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Calismada; atik kuru incirde mikrodalga én islemi (250-800W)
uygulanarak aflotoksin giderimi ve en yliksek ¢oziinmiis seker eldesi
icin en 1yi kosullart saptanmigstir. Aflatoksini giderilmis atik kuru
incirlerin  biyohidrojen liiretim performanslart farkli substrat
(11.8-118 g/L) ve farkll organizma konsantrasyonlart (0.5-2.5 g/L)
denenerek test edilmistir. Mikrodalga islemi sonucunda 100 g/L atik
kuru incirden en yiiksek ¢oziinmiis seker konsantrasyonunu (89.7 g/L)
veren dalga boyu 400 W ve muamele stiresi 10 dk. olarak bulunmustur.
Bu kogsullarda %46.2 seker hidrolizlenmesive %77.8 aflatoksin giderimi
saglanmigstir. En yiiksek kiimiilatif hidrojen gazi hacmi, hidrojen gazi
liretim verimi, hidrojen gazi tiretim hizi; 59 g/L baslangi¢c substrat
konsantrasyonunda sirasiyla, 161.9 mL, 207.5 mL Hz/g toplam seker,
1.75 mL/sa. olarak bulunmustur. Farkli substrat konsantrasyonlarinin
kullanildigi deneylerde tiretilen organik asitlerden, laktik asidin ytiksek
miktarlarda iiretiliyor olmasina ragmen, bazi deneylerde biitrik aside
déniistiigii gozlemlenmistir. Bu da biyohidrojen gazi tiretimlerinde artis
saglamistir. Organizma miktar1 degisim deneylerinde sekerin tim
deney ortamlarinda tiiketildigi gézlenmis ve bagarili bir sekilde
hidrojen gazi tiretimi gerceklesmistir. Yogunluklu olarak biitrik asit
liretilen deney ortamlarinda en yiiksek hidrojen gazi iiretim verimi 1
g/L organizma iceren deney ortaminda 124.28 mL H:/g toplam seker
olarak elde edilmistir. Organizma konsantrasyonu arttikca spesifik
hidrojen iiretim hizinda (SHUH) diisiis gézlenmistir. En yiiksek SHUH,
0.5 g/L organizma iceren fermentasyon ortaminda 3.83 mL H:/g
biyokiitle saat olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin, Atik kuru incir, Biyohidrojen iiretimi,
Substrat konsantrasyonu, Organizma konsantrasyonu.

Abstract

In the study, the best conditions for aflatoxin removal and the highest
dissolved sugar were determined by applying microwave pretreatment
(250-800W) to waste dried figs. Biohydrogen production performances
of aflatoxin-free dried figs were evaluated by testing different substrate
(11.8-118 g/L) and different organism concentrations (0.5-2.5 g/L). The
optimum microwave of the microwave pretreatment process, giving the
highest dissolved sugar concentration (89.7 g/L) from 100 g/L waste
dried figs was 400 W and the treatment time was 10 minutes. Under
these conditions, 46.2% hydrolysis of sugars and 77.8% aflatoxin
removal were achieved. At the initial substrate concentration of 59 g/L,
the highest cumulative volume of hydrogen gas, hydrogen gas
production yield, hydrogen gas production rate were found as 161.9 mL,
207.5 mL Hz/g total sugar, 1.75 mL/hour, respectively. Although lactic
acid was produced in high amounts from organic acids produced in
experiments using different substrate concentrations, it has been
observed that it is converted into butyric acid in some experiments. This
resulted as an increase in biohydrogen gas production. In different
organism amount experiments, it was observed that sugar was
consumed in all experiments and hydrogen gas was produced
successfully. Butyric acid was the main organic acid in the experimental
media where the highest hydrogen gas production yield was produced
in 1 g/L as 124.28 mL H:/g total sugar. The specific hydrogen gas
production rate (SHPR) decreased with increasing organism
concentrations. The highest SHPR was obtained with 0.5 g/L organism
concentration as 3.83 mL Hz/g biomass hour.

Keywords: Aflatoxin, Waste dry fig, Biohydrogen production,
Substrate concentration, Organism concentration.

1 Giris
Biyokiitleden karanlik fermentasyon yoluyla biyohidrojen
iretimi, biyofotoliz ve fotofermentasyon gibi biyolojik
metotlara kiyasla daha diisiik maliyet, yliksek enerji verimi ve
yiiksek substrat déniigiim etkinligine sahiptir [1]-[6]. Uretimin
1518a bagiml olmamasi, atiksu da dahil olmak tizere ¢ok farkl
karbon kaynaklarinin substrat olarak kullanilabilir olmasi ve
biiyiik 6lgekte liretim goz oniline alindifinda mikroorganizma
konsorsiyumu olarak karisik kiiltiirlerin kullanimina elverisli
olmasi karanlik fermentasyonu biyohidrojen tiretiminde tercih
edilen bir iiretim teknolojisi haline getirmektedir [7]. Ornegin,
bugdaydan fotofermentasyon ve karanlik fermentasyon
yoluyla biyohidrojen iiretimi, iretim potansiyelleri bakimindan
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karsilagtirilmis ve sirasiyla 1 mol glikoz basma 1.23 mol H: ile
1.9 mol Hz verimlerine ulasilmistir [4].

