benzer ¢ikmustir.

ANAHTAR KELIMELER:Ayrik otu kokii, biyohidrojen, Box-Wilson, karanlik
fermantasyon, meyan kokii.



ABSTRACT

BIOHYDROGEN GAS PRODUCTION FROM PLANT WASTES
MSC THESIS
NURTEN DiLARA KAPLAN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

ENVIRONMENTAL ENGINEERING
(SUPERVISOR:PROF. DR. HIDAYET ARGUN)
DENIZLI, JULY 2022

The use of fossil fuels causes the uncontrolled release of greenhouse gases,
which are one of the triggering factors of global warming and climate change,
which are considered to be one of the most important problems of our age. For
this reason, the importance of renewable energy sources is increasing day to day.
Within the scope of this study, biohydrogen production potential from couch grass
and licorice rhizomes was evaluated by dark fermentation and the substrate to be
used was determined. As a result of the experimental studies, it was seen that
hydrogen production from couch grass rhizome was more efficient and therefore
studies were continued with this biomass. A compost of domestic and forest
wastes was used as inoculum culture. Most convenient substrate concentration
blends for biohydrogen production were determined using the Box-Wilson
statistical experiment design and calculations were done with IBM SPSS (trial
version). In this context, concentrations of ammonium chloride and couch grass
leaf to be blended with couch grass rhizome resulting most suitable hydrogen gas
production were determined, accordingly. It was found that the use of 125 g/L
couch grass rhizome and 14,875 g/L couch grass leaf provided the most
convenient hydrogen production, and for this point triplicate verification
experiments were performed. The results of the verification experiments and the
results predicted by the model for H» yield, H> production rate, and total volatile
fatty acid production yield had a similarity of 92.3%, 67.7%, and 92%,
respectively.

KEYWORDS:Biohydrogen, Box-Wilson, couch grass root, dark fermentation,
licorice root.
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1. GIRIS

1.1 Tezin Amaci
Bu tezin li¢ asamada gerceklestirilmesi 6ngoriilmiustiir.

Ilk asama atik tiiriine karar verilmesidir ve asamanin amaci hidrojen iiretimi
icin en uygun atik tiirlinlin tespit edilebilmesi olmustur. Bunun i¢in iki adet bitkisel
atik belirlenmis, her iki atik 1 saat kaynatma islemine tabi tutulan anaerobik kiiltiir
ile asilanmis ve hidrojen iiretim deneyleri yapilmistir. Bu deneyler sonucunda
hidrojen {iiretim performansinin daha i1yi oldugu atik belirlenerek calismalara bu atik
iizerinden devam edilmistir. S6z konusu potansiyel atiklar laboratuvara getirildikten
sonra iizerindeki yabanci maddeler uzaklastirilmis ve 40-55°C sicakliktaki etiivde
kurutulduktan sonra degirmende toz haline getirilmistir. Tiim deneylerde ayni
ozellikteki atigin kullanilabilmesi i¢in yeterli miktarda atik temin edilip 6giitilmiis

ve bu homojen, kuru toz atik buzdolabinda kavanozlarda saklanmaistir.

Ikinci asama as1 kiiltiiriine karar verilmesi olmustur. Ilk asamada belirlenen
bitkisel atik, farkli anaerobik as1 kiiltiirii ile asilanarak en uygun konsorsiyuma karar
verilmistir. Bunun i¢in hidrojen iiretim potansiyeli oldugunu diisiindiigiimiiz farkl
anaerobik karisik as1 kiiltiirleri kullanilmistir. Hidrojen iiretme kabiliyetindeki bu tiir
mikroorganizmalarin temini kolay olmakla birlikte, karisik kiiltiir igcerisinde hidrojen
tilketimine neden olabilecek metanojenik aktivitenin bertaraf edilmesi amaciyla
kiiltiir asilama Oncesinde 1 saat kaynatma islemine tabi tutulmus ve melas {lizerinde
37°C'de yaklasik 20 saat biiyiitiildiikten sonra bitkisel atik karisimina caligma
hacminin yiizde 5-10'u mertebesinde ilave edilmistir. Biiylitme ortamina melas
disinda C/N/P oranmm1 100/2/0.5 oranina ayarlayabilmek i¢in amonyum siilfat ve
potasyum hidrojen fosfat ilave edilmistir. Tiim fermantasyon deneyleri, sizdirmaz
boro-silikat cam siselerde yapilmis ve anaerobik kosullarin saglanabilmesi i¢in gaz

fazindan Argon gazi gecirilirken, sivi faza 100 mg/L L-cysteine.HCI ilave edilmistir.



Takip eden deneyler, hidrojen iiretim performansi en yiliksek olan as1 kiiltiirii

iizerinden yapilmigstir.

Son asama H» iiretimi i¢in uygun substrat kompozisyonunun belirlenmesi
olmustur. Bunun i¢in iki degiskenli Box-Wilson istatistiksel deney tasariminin
kullanilmasi diistintilmiistiir. Degiskenlerden ilki baglangi¢ substrat konsantrasyonu
olurken digeri atik kompozisyonuna bagli olarak ilave edilmesi kimyasal veya
potansiyel atik konsantrasyonu (azot veya fosfor iceren potansiyel bir atik) olmustur.
Bu asamadaki esas amag segilen bitkisel atik konsantrasyonunu hangi atik veya tuz
ile harmanlayayim ki H: iiretimi i¢in uygun niitrient sartlar1 saglanmis olsun.
Ornegin degiskenlerden birisi baslangic substrat konsantrasyonu iken, digeri
amonyum kloriir (NH4Cl) konsantrasyonu veya degiskenlerden ilki bagslangic
substrat konsantrasyonu iken digeri ilave edilmesi gereken potansiyel atik
konsantrasyonunu olusturmustur. Amag¢ fonksiyonu olarak H» iiretim verimi, H»
iretim hiz1 ve TUYA verimleri deney performansinin takip edilmesinde kullanilmis
ve en ideal Hy iiretim performansinin oldugu kosullar tespit edilmistir. iki parametreli
Box-Wilson deney tasariminda dort faktoriyel ve dort aksiyal deney noktasi
olmasinin yaninda {i¢ tekrarli merkez nokta bulunmakta ve toplam deney sayis1 11
olmaktadir. Box-Wilson deney noktalarinda incelenen degiskenlerin haricindeki tiim
kosullar (ilave edilen as1 miktari, baslangi¢ deney hacmi, baslangic pH degeri vb.)
ayni tutulmustur. Tiim deneyler as1 biiyiitiilmesi konusunda belirtildigi gibi boro-
silikat cam siselerde anaerobik kosullarda gerceklestirilmistir. Bu sayede ilgili
atiktan ideal H; iiretim kosullarindan iki tanesinin daha belirlenmesi islemi
gergeklestirilmistir.

Ozetle bu tez ¢aligmasinda karanlik fermantasyon igin en uygun bitkisel atik,
ast kiltiirii ve biyohidrojen gazi iiretim veriminin en uygun oldugu substrat
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Tez ¢alismasinda secilen bitkisel atiklarin,
literatlirde daha 6nce biyohidrojen iiretiminde kullanilmamis bitkisel atiklar olmasi

tercih edilmistir.



1.2 Tezin Konusu ve Literatiir Bilgisi

1.2.1 Genel Bilgiler

Insanoglunun neolitik ¢ag ile yerlesik diizene ge¢gmesinden bu yana enerjiye
olan gereksinim giin gectikce artis gostermektedir. Tarimsal devrim sonrasinda
insanlarin yerlesik diizene ge¢mesi insanligin yasadig1 ¢cevreyi degistirebilmesine ve
doga iizerinde belirli bir hakimiyet giiciiniin olusmasma imkan saglamistir. Insan
topluluklarinin yasam diizeylerinin yiikselmesi, niifusun hizli bir sekilde artmasi ve
artan niifusun artan gereksinimlerini karsilayabilmesi, sanayi devrimini beraberinde
getirmis ve bu devrim ile tiim diinyada enerjiye olan gereksinim devasa bir boyuta

ulagmistir (Praptyana ve Budiyono, 2022).

Icerisinde bulundugumuz bilisim c¢aginda insan niifusu yaklasik olarak 8
milyara ulasmisken enerji kaynagi olarak hala biiyilkk oranda fosil yakitlar
kullanilmaktadir (2022 World Population by Country, n.d.; Cheng ve dig. 2022).
Fosil yakitlar temelde O6lii organizmalarin oksijensiz kosullarda milyonlarca yil
boyunca doniisiimii sonucunda olusmaktadir. Dolayisiyla olusumu milyonlarca yil
alan fosil yakitlarin yenilenemeyen bir enerji kaynagi oldugu sdylenebilir (Cheng ve
dig. 2022).Yiiksek oranda karbon ve organik madde icerigi nedeniyle fosil yakitlarin
enerji liretimi amaciyla kullanimi, giiniimiiziin en énemli kiiresel sorunlarindan biri
olan kiiresel 1sinma ve iklim degisikliginin tetikleyici faktorleri olan sera gazlarinin

kontrolsiiz salinimlaria sebep olmaktadir (Cheng ve dig. 2022; Soares ve dig. 2020)

Kiiresel 1sinma, diinyanin iklim sisteminde degisikliklere sebep olarak hava
olaylarinin ve dogal afetlerin siddetinin, sikliginin ve etki siiresinin artmasina neden
olmaktadir (Zhao ve dig. 2022). Bu durum kisa ve uzun vadede tiim canli yasamin
olumsuz yénde etkilemektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), iklim degisikliginin yilda
en az ek 150.000 oliime neden oldugunu sdylemektedir. 2030 ile 2050 yillar1 arasinda,
asir1 hava olaylar1 nedeniyle tarimsal verimliligin glinden giine azalacagi, dogal
afetlerin neden oldugu erken oliimlerin sayisinda artis gozlemlenecegi, patojenlerin
asirt ¢cogalmasi sonucu bulasic1 hastalik faktorlerinin artacagir ve tiim bu etkiler
sonucunda bu saymin ek 250.000’lere varacagi tahmin edilmektedir (Kasotia, 2007).

Ayn1 zamanda atmosfer sicakligmin kontrolsiiz artist diinya iizerinde yasayan



milyonlarca canli tiiriiniin yasamini tehdit etmektedir. Glinlimiizde kutuplardaki
buzullarin erimesinden dolay1 daha simdiden bir¢ok canli, nesli tiikkenme tehlikesi ile
karst karstya kalmigtir. Tim bu durumlar degerlendirildiginde sera gazi
emisyonlarini arttiran yakitlarin acilen terk edilip yesil enerji olarak adlandirilan

yenilenebilir enerji kaynaklarina yonelinmesi gerekmektedir (Cheng ve dig. 2022).