Karanlik fermentasyonla biyohidrojen iretiminde tarimsal
atiklar, lignoseliilozik atiklar, evsel kat1 atiklar, mutfak atiklari,
sebze ve meyve atiklari gibi karbonhidratca zengin ve 6zellikle
ilkemizde atik olma potansiyeli yiliksek olan substratlar
kullanilabilmektedir [8],]9]. Bu substratlar icinde meyve
atiklari, hem nem icgerikleri hem de yiiksek oranda ugucu kati,
niitriyent icermeleri ve yiiksek seker konsantrasyonlar ile
biyoparcalanabilir =~ olmalar1 gibi 6zellikleri sayesinde
biyohidrojen {retiminde ideal bir substrat olarak dikkat
cekmektedir [10]-[12]. Ancak kompleks seker yapilarinin
kolayca fermente edilebilen basit seker formlarina
doniisebilmesi i¢in fermentasyon o6ncesi alkali, asidik, termal
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veya mikrodalga i1sinlar1 ile uygulanabilen bir 6n islem
basamagi gerekmektedir [7]. Bir ¢calismada, meyve atiklariin
karanlik fermentasyonla biyohidrojen liretimine tabi tutulmus
ve mikrodalga ve buharl 1s1l isleme maruz birakilan meyve
atiklarindan 24 saatin sonunda 2526 mL/L hidrojen tretilerek
2.43-2.51 mol hidrojen/mol heksoz verimine ulasilmistir [10].
Silva ve dig.(2018) Cashew elma kiispesini, fermentasyon
oncesinde hidrojen peroksitle 6n muamele etmis ardindan
asidik ve enzimatik hidrolize maruz birakmistir. Asidik hidroliz
herhangi bir 6n muamele olmaksizin en yiiksek hidrojen
verimini (15 mmol Hz/Lhidrolizat) verirken hidrojen
peroksitle 6n muameleli Cashew elma kiispesinin verimi %67
oraninda diismistiir [13]. Amekan (2018) ve dig., kavun
atiklarindan, meyve atig1 ciiriitiicii tankindan izole edilerek
zenginlestirilen mikroorganizma kiltiiriini kullanmis ve
743 mL kimilatif hidrojen (207.56 mL/g ucgucu Kkat1)
iretebilmistir [14]. Portakal, elma, kavun, lziim ve muz
atiklarinin biyohidrojen tiretiminde ise ayr1 ayr1 ve farkl
kombinasyonlar halinde atiklar denenmis; elma atiginin tek
basina kullanildig1 ve portakal atiginin meyve karisiminda %20
oraninda kullanildig iki farkli durumda sirasiyla 504 mL/g ve
513 mL/g ugucu kat1 bulunmustur [15].

Diinya iizerinde tretilen toplam meyve miktarinin ciddi bir
kism1 (640 milyon tondan fazlasi) uygun olmayan firetim,
tasima ve depolama Kkosullari, diisiik kalite ve 0zellikle
uygunsuz saklama Kkosullarinin tetikledigi mikotoksin
kontaminasyonu sebebiyle atik durumuna gelmektedir
[10],[11],[16]. Tirkiye'nin ihracatinda ve tretiminde diinyada
ilk swralarda yer aldigi meyvelerden olan kuru incirin
mikotoksinle kontaminasyonunun gida tiiketimi ag¢isindan
yarattig1 endiseler, bu kuru meyveleri biyohidrojen tiretimi i¢cin
potansiyel bir hammadde haline getirmistir. Cogunlukla
uygunsuz depolama kosullar1 altinda Aspergillus sp. gibi
filamentéz mantarlar tarafindan kontamine olan gidalarda
yayllim gosteren mikotoksinlerin simdiye dek tanimlanmis
400’e yakin tiiri bulunsa da literatiirde bir¢ok c¢alisma
aflatoksin ve okratoksin-A (OTA) iizerine odaklanmistir [17].
Kuru meyvelerde 6zellikle kurutma prosesinden sonra nemli
cevresel sartlarin ortaya ¢ikmasi, kuru incirde aflatoksin
birikmesine neden olmaktadir [18],[19]. Aflatoksinle
kontamine olmus kuru incirler endiistride alkol
fermentasyonunda kullanilabilmektedir. Celiktas (2015),
mikotoksinli kuru incirleri kullanarak 25 g/L indirgen sekerden
59 g/L etanol iretebilmistir [19]. Bir baska c¢alismada,
aflatoksinli misir, biyogaz (metan ve CO2) iiretiminde
degerlendirilmis ve anaerobik ¢lirlime prosesi ile es zamanl
olarak %95’e varan oranlarda aflatoksin degradasyonu
gerceklestirilmistir [20]. Literatiirde mikotoksin igeren
meyvelerden biyogaz liretimine odaklanan pek ¢ok calisma
bulunmasina karsin biyohidrojen iiretiminde AFA ve OTA
etkisine dair ¢alisma bulunmamaktadir.

Mikotoksinle kontamine hammaddelerin biyogaz iiretiminde
kullanilmasi, mikotoksinlerin sahip oldugu kompleks ve stabil
yapilari sebebiyle anaerobik ¢iliriimenin gidisatini ve kalitesini
dolayisiyla biyogaz verimini olumsuz yonde
etkileyebilmekedir. Ozellikle yluksek mikotoksin
konsantrasyonlarinin mikrobiyal konsorsiyumu degistirdigini
ifade eden ¢alismalar mevcuttur. AFB1 ile kontamine misir yar1
siirekli modda biyogaz {retiminde degerlendirilmistir.
Calismada, 25 pg/kg diizeyinde AFB1 konsantrasyonunun
biyometan verimi tizerinde bir etkisi olmadig1 gézlemlenirken;
100 pg/kg AFB1 kontaminasyonunun organik asit birikimi

izerinden prosesin inhibisyonuna sebep oldugu sonucuna
ulasilmistir [21],[22].

Aflatoksin  degradasyonunda kizartma, kuru sicaklik
uygulamasi, radyasyon, ozon, amonyak, hidrojen bisiilfit,
hidrojen peroksit, sitrik asit veya laktik asit vb. kimyasal
muamelesi, enzimatik veya mikrobiyolojik prosesleri kapsayan
yontemler kullaniliyor olsa da son yillarda dikkat ceken su
destekli mikrodalga uygulamasi, mikotoksinin dekompozisyon
sicakligini diisiirerek pargalanma ytizdesini arttirmasi gibi bir
avantaja sahiptir. Ayrica bu uygulamalarda kullanilan su,
mikrodalga enerjisini emerek 1siy1 liretmek icin miikemmel bir
araci gorevini gormektedir. Mikrodalganin uygulama siiresi ve
glici arttirilldikga degradasyonun arttigina isaret eden
calismalar mevcuttur [23]-[26].