1.2.2 Hidrojen

Hidrojen, yeryiiziinde bolca bulunan bir elementtir. 122 kJ/g’lik enerji icerigine
sahip olan hidrojen gaz1 gelecegin yakit1 olarak kabul edilmektedir. (Argun ve dig.
2009). 1 numaral esitlikte goriilecegi lizere hidrojenin yakilmasiyla yalnizca enerji
ve su buhari agiga cikar. Sera gazi emisyonlarini olusturmamasi sebebiyle insan ve
cevre sagligina karsi herhangi bir tehdit olusturmaz. Bu nedenle fosil yakitlarin

yerini alabilecek temiz ve yenilenebilir bir enerjidir (Argun ve dig. 2009).
Ha+ %Oz — H,0 (g + Enerji (1.1)

Hidrojen komiir, dogal gaz vb. fosil yakitlardan termokimyasal ve
elektrokimyasal yontemlerle elde edilebilecegi gibi biyokiitle, riizgar, giines, su vb.
gibi yenilenebilir kaynaklardan da elde edilmektedir. Diinya hidrojen iiretiminin
%50s1 buhar metan reformu ile dogal gazdan, %30 u petrol iirlinlerinden, %18 i
komiiriin gazlagtirllmasindan ve geri kalan %2 si ise suyun elektroliziyle elde
edilmektedir (Soares ve dig. 2020). Fosil yakit bazl iirlinler ile {iretilen hidrojen
yenilenebilir bir enerji kaynagi olmaktan ¢ikar ve atmosfere sera gazlarinin
salinimina sebep olur. Suyun elektrolizi yontemi ile hidrojen tiretimi tiim teknolojiler
arasinda en temizi olsa da yiiksek miktarda enerji sarfiyati gerektirdiginden ticari
uygulamast smirlidir(Cheng ve dig. 2022). Goriildigii tizere hidrojen giliniimiizde
yiiksek enerji sarfiyatt gerektiren ve doga dostu olmayan fosil yakitlardan elde
edilmektedir (Soares ve dig. 2020). Hidrojenin biyolojik prosesler ile iiretimi ise,
diistik sicaklik ve atmosferik basingta meydana gelmesi ve doga dostu yontemler
olmalar1 nedeniyle diger hidrojen {iretim yoOntemlerine gore Onemli avantajlara
sahiptir ~ (Soares ve dig. 2020). Zirai atiklar, yeme-igme  enddistrisi
atiklari, kanalizasyon camuru ve atik sular gibi organik atiklar, biyohidrojen

tretimi i¢in  olduk¢a yaygin kullanilmaktadir. Bu biyoatiklarin enerji iiretimi
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amaciyla kullanilmasi, ¢evre kirliliginin Oniine gecilmesi ve siirdiiriilebilirligin
saglanabilmesinde 6nemli bir rol oynar. Diger hidrojen iiretim yontemlerinde oldugu
gibi enerji elde edilebilmesi icin yiiksek enerji sarfiyatina sebep olmamasi, dogaya ve
insan sagligina zararli emisyonlar olugturmamasi ve tiim bunlar ile birlikte bir atigin
yararlt bir bigimde kullanilmast hem g¢evresel kirliligin 6nlemesinde hem de
stirdiiriilebilir ekonomik kalkinmanin saglanmasinda kilit bir rol oynar. Dolayisiyla
biyohidrojen iiretim proseslerinin kiiresel 1sinma ve iklim degisikligi basta olmak
iizere, atiklarin dogru yonetimi , ¢evresel kirliligin azaltilmas1 ve temiz yenilenebilir
enerji eldesi sorunlarina ¢6ziim niteligi tagtyan bir strateji oldugu sdylenebilir (Cheng

ve dig. 2022; Sharma ve dig. 2020).

1.2.3 Biyohidrojen Uretim Prosesleri

Literatiirde yer alan biyolojik hidrojen iiretim prosesleri, biyofotoliz, foto-

fermantasyon, hibrit sistem ve karanlik fermantasyon olarak siniflandirilabilir.

1.2.3.1 Biyofotoliz Yontemi

Biyofotoliz, dogrudan biyofotoliz ve dolayli biyofotoliz olarak ikiye
ayrilmistir (Javed ve dig. 2022). Dogrudan biyofotolizde su molekiilleri, fotosentetik
mikroalgal tiirler ve bazi1 spesifik tek hiicreli siyanobakteriler tarafindan 1sik
enerjisinin varliginda fotosentez sirasinda dogal olarak ayristirilir (Hallenbeck ve
Benemann, 2002; Javed ve dig. 2022). Dogrudan biyofotolizi gergeklestiren
mikroorganizmalar fotosentez sirasinda gelisen O2'ye duyarli oldugundan, H; iiretimi
siurlt bir siire i¢in gergeklesmektedir (Javed ve dig. 2022). Dolayli biyofotoliz ise
aydinlik ve karanlik dongii olmak {izere iki asamada gerceklesir. Temel olarak ilk
asama olan 151k dongilisiinde mikroalgler ve siyanobakteriler farkli enzimleri
kullanarak benzer sekilde fotosentez yoluyla karbonhidrat ve oksijen iiretirler. Ikinci
asama olan karanlik dongiide ise bu organik maddeleri hidrojenaz enzimi katalizinde
¢cozlinlir metabolitlere, H» ve CO2’ye donistiiriirler. Biyofotoliz ydntemlerinde
oksijenin hidrojenaz enzimi iizerinde inhibisyona neden olmasi prosesi olumsuz

etkilemektedir (Geng, 2009; Hallenbeck ve Benemann, 2002; Javed ve dig. 2022).
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1.2.3.2 Foto-fermantasyon Yontemi

Foto-fermantasyon yonteminde, fakiiltatif mor kiikiirtsiiz bakteriler,
nitrojenaz enzimlerinin yardimiyla atik organikleri CO2 ve H>‘ye dontistiirler (Argun
ve Kargi, 2011; Cheng ve dig. 2022). Gibbs serbest enerjisinin pozitif olmasindan
dolay1 foto-fermantasyon prosesi kendiliginden gerceklesmez ve gergeklesebilmesi
icin gilines enerjisine veya baska bir 151k kaynagina ihtiya¢ vardir(Argun ve Kargi,
2010, 2011; Chen ve dig. 2010). Bu yontemde substrat olarak ucucu yag asitleri
(UYA) bakimindan zengin karanlik fermantasyon atik sulari, ¢esitli organik atiklar,
gida isleme ve tarimsal atiklar kullanilabilir (Argun ve dig. 2008; Cheng ve dig.
2022). Teorik olarak, organik bilesikler foto-fermantasyon yontemiyle neredeyse
tamamen biyohidrojene doniistiiriilebilmektedir. Ancak bu tahminler genellikle
organik substratin enerji icerigini goz ardi eder (Bharathiraja ve dig. 2016;
Hallenbeck ve Benemann, 2002). Bu nedenle karanlik fermentasyona gore daha
yliksek substrat doniisiim verimliligi ve dolayisiyla daha verimli bir biyohidrojen
iretiminin s6z konusu oldugu ileri siiriilse de ideal 151k kosullarinda elde edilen
fotosentetik verimler daha diisiiktiir. (Cheng ve dig. 2022; Hallenbeck ve Benemann,
2002). Organik asitlerin kullanilabilirligi, nitrojenaz enziminin proses i¢in yavaslatici
olmasi, prosesin yliksek kalitede enerji gerektirmesi, hidrojenin oksidasyonunun
gerekli olmasi ve pH, sicaklik, hidrolik alikonma siiresi gibi isletim sartlaria karsi
cok hassas olmasi foto-fermantasyon yontemini isletilmesi zor ve maliyetli bir proses
haline getirmektedir (Argun ve dig. 2008; Cheng ve dig. 2022; Ozmih¢1 ve Kargi,
2010).

1.2.3.3 Karanhk Fermantasyon Yontemi

Karanlik fermantasyon temel olarak herhangi bir 151tk kaynagina ihtiyag
duyulmaksizin, karbonhidrat¢a zengin substratlarin zorunlu veya fakiiltatif anaerobik
fermentatif bakteriler tarafindan H», CO,, biitirat, asetat ve etanol gibi UYA’lara
doniistirtildiigi  bir  prosestir.  Biyohidrojen = gazinin  iiretimi  anaerobik
metabolizmanin asidojenik asamasinda gerceklesmektedir (Argun ve Kargi, 2011;
Ren ve dig. 2022). Karanlik fermantasyonda yaygin olarak kullanilan kiiltiirler; spor

olusturan Clostridium tiirleri, fakiiltatif Enterobacter sp, Bacillus sp, bazi termofilik
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bakteriler ve anaerobik asidojenik ¢camur olarak siralanabilir (Argun ve Kargi, 2011).
Karanlik fermantasyonda molekiiler H: iiretimini katalizleyen baslica enzim
hidrojenaz enzimidir (Argun ve Kargi, 2011). Fermantasyon reaksiyonlari, kullanilan
bakteriye bagli olarak mezofilik (25-40 °C), termofilik (40-65 °C), veya
hipertermofilik (>80 °C) sicakliklarda caligtirilabilmekle birlikte genel olarak daha
az enerji gerektirdigi icin mezofilik sicakliklar tercih edilmektedir (Argun ve Kargi,

2011; Bharathiraja ve dig. 2016).

Teorik olarak 1 mol glikozun karanlik fermantasyonundan 4 mol H: agiga
cikmaktadir. Burada olusan tek UYA’nin asetik asit oldugu goz ardi edilmemelidir

(Argun ve Kargi, 2011). (Est. (1.2)).
Cs Hi2 Os +2 H2O — 2 CH3COOH + 4 H, +2 CO2 (AG °=-206kJ) (1.2)

Bu reaksiyonda serbest Gibbs enerjisinin negatif olmasi (AG° = —206 klJ)
reaksiyonun herhangi bir dis enerjiye ihtiyag duymaksizin kendiliginden

gerceklestiginin bir gostergesidir (Argun ve Kargi, 2011).

Biitirat son iirliin oldugunda teorik olarak mol glikoz basmma 2 mol H» agiga
cikmaktadir (Argun ve Kargi, 2011; Bharathiraja ve dig. 2016). Son iiriin olarak hem
asetik asitler hem de biitirik asitler olustugunda ise teorik olarak mol glikoz basina
2,5 mol H> agiga c¢iktig1 bilinmektedir (Argun ve Kargi, 2011). Bu proseste
biyohidrojen iiretimi i¢in kullanilan organizmalar substrat kaynagi, as1 kaynagi ve
pH, sicaklik, hidrolik alikonma siiresi, gaz kismi basinci gibi isletim parametrelerine
kars1 hassas olduklarindan olusan son iiriinler ve dolayisiyla elde edilen verim biiyiik
oranda gelisim gosterdikleri ¢evresel kosullara gore sekillenir (Bharathiraja ve dig..,

2016; Soares ve dig.., 2020).

Fermantasyon isleminde susbstrat se¢cimi ¢ok Onemlidir. Substrat se¢imi
fermantasyon maliyetinin %60’1na karsilik gelebilmektedir. Fermantasyon igleminde
saf kimyasallar yerine biyolojik olarak bozulabilir atiklar degerlendirilebilmektedir
(Argun ve Kargi, 2011; Giiler Sentiirk ve Biiyilikgiingdr, 2010). Saf sekerlere (glikoz,
ksiloz, laktoz, galaktoz, siikroz) ek olarak, odunsu seliilozik biyokiitle, gida atiklari,
evsel kati atik, endiistriyel atik su ve gliserol, karanlik fermantasyonda kullanilan
bazi hammaddelerdir(Argun ve Kargi, 2011). Bunlarin arasinda, lignoseliilozik

biyokiitleler dogada en bol iiretilen biyopolimerlerdir ve yliksek karbonhidrat icerigi



ile biyohidrojen tiiretiminde biiylik bir potansiyel sunar. 2014 yilinda yapilan
calismada tahmini yillik lignoseliilozik biyokiitle liretiminin diinyada 200 milyar
tonun {izerinde oldugu belirtilmigtir. Bu 06zelliklerinin yani sira yenilenebilir ve
diistik fiyatta mevcut olmasi nedeniyle de ilgi ¢ekici bir kaynaktir (Nasirian ve dig.
2011). Bitki biyokiitlesinin ana bileseni lignoselillozdur. Lignoseliilozik biyokiitle,
%1-46 seliiloz, %6-42 hemiseliilloz ve%1-40 lignin icerir (Muharja ve dig. 2018).
Lignin; karmasik, hidrofobik bir polimerdir ve ¢apraz bagli fenolik monomerlerden
olusur. Karmagik yapisi nedeniyle bu biyopolimerlerin anaerobik mikroorganizmalar
tarafindan fermente edilmesi zordur. Bu nedenle biyohidrojen tiretimi i¢in, lignini
cikarmak ve karma karbonhidratlart monomerlerine hidrolize etmek gerekir
(Sawatdeenarunat ve dig. 2015). Bu nedenle literatiir calismalarinda genel olarak
lignini ¢ikarmak ve karma karbonhidratlari monomerlerine ayirmak i¢in 6giitme,
kesme, asit ve alkali ile muamele, oksidatif 6n islem, mikrodalga uygulamasi,
karbondioksit patlamasi gibi fiziksel, kimyasal ve termo-kimyasal 6n islemler

uygulandigi bilinmektedir.