Bu calismada, farkli muamele siireleri ve mikrodalga giiciinde
su destekli mikrodalga yontemi uygulamasi ile en verimli
mikotoksin giderim metodu uygulanarak aflatoksin giderimi
yapilmis kuru incirde biyohidrojen tiretimi gerceklestirilmistir.
Calismanin son asamasinda farkli baslangic substrat
konsantrasyonu ve mikroorganizma konsantrasyonlarinda
biyohidrojen {iretim prosesinin c¢iktilar1 degerlendirilerek
mikotoksin giderimi yapilmis meyvelerde optimum substrat ve
organizma konsantrasyonlari belirlenmistir.

2 Materyal ve metod
2.1  Substrat hazirhg

Mikotoksinle kontamine olmus kuru incir Ege Ihracatg
Birliklerinden temin edilmistir. Deneylerde kullanilan kuru
incir %43-55.8 araliginda toplam seker icerigine sahiptir
(Analiz metodu: Dubois metot) Toplam seker miktarini
1:1 oranda glikoz ve fruktoz olusturmaktadir. Kuru incirin nem
icerigi %16.5 olarak bulunmustur. Kuru incir, 69+9.12 ug/kg
aflatoksin B1, 5.99+0.64 pg/kg aflatoksin B2, 84.86+11 ng/kg
aflatoksin G1, 5.79+0.9 nug/kg aflatoksin G2 (analiz metodu; R-
Biopharm (analiz metodu; VICAM) icermektedir.

Deneylerde 18.5 g/L konsantrasyonda mikotoksin igeren kuru
incir kii¢iik parcalar (71 mm ¢apli) haline getirilerek 6nisleme
tabii tutulmus ve fermentasyon ortamina aktarilmistir.

Mikotoksin iceren kuru incirler, mikrodalga 6n muamelesinin
aflatoksin  giderimine olan etkisini gozlemlemek ve
fermentasyon dncesinde maksimum seker konsantrasyonunun
elde edildigi kosullar1 belirleyebilmek i¢cin 100 g/L baslangi¢
substrat konsantrasyonunda, farkli mikrodalga giici
(250 W-800 W) ve farkli muamele siirelerinde (0-60 dk.)
mikrodalgada 6n muameleye maruz birakilmistir. Kullanilan
mikrodalga giicleri 250, 350, 400, 600, 700 ve 800 Wattir. Her
5 dk’da bir numuneler alinarak mikrodalga isleminden elde
edilen toplam seker miktarlarina bakilmistir.

2.2 Deneysel tasarim

Kesikli karanlik fermentasyon denemeleri, 250 mL’lik serum
siselerinde (Isolab-Germany Boro 3.3) farkli substrat
konsantrasyonlarinda (11.8- 29.5- 59- 88.5- 118 g/L) ve farkl
organizma konsantrasyonlarinda (0.5-1-1.5-2-2.5 g/L)100 mL
calisma hacminde yiiriitilen ¢alismalarda deney ortamlari,
fermentasyon Oncesinde yaklasik 50-60 mL su ilavesiyle
gerceklestirilmistir. Negatif kontrol fermentasyon ortami
organizma icermemektedir. Secilen optimum mikrodalga giicti
ve uygulama siiresinde 6n muameleye tabii tutulan atik
meyveler kullanilmistir. Fermentasyon ortami, 2.8 g/L K2HPO4,
3.9 g/L KH2PO4, 0.25 g/L MgSO04, 10 g/L pepton, 0.6 g/L maya
oziitii ve 0.1 g/L L-sisteinden olugsmaktadir [27].
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Fermentasyon, mezofilik (37 °C) kosullarda 14 giin boyunca
yuritilmistiir. Fermentasyon 6ncesinde deney ortamlarinin
pH1, 10M NaOH kullanilarak 7.2’ye ayarlanmis ve siseler
121 °Cde 15 dk. boyunca otoklavlanmistir.  Anaerobik
kosullarin saglanmasi1 amaciyla siselerin iist kismindan azot
gazi gecirilmis ve gaz sizdirmazliginin saglanmasi igin siseler
tipalarla kapatilarak kapaklarinin ¢evreleri silikonlanmigtir.
Negatif kontrol hari¢ tiim deney siselerine %10 (v/v) oraninda
inokulasyon yapilmistir.

Deneylerde, maksimum biyohidrojen {retim verimi ile
kiimiilatif hidrojen hacmini veren baslangic substrat
konsantrasyonunu iceren fermentasyon ortamlarina farkl
miktarlarda organizmanin (0.5-1-1.5-2-2.5 g/L) ilave
edilmesiyle biyohidrojen iiretimi gerceklestirilmis ve en iyi
hidrojen  liretim  potansiyelini  gdsteren  organizma
konsantrasyonu belirlenmistir.

2.3  Organizma hazirhg

Deneylerde organizma olarak kullanilan anaerobik camur,
zmir'de faaliyet gdsteren Pakmaya fabrikasindaki anaerobik
atik su aritma tesisinin asidojenik fazindan temin edilmistir.
Camur, spor formundaki hidrojen iireten bakterileri karisik
bakteri kiiltiirinden ayirabilmek i¢in pH:5’te 1 sa. boyunca
kaynatilmigtir. On islem gérmiis aktif camur, 10 g/L glukoz,
2.8 g/LK2HPO4, 3.9 g/L KH2P04,0.25 g/L MgS04, 10 g/L pepton,
0.6 g/L maya ozitii ve 0.1 g/ L L-sistein iceren ortama
asitlanmistir [27]. Sisenin iist kismindan azot gazi gecirilerek
anaerobik kosullar saglanmis ve 37°C’de, 7.2 baslangi¢c pH'inda
2 giin boyunca inkiibe edilen organizmalar, 2. giin sonunda
deney siselerine asilanmaya hazir hale gelmistir.