Karanlik fermantasyonda substrat se¢imi kadar 6nemli bir diger unsur ise asi
kiiltliriiniin se¢imidir. Eger karanlik fermantasyonda kullanilacak olan as1 kiiltiirii saf
degil ise hidrojen tiikketen organizmalar biyohidrojen verimlerini olumsuz yonde
etkileyecektir. Bu nedenle metanojen, homoasetojen gibi hidrojen tiiketen
organizmalar as1 kiltiirinden wuzaklastirilmalidir. Literatiirde homoasetojen ve
metanojen gibi hidrojen tiiketen organizmalar genel olarak diisiik pH kosullarinda
kaynatma, ag1 ortamina kloroform ilavesi gibi yontemlerden faydalanilarak ortamdan

elimine edilmektedir (Argun ve Kargi, 2011).

1.2.4 Literatiirde Yapilmis Olan Calismalar

Asagida farkli bitkisel atiklarin  karanlik fermantasyon yontemi ile

biyohidrojen iiretim verilerini gosteren bazi literatiir ¢aligsmalar1 6zetlenmistir.

Wang ve dig. (2010) yaptiklar1 ¢aligmada, lignoseliilozik substrat olarak misir
sap1 kullanilmis ve bu bitkisel atik fiziksel (6gtlitme), kimyasal (agirlik¢a 9%0,2 — 1,2
HCI) ve biyolojik (enzimatik hidroliz) 6n islemlerine tabi tutulmustur. As1 kiiltiirii

olarak dogal bir nehirden alinan anaerobik ¢amur kullanilmis olup, metanojenler ile
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patojenlerin biyoaktivitesini engellemek ve anaerobik spor olusturan hidrojen iireten
bakterilerin ortamda baskin hale gelebilmesi i¢in 100°C’de kaynatilmistir. Daha
sonra 36°C’de karanlik fermantasyon yontemi gergeklestirilerek 126,22 mL H> / g
biyokiitle kiimiilatif biyohidrojen verimi elde edilmistir (Wang ve dig. 2010).

Zhang ve dig. (2015) yaptiklar1 calismada, lignoseliilozik substrat olarak
misir kepegi kalintis1 kullanilmis olup, fiziksel (6glitme) ve kimyasal (55°C’de 48
saat 10 g/L Kire¢ camuru) 6n islemlere tabi tutulmustur. As1 kiiltiiri olarak kentsel
attk su aritma tesisinden ¢ikan c¢amur kullanilmistir. Termofilik karanlik
fermantasyon islemi sonucunda maksimum hidrojen verimi 338,91 ml H> / g ugucu

kat1 olarak bulunmustur (Zhang ve dig. 2015).

Azman ve dig. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, lignoseliilozik substrat olarak
yagdan aridirilmis piring kepegi kullanilmis ve kimyasal asit hidrolizi (18 M H2SO4
%1 h/h) 6n islemine tabi tutulmustur. Asi1 olarak Clostridium acetobutylicum
kullanilmis olup belirlenen optimum kosullarda (35,2°C, pH=5,5 Inokulum miktar1 =
%11,2) karanlik fermantasyon yontemi ile 572,5 mL kiimiilatif hidrojen hacmi elde

edilmistir (Azman ve dig. 2016).

Sen ve dig. (2016) yilinda yaptiklar1 calismada, lignoseliilozik substrat olarak
piring samani kullanilmis olup, fiziksel (6g8iitme), kimyasal (asit hidrolizi (HCI)
121°C’de) ve biyolojik (enzimatik hidroliz) 6n islemlere tabi tutulmustur. As1 kiltiirt
olarak bambu parkindan toplanan ¢amur kullanilmis ve hidrojen tiiketen bakterilerin
eliminasyonunu saglamak amaciyla bir saat boyunca 95-100°C sicakliklarinda
kaynatilmistir. Camurdan elde edilen karisik kiiltiir as1 olarak kullanilmadan 6nce
anaerobik kosullar altinda Clostridia ortaminda 24 saat boyunca 37°C’de
giiclendirilmistir. 20 g/L piring samaninin 37°C’de karanlik fermantasyonuyla

maksimum hidrojen tiretimi 771 mL H> / L olarak bulunmustur (Sen ve dig. 2016).

Eker ve Sarp (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada, lignoseliilozik substrat
olarak atik kagit kullanilmis olup, fiziksel (6gilitme) ve kimyasal (asit hidrolizi HoSO4
121°C’de 90 dakika boyunca) on islemlere tabi tutulmustur. Asi kiiltiirii olarak
ekmek mayas1 ireten bir sirketin aritma tesisinden ¢ikan anaerobik c¢amur
kullanilmis ve metanojen bakterilerin eliminasyonunu saglamak amaciyla as1

100°C’de 2 saat boyunca pH=5,9 kosullarinda kaynatilmistir. Karanlik fermantasyon
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sonrasinda elde edilen en yiiksek biyohidrojen verimi 139,97 mL H> / g seker olarak

bulunmustur (Eker ve Sarp, 2017).

Lopez ve dig. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada, lignoseliilozik substrat
olarak bugday samani kullanilmis olup, fiziksel (6giitme), kimyasal (asit hidrolizi) 6n
islemlerine tabi tutulmustur. Asi kiiltiiri olarak Escherichia coli kullanilmistir.
Karanlik fermantasyon ile maksimum hidrojen tiretimi 269,2 mL H> / g toplam

indirgen seker olarak bulunmustur (Lopez-Hidalgo ve dig. 2017).

Q1 ve dig. (2018) tarafindan yapilan calismada, lignoseliilozik substrat olarak
yerfistig1 kabugu kullanilmis olup, fiziksel (6giitme) On isleme tabi tutulmustur. Asi
kiiltlirii olarak Clostridium guangxiense kullanilmistir. Kiiltiir ortam1 121°C’de 15
dakika boyunca sterilize edilmistir. Karbon kaynagi olarak glikoz ve yerfistigi
kabugu kullanilan ¢alismada 35°C’de karanlik fermantasyon sonrasinda elde edilen
maksimum hidrojen iiretimi pH = 6,5 %4 as1 oram1 kosullarinda, 39,9 ml H>/ g

substrat (glikoz + yerfistig1 kabugu) olarak bulunmustur (Qi ve dig. 2018).

Silva ve dig. (2018) tarafindan yapilan calismada, lignoseliillozik substrat
olarak kaju elma kiispesi kullanilmis olup, alkalin hidrojen peroksit ile 6n isleme tabi
tutulmustur. Asi kiltiirii olarak Clostridium roseum kullanilmistir. 37°C’de karanlik
fermantasyon sonrasinda 0,08-1,89 mL H»/ g biyokiitle aralifinda biyohidrojen gazi

iiretim verimi elde edilmistir(Silva ve dig. 2018).

Karaosmanoglu Gorge¢ ve Karapmar (2019) tarafindan yapilan ¢alismada,
lignoseliilozik substrat olarak bugday tozu kullanilmis olup fiziksel (6giitme) ve
kimyasal (asit hidrolizi H>SO4 90°C’de 15 dakika) 6n isleme tabi tutulmustur. Asi
kiiltiiri olarak Pakmaya sirketinin aritma tesisinden alinan anaerobik c¢amur
kullanilmigtir. Konsantre as1 kiiltiiri damitilmis su ile yar1 yariya seyreltilerek
icerigindeki hidrojen tiiketen organizmalarin eliminasyonu i¢in 5 saat boyunca
100°C’de  kaynatilmigtir. 20 g/l bugday tozunun 37°C’deki karanlik
fermantasyonundan elde edilen maksimum hidrojen tiretim verimi 646 mL H>/ g

toplam kati1 madde olarak bulunmustur (Karaosmanoglu Gorge¢ ve Karapinar, 2019).

Tosuner ve dig. (2019) tarafindan yapilan ¢aligmada, lignoseliilozik substrat

olarak pirin¢ kabugu kullanilmis olup fiziksel (68iitme) 6n islemine tabi tutulmustur.
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As1 olarak Clostridium termitidis ATCC-21846 ve Clostridium intestinale ATCC-
BAA 1027 kullanilmigtir. Fermantasyon isleminden dnce as1 kiiltiirleri 37°C’de 1-7
giin siireyle besi ortaminda yetistirilmis, ardindan 5:1 ortak kiiltiir oraninda olacak
sekilde asilanmistir. 37°C’de karanlik fermantasyondan sonra elde edilen hidrojen
iretim verimi 5,59 mL H»/ g piring kabugu olarak bulunmustur (Tosuner ve dig.

2019).

Praptyana ve Budiyono (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, lignoseliilozik
substrat olarak maun agacindan elde edilen odun tozu kullanilmis olup fiziksel
(6gilitme), ozon ile 6n islem ve kimyasal asit hidrolizi (0,35 M H2SO4 121°C, 2 atm
basingta 20 dakika boyunca) on islemlerine tabi tutulmustur. As1 kiiltiirii olarak
Enterobacter aerogenes susu ATCC 13.048 kullamilmistir. As1 kiiltiirii oda
sicakliginda 24 saat boyunca koyun kanli agar plakalarinda inkiibe edilmistir. Daha
sonra bir besi ortami hazirlanmis 37°C’de 17 mL 6n kiiltiir igeren ortam 9 saat
boyunca 120 devir/dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra maun agaci hidrolizat1 ve 6n
kiiltiir ortaminin 37°C’de karanlik fermantasyonu sonucunda elde edilen maksimum
hidrojen iretimi pH 11'de 45 dakika boyunca ozon ile 6n isleme tabi tutulan
kosullarda gerceklesmis olup 84 mL H» / g toplam kati olarak tespit edilmistir
(Praptyana ve Budiyono, 2022).

Yukarida da belirtildigi iizere literatiir arastirmasi kapsaminda ornek olarak
gosterilen piring, misir, bugday, fistik, odun tozu ve kagit gibi iirlinlerin iiretimi
iilkemizde olduk¢a yaygin olarak yapilmakta ve oldukca da yaygin tiiketilmektedir.
Ulkemizde iiretimi ve tiiketimi yaygin olarak yapilan iiriinlerden ag1ga ¢ikan bitkisel
atiklarin orneklerini arttirmak ve gesitlendirmek miimkiindiir. Dolayisiyla da oldukca
cesitli bitkisel atigin biyohidrojen iiretimi amaciyla kullanimi biiyiik bir potansiyel

olusturmaktadir.

Bilimsel ad1 Elymus repens olan ayrik otu bugdaygiller (Poaceae) familyasinin
iiyesi  olan c¢ok yillik bir bitkidir. Anavatan1 Avrupa olarak belirtilmektedir. Cok
hizl1 yayilim gostermesi ve bogucu kokleri nedeniyle tarimsal alanda istilact bir tiir
olarak goriilmektedir. Genel olarak hayvan yemi ve erozyon kontrolii amaciyla
kullanilmaktadir. Yiiksek protein ve nisasta igerigi nedeniyle 2. Diinya savasindaki
kitlikta un haline getirilip besin olarak tiiketildigi bilinmektedir (Petruzzello, 2022).

Ayrik otu kokiiniin lignoseliilozik yapisi ve igeriginde yliksek oranda protein ve
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nigasta bulundurmasi sebebiyle biyohidrojen iiretiminde kullanimi bir potansiyel

teskil etmektedir.

Bilimsel adi Glycyrrhiza glabra olan meyan ise baklagiller (Fabaceae)
familyasina ait olan ¢ok yillik bir bitkidir. Anavatani Giiney Avrupa olarak
belirtilmektedir. Meyan bitkisinin kokii igerigindeki glisirizin maddesinden dolay1
tathi bir tada sahiptir. Bu sebeple genellikle ilag ve yiyecek-icecek endiistrisinde
tatlandiric1 aromatik bir bitki olarak kullanilmaktadir. Tip alaninda da kullanildigi
bilinmektedir (Petruzello, 2022). Meyan kokiiniin lignoseliilozik yapis1 ve igeriginde
bulunan protein, vitamin, mineraller ve seker gruplar1 sebebiyle biyohidrojen

iretiminde kullanimi bir potansiyel teskil etmektedir.