2.4  Analitik metotlar

Fermentasyon ortamlarinin sivi kisim analizleri i¢in her giin
deney siselerinden 5 mL 6rnek alinmis, 8000 rpm’de 15 dk.
boyunca santrifiij edilmistir. Elde edilen berrak {ist sivida pH,
toplam seker konsantrasyonu, basit seker kompozisyonu ve
toplam ugucu yag asidi (TUYA) konsantrasyonu analizleri
yapimistir. Toplam seker konsantrasyonu icin asit-fenol
spektrometrisi metodu kullanilmistir. Basit seker ve TUYA
konsantrasyonunun analizi i¢in ylksek saflikta siv1
kromatografisi (HPLC, Agilent 1100; Aminex HPX-84H kolonu)
kullanilmistir. Mobil faz 0.6 mL/dk. akis hizinda 5 mM
H2S04’tiir. Glukoz ve fruktoz konsantrasyonlari 37 °C sicaklikta
RID ile; TUYA konsantrasyonlariise 220nm’de UV dedektdrii ile
tespit edilmistir.

Gaz fazindaki analizler i¢in fermentasyon siselerinden her giin
gaz sizdirmaz cam siringa ile 6rnek alinmistir. Hidrojen gazi
konsantrasyonu, gaz kromatografisi (Agilent 6890 N-GC) ile
Olgiilmiistiir. Kolon olarak Alltech, Hayesep D 80/100 (6 in. x
1/8in.x 0.85 in.) ; tasiyici gaz olarak ise 30 mL/dk. akis hizinda
azot kullanilmistir. Firin, enjeksiyon, dedektér ve filament
sicakligr sirasiyla 35 °C, 120 °C, 120 °C, 140 °C'dir. Uretilen
toplam gaz hacmi %2 H2S04 ve %10 NaCl iceren soliisyon
kullanilarak su yer degistirme metodu {zerinden
hesaplanmistir [27].

Kiimiilatif hidrojen gazi1 hacmi, hidrojen gaz liretim verimi ve
hidrojen gazi iiretim hizi hesaplamalari Ozmihg1 ve dig.
(2022)’den alinmistir [27].

3 Bulgular ve yorumlar

Bu ¢alismada, mikrodalga 6n islemi uygulanan kuru incirdeki
aflatoksin giderilmeye c¢alisilmistir. Mikotoksini giderilen
substratlarda substrat ve organizma konsantrasyonlari

degistirilerek en iyi hidrojen gaz1 tretim potansiyeli olan
kosullar saptanmistir.

Mikotoksinin biyohidrojen iiretimi iizerine etkisi daha 6nce
yayinladigimiz makalede atik kuru incir ve kuru iziim i¢in
incelenmistir [27]. Bu makaleye gore, atik substratlardaki
mikotoksin varligi, biyohidrojen iiretiminde mikotoksinsiz
kuru meyvelere kiyasla kuru tiziimde 3.27 kat; kuru incirde ise
3.29 kat azalmaya sebep olmustur. En yiiksek Kiimilatif
Hidrojen Hacmi (KHH) ve hidrojen iiretim verimi,
mikotoksinsiz kuru incirde sirasiyla 267 mL ve 78.8 mL Hz/g
toplam seker olarak bulunmustur. Bu ¢alismada, substratlara
uygulanan asidik 6n muamele, KHH {izerinde artisa sebep
olmadigr gibi, mikotoksinsiz meyvelerde biyohidrojen
iretimini negatif yonde etkilemistir. Asitle 6n muamele,
yenilebilir kuru {iziimiin kullanildigi deney ortamlarinda
KHH'1n %34 oraninda azalmasina neden olmustur. Bu durum,
ozellikle asitle 6n islem sirasinda biyohidrojen iiretimini
baskilayabilecek 5-HMF ve furfural gibi inhibitorlerin
olusumuyla agiklanabilir [28]. Hem pozitif kontrol
fermentasyon ortamlariyla hem de mikotoksin icermeyen
substratlarla  kiyaslandiginda mikotoksinli substratlarin
kullanildig1 deney ortamlarinda kiimiilatif hidrojen hacmindeki
belirgin diisiis, mikotoksinin biyohidrojen iiretimi tizerinde
negatif etkisi oldugunu gostermistir. Yine ayni ¢alismada,
toplam ugucu yag asitlerinin (TUYA) deney sonundaki
konsantrasyonlari asetik asit (AA) ve biitrik asit (BA) iiretimi
gerceklesmekte olup mikotoksin iceren substratlarda AA: BA
orani 8ile 12 araliginda degismektedir. Buna karsin mikotoksin
icermeyen ortamlarda AA: BA orani 1.4 ile 2 araligindadir. Bu
durum, fermentasyon ortamlarinda AA: BA oranlarinin max.
KHH iizerinde etkisi oldugunu gostermektedir. Deney
ortamlarindaki yiiksek TUYA birikimi, {riin inhibisyonu
yaratmakta ve ozellikle mikotoksin igeren ortamlarda iriin
inhibisyonu iizerinden hidrojen tretim hacminde diisiis
meydana getirmektedir [29]-[31].

3.1 Mikrodalga uygulamasi ile mikotoksin giderimi

Su destekli mikrodalga uygulamasi ile maksimum toplam seker
konsantrasyonunu (hidroliz orani) veren ve mikotoksin
giderim yiizdesi en yiiksek olan dalga boyu araligi tayin
edilmistir. Bu amagla 250 W-800 W araliginda mikrodalga giicii
kullanilmistir. 100 g/L baslangi¢ substrat
konsantrasyonundaki  mikotoksinli kuru incir deney
ortamlarina 60 dk. siire boyunca uygulanarak her 5 dk.’da bir
toplam seker konsantrasyonu analizi yapilmistir. Farkl
mikrodalga glici uygulamalarinda toplam seker
konsantrasyonunun zamanla degisimi Sekil 1'de ifade
edilmektedir. Agik¢a goriildiigi tizere 6zellikle 400W ve 800W
araligindaki uygulamalarda 10 ila 20. dk.’dan sonra toplam
seker konsantrasyonu azalma egilimi gostermektedir. Bu
durum ytiksek uygulama giiciinde olusan agir1 1sinmanin, seker
formunun kaynama noktasinin izerine c¢ikip, seker
karamelizasyonuna yol agmasiyla ag¢iklanabilir [32]. 250 W ve
350W  mikrodalga giiclinde ise toplam seker
konsantrasyonundaki diisiis, sicaklik artisinin daha 1ilimh
gerceklesmesinden dolayr 45. dk’dan sonra gdzlenmistir.
Ancak diisiik mikrodalga giiciinde ulasilabilen maksimum
toplam seker konsantrasyonu 54 g/L ile simnirh kalmistir. En
yuksek toplam seker miktar1 ise 400 W mikrodalga giiciinde
10 dk. uygulama sonrasinda 89.7 g/L olarak elde edilmistir.
400 W’dan daha yiiksek mikrodalga giiciindeki uygulamalarda
toplam seker konsantrasyonunun azalma trendine girdigi
gorilmektedir.
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Sekil 1. Farkl mikrodalga giiciinde (250W-350W-400W-
600W-700W-800W) 60 dk. uygulama siiresi boyunca toplam
seker konsantrasyonlarinin zamana bagli degisimi.