Bu ¢alismada meyan kokii ve ayrik otu kokii kullanilarak, bu bitkisel atiklarin
biyohidrojen iiretimindeki verimleri degerlendirilecek ve kullanilacak olan bitkisel
atik belirlenecektir. Bitkisel atik belirlendikten sonra yapilacak olan deneysel
caligmalar ile asamali olarak kullanilacak as1 kiiltiirii ve biyohidrojen {iretimi i¢in en
uygun substrat konsantrasyonlar1 belirlenecek ve bu konsantrasyonlarin

verifikasyonu gerceklestirilecektir.
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2. YONTEM

2.1 Atik Tiiriine Karar Verilmesi

Bu basamagin amaci hidrojen iiretimi i¢in en uygun atik tiirtiniin tespitidir.
Calismada bitkisel atik olarak ayrik otu kokii ile meyan kokii kullanilmigtir. Bitkisel
biyokiitleler, bir saat kaynatma islemine tabi tutulan anaerobik kiiltiir ile asilanmis ve
hidrojen iiretim deneyleri yapilmistir. Bu deneyler sonucunda hidrojen iiretim
performansiin daha iyi oldugu atik belirlenerek calismalara bu atik iizerinden
devam edilmistir. S6z konusu atiklar laboratuvara getirildikten sonra iizerlerindeki
yabanct maddeler uzaklastirilmis ve 50°C sicakliktaki etiivde kurutulduktan sonra
degirmende toz haline getirilmistir. Tim deneylerde ayni Ozellikteki atigin
kullanilabilmesi i¢in yeterli miktarda atik temin edilip ogiitiilmiis (elek altt boyutu

<lmm) ve bu homojen, kuru toz atik buzdolabinda kavanozlarda saklanmaistir.

Tablo 2.1 kullanilan bitkisel biyokiitlelerin igerik analiz sonuglarini

Ozetlemektedir.

Tablo 2.1: Bitkisel atik karakteristikleri.

Parametre Ayrik otu kokii | Meyan kokii
TOK (Toplam organik karbon) % | 40,35 43,70

TKN (Toplam Kjeldahl Azotu) % | 0,812 1,40

TP (Toplam fosfor) % 1,5 3,45

Bunlarin disinda ayrik kokiinde, %30,70 lignin, %2 seliilloz, %36,05
hemiseliilloz belirlenmistir. Meyan kokiindeki bu igerikler atik icerisindeki

kimyasallarin analizlerde olumsuzluk yaratmasi nedeniyle belirlenememistir.

Ast kiiltlirii olarak Pakmaya atik su aritma tesisinden getirilen anaerobik
camur kullanilmistir. Bu amagcla anaerobik kiiltiir laboratuvara getirildikten sonra bir

saat kaynatilarak (pH=3-4) icerisindeki metanojenlerin bertarafi gerceklestirilmistir.
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Is1l islem sonrasi bu kiiltiir, melas tizerinde 37 °C, 55 devir/dakika ’da inkiibatorde 16
saat bilyiitiilmiistiir. Biiyiitme ortam1 baslangi¢ KOI derisimi 20 g/L olacak sekilde
ayarlanmistir. Bunlarin diginda ortama 100 mg/L L-Cysteine ve 20 mM Demir Siilfat
eklenmistir. Ortamin KOI/N/P oran1 100/2/0,5 degerine KH>POs kullanilarak
ayarlanmistir. Melas {izerinde biiyiitiilen bu mikroorganizmalar ayrik kokii ve meyan

kokiinilin substrat olarak kullanildig1 ortamlara %10 (v/v) oraninda agilanmaistir.

Ayrik ve meyan koklerinin kullanildigi fermantasyon calismalarinda bu
atiklar baslangic KOI derisimi 20 g/L olacak sekilde ilave edilmis, C/N orani
amonyum siilfat ile 20’ye ayarlanmistir. Bunlarin disinda, ortama 100 mg/L L-
Cysteine ve 2 damla bromtimol mavisi ilave edilmistir. Sivi iist boslugundan argon

gazi gecirilerek deneyler 250 mL’lik boro-silikat cam siselerde yliriitiilmiistiir.

2.2 As1 Kiiltiiriine Karar Verilmesi

Ayrik koki ile hidrojen iiretiminin daha verimli olmasinin tespit edilmesi
sonrasinda farkli as1 kiiltiirlerinin performanslar1 kiyaslanmistir. Bu kapsamda as1
kiiltiirii olarak iiniversite yerleskesinin yakininda bulunan Camlik orman alani agag
diplerinde biriken organik bitkisel atiklar toplanarak iki farkli kompost yapilmis, bu
kompostlar deneylerde as1 kiiltiirii olarak kullanilmistir. Kompostlardan birisi 30
L’lik plastik bidonda (Bidon kompost, BK) digeri 10 L’lik metal kova (Teneke

kompost, TK) icerisinde hazirlanmaistir.

2.2.1 Bidonda Kompost Yapim Asamalari

Kompostta etkin bir havalandirma saglamak amaciyla 20 L'lik kilitli mavi
bidonun taban ve yan ylizeyleri belirli araliklarda delinmistir. Komposttan
stiziilebilecek sivinin tahliyesi i¢in bidon delikleri ile uyumlu sekilde delinen kiigiik
bir legen bidonun altina ters sekilde kapatilmig ve tahliye olan sivinin birikebilecegi
ayr1 bir biiyiikk legen icerisine yerlestirilerek kompost diizenegi tamamlanmistir.
Camlik ormaninda ayrismaya baslamis karisik haldeki ii¢ farkli agag, yaprak vb.
icerikli yigindan homojen bir sekilde toplanan Ornekler bir ¢uvala almmustir.

Kompost hazirlanirken bidon igerisine Oncelikle Camlik ormanindan toplanan
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ornekler (yaklasik 10 kg) eklenmis, daha sonra bu karisima ilave olarak 500 gr
yanmis si8ir giibresi, kagit/karton atiklari, yumurta kabugu ve ¢ay ¢opii eklenmistir.
Kompostun nemliligini saglamak ve kompost siirecini hizlandirmak amaciyla 1 tath
kasig1 melas ve 1 mL iz element ¢ozeltisi 1 L 1lik suda ¢oziildiikten sonra komposta
homojen bir sekilde ilave edilmistir. Havalandirmay1 etkin bir bigimde saglamak igin
kompost her giin manuel olarak karistirilip, nemlilik, pH, sicaklik degerleri takip
edilmistir. Hazirlanan kompostun C/N/P oran1 44,11/0,84/1, toplam kuru maddesi
%40,83 ve kiil degeri %30,62 olarak belirlenmistir. Bidonda hazirlanan kompost

diizeneginin fotografi Sekil 2.1°de gosterilmistir.

= /=

Sekil 2.1: Bidon kompost diizenegi.

Sekil 2.2, bidonda iiretilen komposta ait bir aylik sicaklik ve pH degerlerini
gostermektedir. Buna gore kompost sicakligi 18°C’den baslamis olup, 12. Giin
27°C’ye yiikselmistir. Daha sonra yine 15 °C mertebelerine diiserek sabit degerlerde
seyretmistir. Diger taraftan kompost pH’1 8,5’ten baslayip kompostlastirma seyri
boyunca hafif diisiis gostererek 7,03 degerine kadar inmistir. Sicaklik degerinin 50-
60°C termofilik degerlere kisa siireligine yiikselmesi beklenmesine ragmen bidon
kompostta bu sicaklik degerlerine ulasilamamistir. Diger taraftan pH degerlerinin
alkaliden notral degerlere diismesi ortamdaki karbonhidratlardan organik asit
olusumunun bir nedeni olarak diisiiniilebilir. Bu sekilde bidonda elde edilen kompost
kullanilarak ayrik kokiinden hidrojen tiretimi i¢in iki adet a1 saglanmistir. Bunlardan
ilkinde alinan kompost suda bir saat kaynatilip sonra bdlim 2.1.1°de anlatildig1

sekilde melas iizerinde biiylitiildiikten sonra ayrik kokiiyle yapilan fermantasyon
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ortamina %10 (v/v) oraninda ilave edilmistir. Kaynatma 6n iglemine tabi tutulan bu
kompost BKK-37 olarak ad1 verilmistir. ikinci olarak bidon kompostundan alinan 3 g
kompost etiivde 90 °C sicaklikta 30 dakika bekletildikten sonra boliim 3.1°de
anlatildig1 sekilde melas {izerinde biiyiitiilmiis ve ayrik kokiiyle yapilan fermantasyon
ortamina %10 (v/v) oraninda ilave edilmistir. Etlivde 1sitma islemine tabi tutulan bu
kompost BKE-37 olarak isimlendirilmistir. Her iki asinin kullanildigi deneyler 100
mL ¢aligma hacminde 55 devir/dakika ¢alkalama hizi ve 37 °C sicaklikta inkiibatorde
gergeklestirilmistir. Deney kosullar1 boliim 3.1°de agiklandigr sekilde yapilmastir.
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Sekil 2.2: Bidon kompostunda dlgiilen sicaklik (#) ve pH (o) degerlerinin zamana gére degisimi.

2.2.2 Tenekede Kompost Yapim Asamalari

Kompostta etkin bir havalandirma saglamak amaciyla 10 L'lik teneke kova
icerisine zamanlayiciya bagli akvaryum pompasina eklenen bir serum hortumu ile
havalandirmali kompost diizenegi kurulmustur (bkz. Sekil 2.3) Zamanlayici ile her
bir saat i¢cin 15 dakika havalandirma saglanmistir. Kompost ham malzemesi Camlik
ormaninda ayrigsmaya baglamis karisik haldeki ii¢ farkli agag, yaprak vb. igerikli
yigindan homojen bir sekilde toplanan Orneklerden saglanmistir. Kompost
hazirlanirken teneke igerisine Oncelikle Camlik ormanindan toparlanan 6rnekler
(yaklagik 2 kg) eklendikten sonra bunun iizerine 200 gr yanmis siir giibresi,
kagit/karton atiklari, yumurta kabugu, yesil atiklar ve ¢ay c¢Opii eklenmistir.

Kompostun nemliligini saglamak ve mikrobiyal aktiviteye destek olmak amaciyla bir

16



tath kasig1 melas ve 1 mL iz element ¢ozeltisi 1 L 1lik suda ¢oziildiikten sonra bunun
500 mL’si komposta homojen bir sekilde ilave edilmistir. Kompostun bulundugu kap
20°C'ye ayarlanan inkiibatorde tutulmustur. Teneke kompostun nemliligi pH ve

sicaklik degerleri diizenli olarak kontrol edilmistir.

Sekil 2.3: Teneke kompost diizenegi.

Sekil 2.4 incelendiginde kompost baslangic pH degerinin 7,5’tan ilk alt1
giinde 8,3 degerine yiikseldigi daha sonra 7,26’ya diistiigii gozlemlenmistir. Diger
taraftan 10°C’den baslayan sicaklik degeri 12. Giinde 40°C’ye ciktiktan sonra bu

seviyelerde kalmigstir. Beklenen termofilik sicaklik degerlerine ulagilamamastir.
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Sekil 2.4: Teneke kompostunda dlgiilen sicaklik (#) ve pH (o) degerlerinin zamana gore degisimi.
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Metal kovada firetilen bu komposttan da bidon kompost ile elde edilen
asilarda oldugu gibi iki tiir as1 ayn1 yontem ile elde edilmistir. Kaynatma 6n islemine
tabi tutulan kompost TKK-55, etiivde 1sitma islemine tabi tutulan kompost ise TKE-
55 olarak adlandirilmistir. Bu agilar da boliim 2.1.1°de anlatildig1 gibi melas tizerinde
16 saat biiyiitiildiikten sonra %10 (v/v) oraninda ayrik kokiinden hidrojen iiretim
deneylerine ilave edilmistir. Her iki asmin kullanildigi deneyler 100 mL ¢alisma
hacminde ve 55°C sicakliktaki inkiibatorde gergeklestirilmistir. Deney kosullari
boliim 3.1°de agiklandig: sekilde yapilmastir.