Figure 1. Time-dependent variation of total sugar
concentrations during 60 min application period at different
microwave power (250 W-350 W-400 W-600 W-700 W-800 W).

Benzer sonuglar mikrodalga uygulamasi ile maksimum
fermente edilebilir seker ortaya c¢ikarmaya ¢alisan bir
calismada da gorilmiistiir [33]. Elde edilebilen en yiiksek seker
konsantrasyonlari Sekil 2’de verilmektedir.
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Sekil 2. Farkli mikrodalga giiclindeki uygulamalarda elde
edilen maksimum seker konsantrasyonlari (g/L).

Figure 2. Maximum sugar concentrations (g/L) obtained in
different microwave power applications.

Daha once de agiklandig1 tlizere 250 ve 350 W’ta ve
700-800W’ta elde edilen toplam seker miktarlar1 yaklasik
olarak 50 g/L civarlarinda seyretmektedir. 600W ta seker
konsantrasyonu 60 g/L civarlarinda olsa da en yiiksek seker
konsantrasyonu ortalama dalga boyu olan 400W’ta elde
edilmistir. Hidroliz oranlar1 (%) Sekil 3’te gosterilmis ve
asagidaki denklem ile hesaplanmistir:

((Cs — €0))/Co) * 100 (1)

Denklemde, Cs: Mikrodalga sonrasinda suya gecen toplam
seker konsantrasyonu ve Co: Baslangicta suya gegen toplam
seker konsantrasyonunu ifade etmektedir.

Buna gore 400 W ve 600 W mikrodalga gii¢lerinde, sirasiyla
%46.2 ve %44.3 ile en yliksek hidroliz verimlerine ulasilmistir.
600W’dan sonra hidroliz yiizdesinde ciddi bir diisiis meydana
gelmigtir. Ustelik 800W’daki ani 1sinma, seker miktarindaki
artis1 cok diistik oranda etkileyerek hidroliz veriminin en diisiik
uygulama giiciiniin (250 W) yarattigi verimden bile diisiik

kalmasina neden olmustur. Ancak diisiik mikrodalga giiciinde
yine de dikkate deger bir hidroliz ger¢ceklesmemistir.
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Sekil 3. Farkli mikrodalga giiclindeki uygulamalarda elde
edilen hidroliz oranlar1 (%).

Figure 3. Hydrolysis rates (%) obtained in different microwave
power applications.

400 W mikrodalga giiciinde 10 dk. uygulama siiresi en yiiksek
hidroliz orami ile maksimum seker miktarini verse de
mikotoksin giderim yiizdesi ve uygulama sonucunda 6l¢iilecek
toplam aflatoksin konsantrasyonu, mikotoksinin kuru
meyvelerde biyohidrojen iiretim verimi ile KHH1 negatif
etkiledigi sonucuna varildigindan, mikrodalga uygulama giicii
ve sliresinin secimi i¢in diger bir 6nemli faktordiir. 250 W,
400W ve 600W mikrodalga gliclerinde uygulama siireleri
sonunda elde edilen aflatoksin konsantrasyonlar1 sonuglari
Tablo 1’de ifade edilmistir.

Tablo 1. Farkli mikrodalga uygulamalari sonucunda elde
edilen AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 ve toplam aflatoksin
konsantrasyonlari (pg/kg).

Table 1. AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 and total aflatoxin
concentrations (ug/kg) obtained as a result of different
microwave applications.

Mikrodalga uygulamasi 400W 600W
sonrasi aflatoksin
miktarlan (pg/kg) 250W
AFB: 26.97+0.42 2548+1.35 21.04+0.8
AFB:2 11.93+0.38 11.44+1.46 4.95+0.78
AFG: 0 0 11.92+082
AFG: 0 0 2.58+0.8

Toplam Aflatoksin 38.9+0.4 36.92+1.4 40.49+0.8

Toplam aflatoksin giderim ytlizdesi 250 W, 400W ve 600W
mikrodalga giicli uygulamasi sonucunda sirasiyla 76.6, 77.8 ve
75.1 olarak bulunmustur (baslangic toplam aflatoksin
konsantrasyonu 166 pg/kg). Daha diisiik mikrodalga giiclinde
AFG1 ve AFG2 giderimi %100 iken 600 W’da sirasiyla %86 ve
%57 ile smirh kalmistir. Toplam aflatoksin giderimi
bakimindan her ii¢ mikrodalga giicii arasinda anlamli bir
farklilk bulunamamistir. Bu nedenle hem elde edilen
maksimum toplam seker konsantrasyonu hem de mikrodalga
giderim yiizdesi bir arada degerlendirildiginde fermentasyon
oncesi substrata uygulanacak en uygun 6n muamele yontemi
olarak 10 dk. boyunca 400 W’ta mikrodalga muamelesi
secilmistir.