2.3  H; Uretimi I¢in Uygun Substrat Kompozisyonunun Belirlenmesi

Atik ve as1 tiiri belirleme c¢aligmalarindan sonra uygun substrat
kompozisyonunun belirlenmesi iizerinde calisilmistir. Bunun i¢in iki set deney
yapilmistir. Her bir set deneysel kosullarin belirlenmesi i¢in iki degiskenli Box-
Wilson (BW) istatistiksel deney tasarimi kullamlmustir. ilk deney setinde
degiskenlerden birisi baslangic ayrik otu kokii konsantrasyonu (Xi) olurken digeri
amonyum kloriir (NH4Cl) konsantrasyonu (X:) olmustur.  Ikinci set BW
deneyindeyse degiskenlerden ilki ayrik otu kokii konsantrasyonu (Xi) iken ayrik otu
yaprak konsantrasyonu (X>) ikinci degisken olmustur. Buradaki esas amag, hidrojen
iiretimini en iyileyen kompozisyonun belirlenmesi olmustur. Her iki set deney i¢in
amagc fonksiyonu olarak H» tiretim verimi, mLH2/100 mL (Y1), H» liretim hiz1 mL H»
/ saat, (Y2) ve TUYA iiretim verimi, g TUYA / g TOK, (Y3) kullamlmustir. ki
parametreli Box-Wilson deney tasariminda dort faktoriyel ve dort aksiyal deney
noktasi olmasiin yaninda ii¢ tekrarli merkez nokta bulunmakta ve toplam deney
sayisi 11 olmaktadir. Box-Wilson deney noktalarinda incelenen degiskenlerin
haricindeki tiim kosullar (ilave edilen as1 miktari, baslangic deney hacmi, baslangic
pH degeri vb.) ayni tutulmustur. Tiim deneyler boliim 3.1'de as1 biiyiitiilmesi
konusunda belirtildigi gibi boro-silikat cam siselerde anaerobik kosullarda 100 mL
calisma hacmi kullanilarak gerceklestirilmistir. Ast olarak boliim 3.3°te anlatilan
BKE37 melas iizerinde 16 saat biiyiitiildiikten sonra %10 (v/v) oraninda ilave

edilerek kullanilmistir.
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BW deney setlerinden elde edilen sonuclar esitlik 1°de verilen fonksiyon ile
korele edilerek b sabitleri IBM SPSS Statistics Subscription (deneme siiriimii)

yazilimi ile hesaplanmuistir.

Y=bo + biX1 + b2Xo + bioXiXo + biiXr + baXy (2.1)

2.4 Analitik Metotlar

Deneysel calismalarda kullanilan tiim kimyasallar Merck firmasina ait ve
%99,5-100 safliktadir. Toplam gaz 6l¢iimii %2 H2SO4 ve %10 NaCl igeren ¢ozeltinin
(asit-tuz ¢ozeltisi) kullanildigr sivi  yer degistirme prensibi esas alinarak
gerceklestirilmistir. Gaz ve sivi numuneler deney siseleri igerisinden siringa ile
alimmistir. Gaz numuneleri GC'de (Gaz kromatografisi, Agilent 7820) analiz edilerek
H: yilizde kompozisyonu belirlenmistir. GC c¢alisma kosullar1 séyledir: firin sicakligi:
110 °C, giris sicaklig: 230 °C, detektor sicakhigi: 250 °C, kolon: Supelco,
CarboxenTM 1010 PLOT Fused Silica Capillary Column, 30m x 0.53 mm (U.S.
Patents 5-549-445 ve 5-607-580), tastyict gaz: 8 mL/dk’dir. pH ve ORP ol¢timleri
HANNA 2211 markali pH metre ile yapilmistir. Sivi faz numunelerde ugucu yag
asitleri (UYA) ve kat1 faz numunelerde ise toplam organik karbon (TOK) analizleri
yapilmistir.  Olgiim yOntemlerinde standart metotlar (Eugene vd. 2012) esas
almmistir. Lignin, seliloz ve hemiseliiloz analizleri Ege Universitesi Zootekni
Boliimii Laboratuvarinda yaptirilmistir. Kiimiilatif hidrojen gazi hacmi hesabinda H»
kiitle dengesi kurularak, giinliik iiretilen H> miktar1 bir dnceki giiniin iizerine ilave

edilmistir.

H> ve zaman verileri Gompertz esitligi (2.2) ile korele edilerek esitlik
parametreleri belirlenmistir. Bazen regresyon sonucunda bu parametrelerde
uygunsuz sonuglar elde edilebilmektedir. Bunun i¢in gerekli kontroller el ile de

hesaplanarak yapilmistir.

H( =P exp{— exp[R;e ( X—t):|+1} (2.2)

Burada, H(t): Kiimiilatif H>» (mL), P: Hidrojen iiretim potansiyeli (mL), Rm:
Hidrojen iiretim hizi (mL Ho/saat), A: Lag siiresi (saat), t: Fermentasyon siiresi

(saat)'dir.
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Gaz hesaplamalarinda ideal gaz denklemi kullanilmistir (2.3).
P.V=n.R.T (2.3)

Burada, P: Basing (atm), V: Hacim (L), n: mol sayisi, R: Ideal gaz sabiti (0,082
L.atm/mol.K) T: Sicaklik (K).
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3. BULGULAR VE TARTISMALAR

3.1 Atik Tiiriine Karar Verilmesi

Sekil 3.1, ayrik ve meyan koklerinin substrat olarak kullanildigi karanlik
fermantasyon 1ile H> diretim deneylerinin kiyaslanmasini gostermektedir. Bu
kiyaslama deneyinde substrat tiiri disindaki tiim parametreler esit tutulmustur. Sekil
3.1 incelendiginde ayrik kokii kullanilarak 43 saat sonunda 100,01 mL hidrojen
iretilirken, meyan kokii ile yapilan deneyden ayni siirede 22,32 mL kiimiilatif
Hidrojen ¢ikis1 olmustur. Fermantasyonun ilk 20 saati de incelendiginde ayrik otu ile
yapilan deneyden (80,64 mL) elde edilen hidrojen iiretimi meyan kokiiniin
kullanildig1 ¢aligmanin hidrojen tiretiminin yaklagik dort kati olmustur. Bu da ayrik
otundan hidrojen {iretiminin meyan kokiinde kiyasla daha avantajli oldugunu

gostermistir.
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Sekil 3.1: Ayrik kokii (m) ve meyan kokiinden (#) karanlik fermantasyon ile hidrojen iiretiminin

kiyaslanmasi.

Tablo 3.1, ayrik ve meyan kokii ile yapilan ¢aligmalara ait Gompertz esitligi

katsayilarin1 6zetlemektedir. Dikkat edilirse, ayrik otuna ait korelasyon katsayisi
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%96,31 olup, Rm disindaki P ve A degerleri Sekil 3.1 ile uyumlu ¢ikmistir. Modelin
Rm degerini yliksek hesaplamasi nedeniyle bu deger el ile hesaplandiginda 4,17 mL
Hy/saat gibi daha makul bir deger olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diger taraftan
meyan kokil ile yapilan g¢aligmaya ait Gompertz esitligi katsayilarinda da Rm
haricinde Sekil 3.1 ile tutarlilik goériilmiistir. Meyan kokii deneyi i¢cin Rm el ile
hesaplandiginda 1,15 mL Hj/saat degeri ¢ikmaktadir. Bu noktadan hareketle, Rm
degerleri kiyaslandiginda ayrik kokiiyle hidrojen {iiretiminin daha hizli oldugu
sOylenebilir. Lag siireleri her iki deney i¢inde hemen hemen ayni mertebelerde
¢ikmis olup, mikroorganizmalarin substratlara yaklasik ayni siirelerde adapte

oldugunu gostermektedir.

Tablo 3.1: Ayrik otu kokii ve meyan kokii ile hidrojen iiretim ¢alismalarina ait Gompertz esitligi

Bitkisel atik P (mLH2/100 mL) | Rm A (saat) | R?
(mL Ha/saat)

Ayrik koki 93,59 76,71 1,65 96,31

Meyan kokii 22,32 15,12 1,32 1,00

Ayrik otu ile yapilan calismada biyogaz igerisinde ulasilan maksimum
hidrojen ylizdesi %29,7 olurken meyan kokiinde bu deger %4,36 seviyesinde
kalmistir. Her iki deney esnasinda metan iiretimi olmamistir. Bu sonuglar
degerlendirildiginde ayrik otu kokiinden H» iiretiminin daha avantajli oldugu acikca

gorilmistiir.

3.2 As1 Kiiltiiriine Karar Verilmesi

Sekil 3.2, farkli kompostlardan {iretilen asilarin  kiimiilatif hidrojen
iiretimlerinin zamana gore degisimini gostermektedir. Buna gore tiim asilarin ayrik
otu kokiinden hidrojen {iiretimini gergeklestirebildigi anlasilmaktadir. Tiim asilar ilk
20 saat igerisinde aktif bir sekilde H» iiretmistir. En yiliksek H> liretimi BKE37 ile
150 mL olarak gerceklesmistir. Bunu 141,32 mL ile TKS55, 127,6 mL ile BKK37 ve
104,7 mL ile TKESS takip etmistir. BKE37 ve BKK37 ayn1 komposttan farkli 1s1l
isleme tabi tutulan agilar olmasia ragmen H> {iretim performanslar: farkli olmustur.
Bunun bir¢ok nedeni olabilir, ancak diisiik pH’ta kaynatma metanojen eliminasyonu

yaninda H» lireten mikroorganizmalar1 da olumsuz etkilemis olabilir. Oysa, etiivde
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90 °C’de 30 dakikalik 1s1l isleme tabi tutulan kompostta H» {ireten kiiltlirler daha az
dejenere olmus olabilirler. Mezofilik ortamda kompostun etiivde 1sil isleme tabi
tutulmasi daha verimli olmustur. Tenekede tiretilen komposttan elde edilen asilarda
ise kaynatilarak 1s1l isleme tabi tutulan as1 (TKKS55) etiiv muamelesinden (TKESS)
daha yiiksek H» iiretimi gerceklestirmistir.

Bunun nedeni uygulanan 6n islemler sonrasinda kompostlarin mikrobiyal
poptilasyonlarinda olusan farkliliklar olabilir. Tiim sartlar incelendiginde mezofilik
sartlarda ayrik otu kokiinden BKE37°nin en yiiksek H» iiretimini gerceklestirdigi

sonucu ¢ikmaktadir.
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Sekil 3.2: Farkli kompostlardan iiretilen asilarin kiimiilatif hidrojen {iretimlerinin zamana gore

degisimi. (X: BKE37, m: TKKSS5, o: BKK37, ¢: TKESS)

Tablo 3.2’de kullanilan agilara ait Gompertz esitligi sabitleri incelendiginde
sonuglarin Sekil 3.2 ile uyumlu ¢iktig1 goriilmektedir. Buna goére maksimum H>
iiretim degerleri en yiiksek BKE37 icin 147,76 mL olarak hesaplanirken en diisiik
TKES55’te elde edilmistir. Hy iiretim hizlar1 incelendiginde mezofilik sartlardaki
degerlerin termofilik sartlarin yaklasik iki kati oldugu sdylenebilir. Adaptasyon
stireleri degiskenlik gostermekle birlikte TKKSS5 i¢in model ile negatif deger elde
edilmis olup, bunun bir anlami yoktur. Grafikler incelendiginde adaptasyon

stirelerinin diisiik oldugu sdylenebilir
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Tablo 3.2: Farkli a1 kiiltiirlerinden hidrojen iiretim deneylerine ait Gompertz esitlikleri.

As1 P (mLH»/100 mL) | Rm (mL | A (saat) |R?
Hby/saat)

BKE37 147,76 4,76 4,23 99,90

BKK37 127,11 5,21 4,42 99,95

TKKS5 135,59 2,49 -6,09 91,94

TKESS 98,59 3,18 0,13 96,27

BKE37 asisina ait Ho tiretim verimi 70,77 mL H/g KM olup, digerleri
arasinda en yiikksek deger olarak hesaplanmistir. Tim bu sonuglar
degerlendirildiginde 90°C’de 30 dakikalik 1s1l isleme tabi tutulmus kompostun
mezofilik sartlarda ayrik kokiinden en verimli H iiretimi yaptig1 sonucuna

varilmistir.