3.2 Substrat konsantrasyonunun biyohidrojen iiretimi
iizerine etkisi

Substrat olarak kullanilacak mikotoksin igeren kuru incirler,
fermentasyon oncesinde 10 dk. boyunca 400 W giiciinde
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mikrodalga islemine maruz birakilarak 11.8 g/L, 29.5 g/L,
59 g/L, 88.5 g/L ve 118 g/L olmak tizere 5 farkli substrat
konsantrasyonunda biyohidrojen {retim potansiyelleri
degerlendirilmistir. Sekil 4'te farkh substrat
konsantrasyonlarinda KHH'In zamana bagh degisimi
gosterilmektedir. En yiiksek KHH, 59 g/L baslangi¢ substrat
konsantrasyonunun kullanildigi deney ortaminda 380 sa.
sonunda 161.9 mL olarak elde edilmistir. 59 g/L’ ye kadar artan
substrat konsantrasyonlarina paralel olarak hidrojen
tretiminde de artis gozlenmistir. Ancak, daha yliksek
konsantrasyonlarda substrat inhibisyonu sebebiyle hidrojen
tretiminde diisiis meydana gelmistir. En disik KHH,
118 g/L’de 80 mL olarak bulunmustur. Diisiik substrat
konsantrasyonlarinda (11.8 ve 29.5 g/L) toplam seker, 72 ile
96. saatler arasinda tamamen tiikenerek pH yaklasik
6.5 civarlarinda sabit kalmakta (veri gosterilmemistir)
fermentasyon ilk birkag¢ giin icerisinde sonlanarak KHH sabit
duruma gelmektedir.
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Sekil 4. Farkl substrat konsantrasyonlarinda kiimiilatif
hidrojen hacminin zamana bagh degisimi.

Figure 4. Time-dependent variation of cumulative hydrogen
volume at different substrate concentrations.

Sekil 5 (A-E), farkli substrat konsantrasyonlarindaki
fermentasyon sirasinda f{retilen ucucu yag asitlerinin
kompozisyonlarini ve Kkonsantrasyonlarinin zamana bagh
degisimini gostermektedir. Propiyonik asit, tiim fermentasyon
ortamlarinda ihmal edilebilir dlzeydedir. Tim deney
ortamlarinda laktik asit birikimi goézlense de diisiik substrat
konsantrasyonlarinda laktik asit tiiketimine es zamanl olarak
biitrik asit olusumu gozlenmekte ve buna paralel olarak
hidrojen iiretimi gergeklesmektedir. Literatiirdeki kesikli
karanlik fermentasyon c¢alismalarindan, hidrojen {ireten
mikrobiyal konsorsiyumlarin veya Clostridium butyricum saf
kiltiirlerinin laktat ve asetat1 biitrik asite cevirme yeteneginde
olduklar1  bilinmektedir = [34],[35]. Yiiksek  substrat
konsantrasyonlarinda ise deney ortamlarindaki laktik asit
tiiketilemeyerek hidrojen iiretimi {izerinde inhibe edici bir etki
gostermistir. 118 g/L substrat konsantrasyonuna sahip deney
ortaminda laktik asit miktar1 384 saat sonunda 76.5 g/L iken
biitrik asit olusumu gézlenmemis ve asetik asit konsantrasyonu
ise yalmizca 4.18 g/L olarak bulunmustur. Buna karsin en
yiksek KHH'In elde edildigi 59 g/L baslangi¢ substrat
miktarinda toplam asetik asit ve biitrik asit konsantrasyonu
toplam1 16.45 g/L; laktik asit konsantrasyonu ise 12.47 g/L
olarak elde edilmistir. Fermentasyonun ilk giinlerinde tiretilen
laktik asidin neredeyse %70’i tiiketilmis ve 59 g/L’den daha
ylksek substrat konsantrasyonlarinda laktik asit birikiminin
yarattigl inhibisyon bu deney ortaminda gozlenmemistir.
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Sekil 5. Farkl substrat konsantrasyonlarinda toplam ugucu
yag asidi (TUYA) konsantrasyonlarinin zamana bagh degisimi
(A=11.8 g/L; B=29.5 g/L; C=59 g/L; D=88.5 g/L; E=118 g/L).

Figure 5. Time-dependent variation of total volatile fatty acid
(TVFA) concentrations at different substrate concentrations
(A=11.8g/L; B=29.5 g/L; C=59 g/L; D=88.5 g/L; E=118 g/L).

Sekil 4’deki kiimiilatif hidrojen hacmi verileri de ele alindiginda
artan asetik asit ve bitrik asit konsantrasyonlarinin
biyohidrojen liretiminde artis1 sagladig1 ancak yiiksek miktarda
laktik asit tiretiminin hidrojen iiretimini oldukc¢a kisitladig
sonucuna ulagilmaktadir. Asetik asit (AA) ve Biitrik Asit (BA)
oranlarina bakildiginda ise oranlarin artikga verimlerin
distiigi gézlenmistir. Substrat konsantrasyonlarinin 11.8 g/L;
29.5 g/L; 59 g/L; 88.5 g/L; 118 g/L oldugu kosullarda AA: BA
oranlari sirasiyla 1.89, 1, 0.64, 0.87, 20.9 olmustur. Kiimiilatif
hidrojen {iiretimine paralel olarak harcanan seker basina
maksimum hidrojen tiretim verimi en yiiksek 59 g/L substrat
iceren deney ortaminda 207.5 mL Hz/g toplam seker olarak
bulunmustur (Sekil 6).
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Sekil 6. Farkl substrat konsantrasyonlarinda elde edilen
hidrojen gazi liretim verimleri ve volumetrik hidrojen gazi
tiretim hizlar1 (VHUH); m Verim, m VHUH.

Figure 6. Hydrogen gas production efficiencies and volumetric
hydrogen gas production rates (VHPR) obtained at different
substrate concentrations, m Yield, m VHPR.

Daha yiiksek konsantrasyonlarda verim azalma egilimi
gostermektedir. Sekil 6B’da deney ortamlarina iligkin hidrojen
tretim hizlar1 gosterilmektedir. En yiliksek hidrojen tiretim
hizina en diisiik substrat konsantrasyonunu igeren deney
ortaminda ulasilmistir. Bunun sebebi, diisiik substrat
konsantrasyonlarinda organizmanin metabolizmas1 geregi
sekeri hizli bir sekilde tiiketerek asetik ve biitrik asit yolagi
tizerinden hidrojen doniisiimiinii etkin bir sekilde
gerceklestirebilmesidir. Yiiksek seker konsantrasyonlarinda
organizmanin ortama adaptasyonu uzun sirmekte bununla
birlikte seker hidrolizi de es zamanl olarak devam ettiginden
fermentasyon  sliresi  uzamaktadir. 59 g/L  seker
konsantrasyonunda 1.75 mL/saat hidrojen gazi elde edilerek
11.8 g/L substrat konsantrasyonuna yakin bir hiz elde
edilmistir.

Elde edilen KHH, hidrojen iiretim verimi ve hidrojen tiretim hizi
verileri bir arada ele alindiginda optimum substrat
konsantrasyonu olarak 59 g/L secilmistir ve deneylerin bir
sonraki asamasinda en uygun mikroorganizma
konsantrasyonunun se¢iminde tiim deney ortamlarinda 10 dk.
siire boyunca 400W mikrodalga uygulama giiciinde 6n
muamele edilmis 59 g/L baslangi¢c konsantrasyonunda atik
kuru incirler kullanilmistir.

3.3 Mikroorganizma miktarinin biyohidrojen iiretimi
uzerine etKisi

Anaerobik ¢amurdan mikotoksin giderimi yapilmis kuru
incirlerin kesikli karanlik fermentasyon ile biyohidrojen
tiretimlerinde en uygun baslangi¢ substrat konsantrasyonunda
(59 g/L) yiuritiilen deneylerde 5 farkli organizma miktari
(0.5g/L,1g/L,1.5g/L,2g/Lve2.5g/L) kullanilarak organizma
konsantrasyonunun biyohidrojen iiretimi {zerine etkisi
arastirllmistir. Sekil 7’de deney ortamlarina ait kiimilatif
hidrojen gazi hacminin zamana bagh degisimi gosterilmektedir.
En yiiksek KHH, 2.5 g/L organizma igeren fermentasyon
ortaminda 438 mL olarak elde edilmistir. Bunu, 421 mL ile
1 g/L organizma igeren deney ortami takip etmektedir.

En diisik mikroorganizma miktarinda, fermentasyon
basladiktan sonraki ilk 93 sa. icerisinde toplam seker
konsantrasyonu 39.5 g/L’den 13,4 g/L’'ye diismesine ragmen
(Sekil 8) hidrojen iiretimindeki logaritmik artis ancak 93.
saatten sonra gerceklesmistir.
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Sekil 7. Farkli mikroorganizma miktarlarinda kiimilatif
hidrojen gaz1 hacminin zamana bagh degisimi.

Figure 7. Time-dependent variation of cumulative hydrogen gas
volume in different microorganism amounts.
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Sekil 8. Farkli mikroorganizma miktarlarinda toplam seker
konsantrasyonunun zamana bagh degisimi.

Figure 8. Time-dependent variation of total sugar concentration
in different microorganism amounts.

Bu durum, diisiik organizma konsantrasyonunda bakterilerin
ortamdaki sekeri, hidrojen iiretiminden ziyade 6ncelikli olarak
biiyiimek ve hiicre sayllarina gore ortamda yiiksek
konsantrasyonda bulunan sekere adapte olmak amaciyla
kullandiklarini  gdstermektedir. Kalan tiim organizma
miktarlarinda hidrojen iiretimi, fermentasyonun 2.giintinden
itibaren dogrusal olarak artis géstermekte ve iliretim yaklasik
164 ile 189. saatler araliginda sonlanmaktadir (Sekil 7).

Kiimiilatif hidrojen {iretiminin maksimum oldugu noktada
deney ortamlarindaki TUYA konsantrasyonlari Tablo 2’de ifade
edilmistir. Toplam AA ve BA Kkonsantrasyonlar1 tim
fermentasyon siseleri i¢in 18.35 ile 20.9 g/L araligindadir ve
hidrojen tretiminin asetik asitten ziyade biitrik asit yolag
izerinden gergeklestigi gorilmektedir. Laktik asit, biitiin
siselerde fermentasyonun ilk 164 sa. igerisinde birikim
gostererek fermentasyonun son evrelerinde (hidrojen iiretim
hizinda azalmaya paralel olarak) tiiketilmeye/doniismeye
baslamis ve hidrojen iiretiminin maksimum oldugu zamanda
tamamen tiikkenmistir (veri gosterilmemistir). Laktik asit
tliiketimine paralel olarak biitrik asit miktarinda artis gériilmesi
laktik asidin biitrik aside doniismiis olabilecegini ortaya
koymaktadir. En yiiksek laktik asit konsantrasyonu iiretimin
93. sa’te 2 g/L organizma iceren fermentasyon ortaminda
22.65 g/L olarak elde edilirken en diisiik laktik asit
konsantrasyonu 1 g/L organizma iceren deney ortaminda
15 g/L olarak elde edilmistir. AA: BA oranina bakildiginda ise
denenen fermentasyon ortamlarinda benzer organik asitler
iretildiginden 0.24- 0.47 araliginda degistigi goriilmektedir.
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Tablo 2. Farkli organizma miktarlarinda nihai elde edilen toplam ugucu yag asidi (TUYA) konsantrasyonlari.

Table 2. Final total volatile fatty acid (TVFA) concentrations of different organism concentrations.