3.3  H;Uretimi i¢cin Uygun Substrat Kompozisyonunun Belirlenmesi

3.3.1 Ayrik Otu Kokii ile Amonyum Kloriir Box-Wilson Deneyleri

Tablo 3.3, ayrik otu kokii ile NH4Cl derisimlerinin bagimsiz degisken olarak
kullanildigi Box-Wilson (BW) deney setine ait deneysel ve model tahmini
degerlerini gostermektedir. Bu tasarimda X;: 5-60 g/L arasinda degisirken X,: 0-1,5
g/L arasinda degismistir. Tablo 2.1 incelendiginde ayrik otu kdkiiniin C/N degerinin
49,26 oldugu gorilmektedir ki bu degerin karanlik fermantasyon ile hidrojen
iretiminde 20 civarinda olmasi tercih edilir. Bu nedenle ortama azot kaynagi ilave
edilerek C/N oraninin uygun seviyelere indirilmesi diisiiniilmiistiir. Bu sayede C/N
orani bu set deneyde 8,56-49,67 araliginda incelenmistir. A4 noktasi i¢in C/N orani
20 dir. Bununla birlikte bu set deneyde amag en uygun hidrojen {iretimini veren ayrik
kokii ve NH4Cl karisim derisimlerinin belirlenmesi olmustur. Tablo 4 incelendiginde
Hidrojen {iiretim verimi, Hidrojen iiretim hizt ve TUYA verimi 49-668 mL H»/ 100
mL, 2-14 mL Ho/saat, 0,07-0,56 g TUYA / g TOK, arasinda degismistir. Deneysel ve
model tahmini degerleri ¢ogunlukla uyum gosterirken bazi degerlerde sapmalar
gozlemlenmistir. Bu set deneyin gerceklestirilmesi esnasinda A3 noktasi deney

sisesinin kirilmasi nedeniyle kuadratik fonksiyon sabitlerinin belirlenmesi esnasinda
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A3 noktas1 hesap disinda tutulmustur. Buna ragmen deneysel ve model tahmin

degerleri tutarlilik icerisinde kalmistir.

Tablo 3.3: BW deney sonuglar (Ayrik kokii-NH4Cl).

Degiskenler Deneysel ve model ile tahmin edilen sonuglar
Xi Xa Y Y> Y3
Ayrik NH4C1
otu kokii | derisimi
L Hidrojen verimi R (mLH,/saat) TUYA verimi
derisimi (g/L)
(mLH>/100 mL) (gTUYA/gTOK,)
(g/L)
Aksiyal
Deney |Model |Deney |Model |Deney |Model
noktalar
Al 5,00 0,75 49,66 |57,57 |2,04 0,34 0,56 1,25
Az 60,00 0,75 667,04 |539,77 | 7,30 7,77 0,10 1,74
Az 60,00 0,00 922,02 21,78 1,72
Ay 32,50 1,50 350,59 232,19 | 12,19 9,88 0,09 0,595
Faktoryel
noktalar
Fi 51,94 1,28 184,46 | 331,84 | 3,09 6,31 0,07 1,14
F, 51,94 0,22 554,66 | 618,47 | 14,03 15,32 10,13 1,27
F; 13,06 1,28 112,77 | 166,22 | 3,95 6,59 0,30 0,95
F4 13,06 0,22 132,44 102,35 | 3,81 4,52 0,25 0,79
Orta nokta 32,50 0,75 183,52 | 182,96 | 5,89 6,32 0,13 0,74

Bu tutarlilik Tablo 3.4’te R? degerleri incelendiginde daha iyi goriilmektedir.

Her ii¢ amag fonksiyonu i¢in R? degerleri %80 iizerinde ¢ikmustir.
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Tablo 3.4: BW amag fonksiyonu sabitleri (Ayrik kokii-NH4Cl).

bo bi b b2 b1 b2 R?
Y 59,164 5,201 | -170,08 -8,505 | 0,153 | 227,614 | 0,83
Y> 0,662 0,532 | -10,544 -0,269 | -0,003 10,678 | 0,83
Y; 1,178 -0,051 0,648 -0,007 | 0,001 -0,272 | 0,94

Sekil 3.3 sabit NH4Cl derisiminde H> veriminin ayrik kokii derisimiyle
degisimini gostermektedir. Dikkat edilirse verimi NH4Cl derisiminin sabit tutuldugu
tim durumlarda ayrik kokii derisiminin arttirilmasiyla birlikte arttigi goriilmektedir.
En yiiksek H> verimi (922,04 mLH>/100 mL) NH4Cl ilavesinin yapilmadig ve ayrik
kokii derisiminin 60 g/L oldugu durumda olusmaktadir. NH4Cl derisiminin H» verimi

iizerine olan etkisinin Sekil 3.4’te daha iyi anlasilmaktadir.

NH,Cl Konsantrasyonu (g/L)

1000

0 T T T T T
5 15 25 35 45 55
Ayrik otu kokii konsantrasyonu (g/L)

Sekil 3.3: Sabit NH4Cl derisiminde H» veriminin ayrik otu kokii derisimiyle degisimi.

Sekil 3.4. sabit ayrik otu kokii derisiminde H> veriminin NH4Cl derisimiyle
degisimini gostermektedir. Dikkat edilirse sabit NH4Cl derisiminde ayrik kok
derisiminin arttirilmast durumunda daha yiiksek H> verimleri elde edilmektedir.
NH4Cl derisimin arttirilmasiyla birlikte her ayrik kok derisimi i¢cin H» verimleri
diisiis gostermistir. Bu durum artan NH4Cl derisimi ile ortamdaki kloriir iyonunun

mikroorganizmalar {izerinde inhibisyon olusturmasindan olabilir. Sekil 3.3 ve 3.4
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incelendiginde hic NH4Cl ilave edilmemesi halinde daha yliksek H> verimlerinin elde
edildigi goriilmiistiir.
1000 Ayrik otu kokii konsantrasyonu (g/L)
900
800
700
600
500
400
300
200
100
0

H, verimi (mL H,/100 mL)

NH,Cl Konsatrasyonu (g/L)

Sekil 3.4: Sabit ayrik otu kokii derisiminde H, veriminin NH4Cl derisimiyle degisimi.

Sekil 3.5 sabit NH4Cl derisiminde hidrojen tiretim hiz1 olan Rm’in ayrik otu
kokii derisimiyle olan degisimini gostermektedir. En yiiksek Rm degeri olan 21,78
mL H» / saat degeri ayrik otu kokii ve NH4Cl derisimlerinin sirasiyla 60 ve 0 g/L
oldugu durumda olusmaktadir. Genel olarak bakildiginda 0’dan 0,75 g/L’ye kadar
olan NH4Cl derisimleri i¢in ayrik kokii derisiminin arttirilmasiyla birlikte Rm degeri
artis gostermistir. 1,125 ve 1,5 g/L NH4Cl derisimleri i¢in ayrik kokii derigimi 5 ile
60 g/L araliginda degisirken once hafif artis géstermis daha sonra azalmistir. Ancak
0 g/L NH4Cl ile kiyaslandiginda diger tiim NH4ClI derisimlerinin katkisinin minimal

oldugu goziikmektedir.
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NH,Cl konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 3.5: Sabit NH4CI derisiminde H; {iretim hizinin ayrik otu kokii derisimiyle degisimi.

Sabit ayrik otu kokii derisiminde H» tiretim hizinin (Rm) NH4Cl derisimiyle
degisimi Sekil 3.6’da 6zetlenmistir. Burada da 0 g/L NH4Cl derisiminde 60 g/L ayrik
otu kokii derisiminin diger tim derisimlerden daha yiiksek Rm verdigi
goriilmektedir. Genel olarak bakildiginda NH4Cl derisiminin tiim sabit ayrik kokii
derisimleri i¢in yaklasik 0,6 g/L.’ye kadar azalis gosterdigi daha sonra hafif bir artisa

neden oldugu sdylenebilir.
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Ayrik otu kokii konsantrasyonu (g/L)
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NH,Cl1 Konsatrasyonu (g/L)

Sekil 3.6: Sabit ayrik otu kokii derisiminde H» {iretim hizinin NH4ClI derisimiyle degisimi.

Sekil 3.7 incelendiginde sabit NH4Cl derisiminde TUYA veriminin ayrik
kokii derisimiyle degisimi goriilmektedir. Buna gore tiim sabit NH4Cl derisimleri igin
ayrik kokii derisiminin 5’ten 30 g/L cikartilmasiyla birlikte bir diisiis daha sonra
yikselis goriilmektedir. En yiiksek TUYA verimi olan 1,736 g TUYA / g TOKo 60
g/l aynk koki ve 0,375 g/ NH4Cl derisimlerinde elde edilmistir. NH4Cl
derisiminin TUYA verimi tizerindeki etkisini daha iyi anlayabilmek i¢in Sekil 3.8

olusturulmustur.
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NH,Cl1 Konsantrasyonu (g/L)

TUYA verimi (gUYA/gTOKo)
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Ayrik otu kokii konsantrasyonu (g/L)

Sekil 3.7: Sabit NH4CI derisiminde TUY A veriminin ayrik otu kokii derisimiyle degisimi.

Sekil 3.8’e bakildiginda genel olarak NH4Cl derisiminin 5 g/L harig tiim sabit
ayrik otu kokii derisimleri i¢cin 0’dan 0,8 g/L’ye kadar arttirilmast TUY A veriminde
hafif bir artis gosterdikten sonra daha yiiksek NH4Cl derisimleri uygulandiginda

diisiis gostermistir.

Ayrik otu kokii konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 3.8: Sabit ayrik otu kokii derisiminde TUY A veriminin NH4Cl derisimiyle degisimi.
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Yukaridaki sonuglar degerlendirildiginde 60 g/L ayrik kokii ve 0 g/ NH4Cl
kullanilmasinin en uygun Ho iiretimini sagladig1 sonucuna varilmig ve bu nokta i¢in
iic tekrarlt verifikasyon deneyleri yapilmistir. Buna gdére modelin dogrulugu H»
verimi, Rm ve TUYA verimi igin sirastyla %75, %74 ve %20 olarak saglanmistir.
Gortildiigi gibi bu set deney i¢in %80 iizerinde verifikasyon elde edilememistir. Bu
duruma, farkli zamanda yapilan verifikasyon denemesi i¢in as1 kaynagi profilinde
meydana gelen ancak tarafimizdan mikroskobik olarak tespit edilemeyen popiilasyon
degisimi neden olmus olabilir. Mikrobiyal proseslerde bu tarz durumlarin goriilmesi

muhtemeldir.

Tablo 3.5: Ayrik kok ve ayrik otu karisimi verifikasyon deney sonuglari.

- Amagc fonksiyonu | Deneysel sonu¢ | Model tahmini
< Y 689,13 922,02

S

S Y, 29,39 21,78

O

< Y; 0,34 1,78

3.3.2 Ayrik Otu Kokii ile Ayrik Otu Yapragi Box-Wilson Deneyleri

Tablo 3.6, ayrik otu kokii ile ayrik otu yapragi derigimlerinin bagimsiz
degisken olarak kullanildigt BW deney setine ait deneysel ve model tahmini
degerlerini gostermektedir. Bu tasarimda X;i: 5-125 g/L arasinda degisirken X»: 0-
29,75 g/L arasinda degismistir. Bagimsiz degisken derisim araliklari belirlenirken
Boliim 3.3.1°deki tasarim ve sonuglar dikkate alinmistir. Bu deney setinde incelenen
noktalarda C/N oram1 6,83-49,67 araliginda degisim gostermistir. Burada da A4
noktast i¢in C/N orani 20°dir. Bu set deneyde amag¢ en uygun hidrojen iiretimini
veren ayrik otu kokii ve yapragi karisim derisimlerinin belirlenmesidir. Tablo 3.6
incelendiginde hidrojen iiretim verimi, hidrojen tiretim hizt ve TUYA veriminin 27-
721 mL H»/ 100 mL, 1,7-23 mL H/ saat, 0,11-0,19 g TUYA / g TOK, arasinda
degisim gosterdigi goriilmektedir. Deneysel ve model tahmini degerlerin ¢ogunlukla
uyumlu oldugu gériilmiistiir. Tablo 3.7°de R? degerleri incelendiginde {ic amag

fonksiyonu igin R? degerlerinin %90 iizerinde ¢iktig1 goriilmektedir.
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Tablo 3.6: BW deney sonuglari (Ayrik otu kokii-ayrik otu yapragi).