Mikroorganizma Miktari (g/L) Asetik Asit (g/L) Biitrik Asit (g/L) Laktik Asit (g/L)
0.5 3.67 15 0
1 3.95 14.9 0
1.5 49 14.5 0
2 5.96 14.9 0
2.5 5.85 12.5 0

Farkli mikroorganizma miktarlarindaki biyohidrojen gazi
iretim verimleri ve hizlar1 Sekil 9‘da ifade edilmistir. Kiimtilatif
hidrojen iiretimindeki durumun verim i¢in de gecerli oldugu
goriilmektedir. Buna gore en yiiksek verim 1 g/L organizma
iceren deney ortaminda 124.28 mL Hz/g toplam seker
(0.83 mol Hz/mol toplam seker) olarak elde edilmistir. En
diisiik verim ise, laktik asidin en yiiksek konsantrasyonda
birikim gosterdigi 2 g/L organizma iceren deney ortaminda
79 mL Hz/g toplam seker olarak bulunmustur. Bu
fermentasyon sisesinde organizma, ortamdaki sekeri biiyiik
oranda laktik asit tiretimi i¢in kullandigindan ve laktik asit
yolaginin hidrojen tiretimi iizerinde net veriminin sifir oldugu
bilindiginden, tiretim veriminde diger ortamlara nazaran daha
fazla diisiis yasandig1 séylenebilir. Organizma konsantrasyonu
arttikca spesifik hidrojen tiretim hizinda diisiis gozlenmistir. En
yiiksek Spesifik Hidrojen Uretim Hizi (SHUH), 0.5 g/L
organizma iceren fermentasyon ortaminda 3.83 mL H:/g
biyokiitle saat olarak bulunmustur.
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Sekil 9. Farkli mikroorganizma hidrojen iiretim verimleri ve
spesifik hidrojen gazi tiretim hizlari; m Verim, m VHUH.

Figure 9. Hydrogen production efficiencies and specific
hydrogen gas production rates in different microorganism
concentrations; m Yield, m VHPR.

4 Sonuglar

Calismada; 6nce mikrodalga 6n islemi denenmis ve aflotoksin
gideriminin yani sira en yiiksek ¢o6ziinmiis seker
konsantrasyonunu veren dalga boyu 400 W olarak
bulunmustur. 100 g/L baslangi¢ incir konsantrasyonunda 10
dk. elde edilen ¢éziinmiis seker miktar1 89.7g/L olmustur. Bu
kosullarda %46.2 hidrolizlenme ve %77.8 aflatoksin giderimi
saglanmistir. Mikrodalga 6n isleminde dalga boyunun daha
fazla arttigl kosullarda fermente edilebilir seker miktarinin
diistiigii tespit edilmis ve bunun nedeninin sekerin karamelize
olarak yapisinin bozuldugu kanaatine varilmistir. Aflatokisini
giderilen kuru incir farkli substrat (11.8-118 g/L)ve organizma
(0.5-2.5 g/L) konsantrasyonlarinda fermentasyon ortamina
eklenerek en iyi biyohidrojen gaz1 iireten kosullar tayin
edilmistir. En yiiksek KHH, hidrojen gazi iiretim verimi,

hidrojen gaz1 tretim hizina; 59 g/L baslangic substrat
konsantrasyonunda sirasiyla, 161.9 mL, 207.5 mL Hz/g toplam
seker, 1.75  mL/saattir. ~ Substrat  konsantrasyonu
degisimlerinde liretilen organik asitlerden laktik asidin ytiksek
miktarlarda tiretiliyor olmasina ragmen bazi kosullarda biitrik
aside dontstiigii gozlemlenmistir. Bu da biyohidrojen gaz
iretimlerinde artis saglamistir. 59 g/L baslangic seker
konsantrasyonu kullanilan organizma miktar1 degisiminin
hidrojen iiretimi iizerine olan etkilerine bakildiginda ise tiim
deneylerde sekerin tiiketildigi gézlenmistir. Hidrojen tiretimi
oncesi bakterilerin sekere adaptasyonu ve biiyiime igin
kullanmasi1 sonrasinda baslamis ve disik organizma
konsantrasyonlarinda bu adaptasyon siiresi uzun siirmiigtir.
Ancak tiim organizma konsantrasyonlarinda KHH basarili bir
sekilde iiretilmis ve 340-440 mL arasinda hidrojen gazi iiretimi
gerceklesmistir. Yogunluklu olarak biitrik asit tiretilen deney
ortamlarinda en yiiksek hidrojen gazi iiretim verimi 1 g/L
organizma iceren deney ortaminda 124.28 mL H:z/g toplam
seker olarak elde edilmistir. Organizma konsantrasyonu
arttikca spesifik hidrojen tiretim hizinda diisiis gozlenmistir. En
yiksek SHUH, 0.5 g/L organizma iceren fermentasyon
ortaminda 3.83 mL Hz/g biyokiitle saat olarak bulunmustur.

5 Conclusion

In the study; first, microwave pretreatment was conducted and
the wavelength that gave the highest dissolved sugar
concentration, as well as aflatoxin removal, was found to be 400
W. At the initial fig concentration of 100 g/L, the amount of
dissolved sugar obtained in 10 minutes was 89.7 g/L. Under
these conditions, 46.2% hydrolysis and 77.8% aflatoxin
removal were achieved. In the microwave pretreatment, it was
determined that the amount of fermentable sugar decreased
under conditions where the wavelength increased more, and it
was concluded that the reason for this was that the sugar
caramelized and deteriorated its structure. The best
biohydrogen gas producing conditions were determined by
adding pretreated dried figs, which the aflatoxins where
removed, to the fermentation medium at different substrate
(11.8-118 g/L) and organism (0.5-2.5 g/L) concentrations. The
highest Cumulative Hydrogen Volume (CHV), hydrogen gas
production efficiency, hydrogen gas production rate; at an
initial substrate concentration of 59 g/L, was 161.9 mlL,
207.5 mL Hz/g total sugar and 1.75 mL/hr respectively.
Although lactic acid is produced in high amounts from organic
acids produced in different substrate concentrations, it has
been observed that it turns into butyric acid under some
conditions. This resulted in an increase in biohydrogen gas
production. The effects of organism amounts were examined at
an initial sugar concentration of 59 g/L. It was observed that
sugar was consumed in all experiments. Hydrogen production
began after the bacteria's adaptation to sugar and it is used for
growth. This adaptation period took a long time at low
organism concentrations. However, CGV was produced
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successfully at all organism concentrations and hydrogen gas
was produced between 340-440 mL. The highest hydrogen gas
production efficiency was obtained as 124.28 mL H2/g total
sugar in the experimental bottle containing 1 g/L organism
where butyric acid was densely produced. As the organism
concentration increased, a decrease in the specific hydrogen
production rate was observed. The highest Specific Hyrogen
Production Rate (SHPR) was found as 3.83 mL Hz/g biomass
hour in fermentation medium containing 0.5 g/L organism.
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