Degiskenler Deneysel ve model ile tahmin edilen sonuglar
Xi Xa Y Y> Y3
Ayrik | Ayrik otu
koki yapragi
L L Hidrojen verimi Rm TUYA verimi
derigimi | derigimi
(mLHay/saat) | (gTUYA/gTOK,)
(g/L) (&L) | (mLH»/100 mL)
Aksiyal
Deney |Model | Deney | Model | Deney | Model
noktalar
A 5,00 14,87 27,98 |58,18 |1,73 3,93 0,11 0,11
A 125,00 | 14,87 720,23 | 719,57 (22,31 [15,79 |0,22 0,22
Az 65,00 0,00 343,97 389,18 (12,69 |12,69 |0,14 0,15
Ay 65,00 29,75 379,97 |365,07 (12,67 |11,14 |0,16 0,14
Faktoryel
noktalar
Fi 107.42 |25,38 572,31 |584,65|19,81 |14,98 |0,18 0,19
F, 107,42 |4,36 678,27 | 648,97 (20,63 |15,19 |0,19 0,20
F; 22,58 25,38 169,41 | 164,31 (7,57 5,70 0,12 0,12
F4 22,58 4,365 181,60 | 134,11|10,27 |7,69 0,12 0,12
Orta nokta 65,00 14,87 400,45 399,68 15,28 |13,46 |0,17 0,17
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Tablo 3.7: BW amag fonksiyonu sabitleri (Ayrik otu kokii-ayrik otu yapragi).

bo by b> b1z b1 b2 R?
Y| -32,993 | 6,69 5,668 -0,053 -0,003 -0,102 0,98
Y2 | 3,009 0,214 0,091 0,001 -0,001 -0,007 0,95
Ys | 0,083 0,001 0,003 3,458x10° | 1,868x107 | 9,67x107 | 0,98

degisimini gostermektedir. Buna gore tiim sabit ayrik yapragi derigimleri i¢cin H»
verimi ayrik kokii derisiminin arttirilmasiyla birlikte artis gostermistir. En yiiksek
verim 125 g/L ayrik kokii ile 0 g/L ayrik yapragi olan durumda 743,62 mL H>/ 100

mL olarak bulunmustur. Ayrik yaprag: ilavesinin H» verimi {izerine olan etkisinin

Sekil 3.9 sabit ayrik yapragi derisiminde H> veriminin ayrik kokii derigsimiyle

daha iyi anlasilabilmesi i¢in Sekil 3.10 ¢izilmistir.

H, verimi (mL H,/100 mL)

derisiminin 0’dan 29,75 g/L’ye kadar arttirilmas1 durumunda H> verimlerinde hafif
diistisler gézlemlenmistir. Diger ayrik otu kokii derisimlerindeyse ayrik otu yapragi

derisiminin arttirilmast H» veriminde ¢ok az yiikselme etkisi gosterdikten sonra

800

Ayrik otu yapragi konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 3.9: Sabit ayrik otu yapragi derisiminde H» veriminin ayrik otu kokii derigimiyle

Buna gore 95 ve 125 g/L sabit ayrik kokii derisimlerinde ayrik yapragi

diisiis gbzlemlenmistir.

degisimi.
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Avrik otu koki konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 3.10: Sabit ayrik otu kokii derisiminde H, veriminin ayrik otu yaprag: derisimiyle
degisimi.

Sekil 3.11 sabit ayrik otu yapragi derisiminde Rm’in ayrik otu koki
derisimiyle degisimini gostermektedir. Sekil incelendiginde Rm degerinin tiim sabit
ayrik otu yapragi derisimlerinde ayrik otu kokii derisiminin arttirilmasiyla birlikte
arttigi ve sonra sabitlendigi goriilmektedir. Sekil 3.11°e gore ayrik otu koki
derisiminin arttirilmasinin Rm {izerinde etkili bir artis yaptig1 sdylenebilir. Ayrik otu

yapragi derisiminin etkisi Sekil 3.12°de daha iy1 goriilmektedir.
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Avyrik otu yaprag: konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 3.11: Sabit ayrik otu yapragi derisiminde Rm’in ayrik otu kokii derisimiyle degisimi.

Sekil 3.12, sabit ayrik otu kokii derisiminde Rm’in ayrik otu yapragi
derisimiyle degisimini ifade etmektedir. Buna gore, 6zellikle 35 g/L iizerindeki ayrik
otu kokii derisimleri i¢in ayrik otu yapragi derisiminin 0’dan 10-20 g/L degerlerine
kadar arttirilmasi Rm iizerinde arttirict bir etki yaparken daha yiiksek ayrik otu
yapragi derisimleri Rm degerlerinde azalmaya neden olmustur. En yiiksek Rm degeri
ayrik otu kok ve yaprak derisimlerinin 125 ve 14,875 g/L oldugu degerde elde

edilmistir.
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Avrik otu koki konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 3.12: Sabit ayrik otu kokii derisiminde Rm’in ayrik otu yaprag: derisimiyle degisimi.

Sekil 3.13, sabit ayrik otu yapragi derisiminde TUYA veriminin ayrik otu
kokii derisimiyle degisimini gdstermektedir. Sekilden de anlasilacag: {izere, tiim sabit
ayrik otu yapragi derisimleri icin, ayrik otu kok derisiminin arttirilmasiyla birlikte
TUYA verimi lineer olarak artmistir. En yiiksek TUYA verimi 125 g/L ayrik otu
kokii ve 14,875 g/L ayrik otu yapraginin oldugu durumda 0,22 gTUYA / gTOKo

olarak belirlenmistir.

Ayrik otu yapragi konsantrasyonu (g/L)
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0,05

TUYA verimi (gUYA/gTOKo)
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Ayrik otu kokii konsantrasyonu (g/L)

Sekil 3.13: Sabit ayrik otu yaprag: derisiminde TUYA veriminin ayrik otu kokii derisimiyle

degisimi.
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Sabit ayrik otu kokii derisimlerinde ayrik otu yapragi derisiminin TUYA
verimi iizerine olan etkileri sekil 3.14’te goriilmektedir. Buna gdre tiim ayrik otu
kokii derisimlerinde ayrik otu yapragi derisiminin 0’dan 15 g/L mertebesine kadar
arttirilmast TUY A veriminin yiikselmesine daha yiiksek ayrik yapragi derisimleri de
TUYA veriminin diismesine neden olmustur. H> ve ugucu yag asitleri karanlik
fermantasyonda es zamanli olusan iirlinler olup, buradaki degisim Sekil 3.10 ve 3.12

ile birebir olmasa da uyum igerisinde oldugu sdylenebilir.

Ayrik otu kokii konsantrasyonu (g/L)
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Sekil 3.14: Sabit ayrik otu kokii derisiminde H, veriminin ayrik otu yapragi derisimiyle
degisimi.
Yukaridaki sonuglar degerlendirildiginde 125 g/L ayrik otu kokii ve 14,875 g/L ayrik
otu yapragi kullanilmasinin en uygun H; tiretimini sagladig1 sonucuna varilmis ve bu
nokta i¢in li¢ tekrarli verifikasyon deneyleri yapilmistir. Buna gore deneysel ve
model tahmini degerleri Tablo 3.8’de verilmistir. Buna gére modelin dogrulugu H>

verimi %92,3, Rm %67,7 ve TUYA verimi i¢in %92 olarak saglanmaistir.

Tablo 3.8: Ayrik otu kok ve ayrik otu yapragi karigimi verifikasyon deney sonuglari.

y Amag fonksiyonu | Deneysel sonu¢ | Model tahmini
<

S-Skt 779,66 719,57

=T I Vo

8 % | Y 23,33 15,79
PR

> Y3 0,24 0,22
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Bahsedildigi lizere bu tez ¢alismasi li¢ asamada gercgeklestirilmistir.

Ilk asama olan atik tiiriine karar verilmesi, ayrik otu kokii ve meyan kokii
bitkisel atiklarinin biyohidrojen iiretim performanslarinin degerlendirilmesi sonucu
gerceklestirilmistir. Yapilan deneysel calismalarda ayrik otu kokii ile 43. saat
sonunda 100,01 ml H> tiretimi gerceklesirken, meyan kokii ile ayn1 stirede 22,32 ml
H, iiretimi gerceklesmistir. Sonuglar goz Oniine alindiginda bu tez calismasi
kapsaminda kullanilacak olan lignoseliilozik bitkisel atigin, ayrik otu kokii olacagina

karar verilmistir.

Ikinci asama olan as1 Kiiltiiriine karar verilmesi, lignoseliilozik yapidaki
substrat1 pargalayabilecek organizmalarin ¢esitli orman atiklarindan ve evsel
atiklardan olusturulan farkli iki kompost tiiriinden (bidon kompost ve teneke
kompost) elde edilmesi amaglanmistir. Hazirlanan kompostlarin termofilik
sicakliklara c¢ikmasi ve termofilik sicakliklarda biyohidrojen {iiretimi yapan
organizmalarin da kullanilabilmesi amaglanmis ancak kompostlar termofilik
sicakliklara  ulagsamamustir.  Kompostlarin  igerisindeki  hidrojen  tiiketen
mikroorganizmalarin eliminasyonu i¢in 90°C’de 30 dakika boyunca etiivde 1s1l
isleme tabi tutma ve diisilk pH’ta kaynatma yontemleri ayr1 ayr1 her iki kompost
tiirevleri i¢in de uygulanmistir. Tiim ag1 kiiltiirleri i¢in yapilan deneysel ¢alismalarin
sonucunda ilk 20 saat igerisinde aktif bir sekilde H» iiretilmis olsa da en yiiksek H»
iretim verimi BKE37 asisinda 70,77 mL H> /g KM olarak hesaplanmistir. Tiim bu
sonuglar degerlendirildiginde 90°C’de 30 dakikalik 1si1l isleme tabi tutulan
kompostun mezofilik sartlarda karanlik fermantasyonu (BKE37) ile ayrik otu

kokiinden en verimli H; iiretimi yapildig1 sonucuna varilmastir.

Yapilan deneysel caligmalar sonucu ayrik otu kokiiniin C/N/P oranlar
sirastyla 40,35/0,812/1,5 olarak hesaplanmistir. Bu verilere dayanarak ayrik otu
kokiiniin C/N degerinin 49,67 oldugu goriilmektedir ki bu degerin karanhk
fermantasyon ile biyohidrojen {liretiminde 20 civarinda olmasi tercih edilir. Bu

nedenle {giincli ve son asama olan hidrojen {retimi i¢in uygun substrat
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konsantrasyonunun belirlenmesi basamaginda ortama azot kaynagi ilave edilerek
C/N oraninin uygun seviyelere indirilmesi ve bu sayede elde edilen biyohidrojen
iiretim veriminin arttirtlmast hedeflenmistir. Bu asamada Box-Wilson deneysel
tasarim modeli kullanilmig olup azot kaynaklar1 olarak amonyum kloriir ve ayrik

yapragi kullanilmistir.

Ik set deneyde bagimsiz degiskenler ayrik otu kokii (5-60 g/L) ve amonyum
klortir (0- 1,5 g/L) olarak belirlenmis ve C/N oranlar1 8,56-49,67 araliginda
incelenmistir. Deneysel caligmalar sirasinda deney setinin A3 (C/N=49,67) olarak
adlandirilan noktasi kirilmis ve hesaplamalarda bu nokta dahil edilememistir yine de
deneysel ve model tahmin degerleri tutarlilik igerisinde kalmistir. Deneysel
hesaplamalarda IBM SPSS (deneme siiriimii) kullanilmis olup sonuglar
degerlendirildiginde hidrojen {iiretim verimi, hidrojen iiretim hizi ve TUYA verimi
sirastyla 49-668 mL Ha/ 100 mL, 2-14 mL H»/saat, 0,07-0,56 g TUYA / g TOK,
arasinda degismistir. Deneysel ve model tahmini degerleri cogunlukla uyum
gosterirken bazi degerlerde sapmalar gézlemlenmistir. Box Wilson deneysel tasarim
modeline gore en verimli kiimiilatif biyohidrojen iiretiminin bu deney seti i¢in 60 g/L
ayrik kokii ve 0 g/ NH4Cl noktasinda (C/N=49,67) 922,02 ml H» olacagi, ayrik otu
kokii miktarinin arttik¢a biyohidrojen iiretim performansinin arttigi, ayni1 zamanda da
amonyum kloriir miktar1 arttikga hidrojen tiretim veriminin diisiis goOsterdigi
goriilmiis ve bu durumun artan NH4Cl derisimi ile birlikte ortamdaki kloriir iyonunun
mikroorganizmalar {izerinde inhibisyon olusturmasindan kaynaklanabilecegi
disiinilmiistiir. Genel olarak bakildiginda 0’dan 0,75 g/L’ye kadar olan NH4Cl
derisimleri i¢in ayrik kokii derisiminin arttirilmasiyla birlikte Rm degeri artis
gostermistir. 1,125 ve 1,5 g/L NH4Cl derisimleri i¢in ayrik otu kokii derigimi 5 ile 60
g/L araliginda degisirken once hafif artis gdstermis daha sonra azalmistir. Ancak 0
g/L NH4Cl ile kiyaslandiginda diger tim NH4Cl derisimlerinin katkisinin minimal
oldugu ve en yiliksek Rm degeri olan 21,78 mL H, / saat degerinin ayrik otu kok ve
NH4Cl derisimlerinin 60 ve 0 g/L oldugu noktada goriilmistiir. NH4Cl derisiminin
tiim sabit ayrik kokii derisimleri i¢in yaklagik 0,6 g/L’ye kadar azalig gosterdigi daha
sonra hafif bir artisa neden oldugu sodylenebilir. Tiim sabit NH4Cl derisimleri igin
ayrik kokii derisiminin 5’ten 30 g/L cikartilmasiyla birlikte bir diigiis daha sonra
yiikselis goriilmektedir. En yiiksek TUYA verimi olan 1,736 g TUYA / g TOKo 60
g/L ayrik kokii ve 0,375 g/K NH4Cl derisimlerinde elde edilmigtir. NH4Cl
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derisiminin 5 g/L hari¢ tiim sabit ayrik otu derisimleri i¢in 0’dan 0,8 g/L’ye kadar
arttirllmast TUYA veriminde hafif bir artis gosterdikten sonra daha yiiksek NH4ClI
derisimleri uygulandiginda diisiis gostermistir Elde edilen tiim sonuglar
irdelendiginde 60 g/L ayrik otu kokii ve 0 g/l amonyum kloriir kullanilmasinin en
uygun H; tretimini sagladigi sonucuna varilmis ve bu nokta icin i¢ tekrarl
verifikasyon deneyleri yapilmistir. Sonuglar H» verimi, Rm ve TUYA verimi i¢in
sirastyla  degerlendirildiginde modelin dogrulugu %75, %74 ve %20 olarak
bulunmustur. Goriildiigii gibi bu set deney i¢in %80 iizerinde verifikasyon elde
edilememistir. Bunun sebebi farkli zamanda yapilan verifikasyon denemesi i¢in asi
kaynagi profilinde meydana gelen ancak tarafimizdan mikroskobik olarak tespit
edilemeyen popiilasyon degisimi neden olmus olabilir. Mikrobiyal proseslerde bu

tarz durumlarin goriilmesi muhtemeldir.

Ayrik otu kokii ve ayrik otu yapragmin bagimsiz degiskenler olarak
kullanildig1 deney setinde ilk sette elde edilen verilerden yola ¢ikarak, ayrik otu kokii
konsantrasyonunun arttirilmasina karar verilmistir. Bu sebeple bu deney setinde
ayrik otu kokii 5-125 g/ ve ayrik otu yapragi ise 0-29,75 g/ L konsantrasyon
araliklarinda ve C/N oranlar1 ise 6,83 — 49,67 araliklarinda incelenmistir. Deneysel
sonuglar incelendiginde sabit ayrik yapragi derisimleri i¢in elde edilen H» veriminin
ayrik otu kokii derisiminin arttirilmasiyla birlikte artis gdsterdigi goriilmiistiir. En
yliksek verim 125 g/L ayrik otu kokii ile 0 g/L ayrik otu yapragi olan durumda
743,62 mL H>/ 100 mL olarak bulunmustur. Ayn1 zamanda Rm degerinin tiim sabit
ayrik otu yapragi derisimlerinde ayrik otu kokii derisiminin arttirilmasiyla birlikte
arttig1 ve sonra sabitlendigi goriilmiistiir. Buna gore ayrik otu kokii derisiminin
arttiritlmasinin Rm {izerinde etkili bir artis yaptig1 sdylenebilir. 35 g/L iizerindeki
ayrik otu kokii derisimleri i¢in ayrik otu yapragi derisiminin 0’dan 10-20 g/L
degerlerine kadar arttirilmast Rm iizerinde arttiric1 bir etki yaparken, daha yiiksek
ayrik otu yapragi derisimleri Rm degerlerinde azalmaya neden olmustur. En yiiksek
Rm degeri ayrik otu kok ve yaprak derisimlerinin 125 ve 14,875 g/L oldugu degerde
elde edilmistir. En yliksek TUYA verimi de 125 g/L ayrik otu kokii ve 14,875 g/L
ayrik otu yapragmin oldugu noktada 0,22 g TUYA / g TOK, olarak belirlenmistir.
Elde edilen tiim sonuglar irdelendiginde 125 g/L ayrik otu kokii ve 14,875 g/L ayrik
otu yapragi kullanilmasinin en uygun H> iiretimini sagladigi sonucuna varilmis ve bu

nokta i¢in tli¢ tekrarli verifikasyon deneyleri yapilmistir. Verifikasyon deney setinde
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elde edilen degerler ve model tahmini degerlerinin dogrulugu H> verimi i¢in %92,3,

Rm i¢in %67,7 ve TUYA verimi i¢in ise %92 olarak bulunmustur.

Literatiirde yapilmis olan ¢alismalar ile kiyaslandiginda bu c¢alismadan elde

edilen biyohidrojen verimleri biiylik oranda umut vaat etmektedir.

Bu tez kapsaminda elde edilen sonuglarin gelistirilmesi amaciyla ileriye

yonelik oneriler soyle siralanabilir:

Yapilan deneysel calismalarda karsilasilan en Onemli sorun, uygulanan
fiziksel 6n islem ile ayrik otu kokiiniin tam olarak toz haline getirilememesidir. Bu
durum deneysel ¢aligmalar sirasinda pH, TUYA gibi parametrelerin izlenmesi i¢in
numune alinmasinda zorluklar yasanmasimna neden olmustur. Bunlarin yami sira
organizmalarin ayrik otu kokiiniin sahip oldugu karbon azot ve fosforu tam olarak
kullanamamast sonucu ayrik otu kokiinden tam potansiyel ile biyohidrojen gazi
iretimi gergeklestirilememistir. Bu sebeple ayrik otu kokiinlin daha farkli ve daha
giclii 6n islemlerden gegirilmesi elde edilecek verimin arttirilmasinda faydal

olabilir.
Farkli as1 kiiltiirlerinin denenmesi ile elde edilen verim arttirilabilir.

Bu calismada farkli C/N oranlan ile ¢alisilmistir. Farkli fosfor kaynaklari
disiintilerek ayrik otu kokii ile biyohidrojen gazi iiretimi i¢in optimum C/N/P oram

belirlenebilir ve bu sayede elde edilen verim arttirilabilir.

Hibrit sistemler kullanilarak biyohidrojen gazi iiretim verimi arttirilabilir.
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6. EKLER

EK A: Ayrik Otu Kokii ve Amonyum Kloriir Karisim icin IBM SPSS

Anova Tablolari

Tablo A. 1: Ayrik otu kokii ve amonyum kloriir karigimi BW deneyi hidrojen verimi amag
fonksiyonu i¢in anova tablosu.

ANOVA
Kaynak Kareler Toplam1 df Ortalama Kareler
Regresyon 916115,772 6 152685,962
Artik 59833,431 2 29916,716
Diizeltilmemis | 975949,203 8
Toplam
Diizeltilmis 351452,707 i
Toplam

0,83.

Amag fonksiyonu: H, verimi (mL H>/100 mL)
a. R kare =1 - (Artik Kareler Toplami) / (Diizeltilmis Kareler Toplami) =

Tablo A. 2: Ayrik otu kokii ve amonyum kloriir karigimi BW deneyi hidrojen iiretim hizi

amag fonksiyonu i¢in anova tablosu.

ANOVA
Kaynak Kareler Toplami df Ortalama Kareler
Regresyon 454,240 6 75,707
Artik 23,095 2 11,548
Diizeltilmemis 477,335 8
Toplam
Diizeltilmis 135,355 7
Toplam
Amagc fonksiyonu: Rm (mL Hy/saat)
a. R kare =1 - (Artik Kareler Toplami) / (Diizeltilmis Kareler Toplami) =
0,829.
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Tablo A. 3: Ayrik otu kokii ve amonyum kloriir karigimi BW deneyi TUYA verimi amag
fonksiyonu i¢in anova tablosu.

ANOVA

Ortalama
Kaynak Kareler Toplami df Kareler
Regresyon 0,232 6 0,039
Artik 0,000 3 0,000
Diizeltilmemis 0,232 9
Toplam
Diizeltilmis 0,011 8
Toplam
Amag fonksiyonu: TUYA/TOKo (gUYA/gTOK,)
a. R kare =1 - (Artik Kareler Toplami) / (Diizeltilmis Kareler Toplami) =
0,978.

48



EK B: Ayrik Otu Kokii ve Ayrik Otu Yapragi Karisimi icin IBM
SPSS Anova Tablolar

Tablo B. 1: Ayrik otu kokii ve ayrik otu yapragi karisimi BW deneyi hidrojen verimi amag
fonksiyonu i¢in anova tablosu.

ANOVA

Ortalama
Kaynak Kareler Toplami df Kareler
Regresyon 1785254,369 6 297542,395
Artik 6462,717 3 2154,239
Diizeltilmemis 1791717,085 9
Toplam
Diizeltilmis 450741,094 8
Toplam
Amagc fonksiyonu: Hz verimi (mL H>/100 mL)
a. R kare =1 - (Artik Kareler Toplami) / (Diizeltilmis Kareler Toplami) =
0,986.

Tablo B. 2: Ayrik otu kokii ve ayrik otu yapragi karisimi BW deneyi hidrojen iiretim hizi
amag fonksiyonu i¢in anova tablosu.

ANOVA
Ortalama

Kaynak Kareler Toplami df Kareler
Regresyon 2020,164 6 336,694
Artik 16,665 3 5,555
Diizeltilmemis Toplam | 2036,830 9
Diizeltilmis Toplam 356,639 8
Amag fonksiyonu: Rm (mL H> / saat)
a. R kare =1 - (Artik Kareler Toplami) / (Diizeltilmis Kareler Toplami) =
0,953.

Tablo B. 3: Ayrik otu kokii ve ayrik otu yapragi karisimi BW deneyi TUYA verimi amag
fonksiyonu i¢in anova tablosu.

ANOVA

Ortalama
Kaynak Kareler Toplami df Kareler
Regresyon 0,232 6 0,039
Artik 0,000 3 0,000
Diizeltilmemis 0,232 9
Toplam
Diizeltilmis Toplam | 0,011 8
Amag fonksiyonu: TUYA/TOKo (g/g)
a. R kare =1 - (Artik Kareler Toplami) / (Diizeltilmis Kareler Toplami) =
0,978.
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